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OZET

Metisilin direncli Staphylococcus aureus (MRSA) hem toplum hem de hastane
kokenli enfeksiyonlardan izole edilen onemli bir patojendir. Antibiyotiklerin
uzun siireli kullanim ile birlikte, bu bakteri, farkh diren¢ mekanizmalar
gelistirmistir. Tedavisi ise oldukca giic ve maliyetlidir. S. aureus suslarinda
metisilin direncinin dogru ve hizh bir sekilde belirlenmesi, enfeksiyon kontrol
onlemlerinde ve hastanede yayillminin oOnlenmesi acisindan anahtar rol
oynamaktadir. Calismanin amaci, klinik 6rneklerden izole edilen S. aureus
suslarinin metisilin direnclilik genlerinin belirlenmesidir. Bu calismada, Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde tedavi olan hastalara ait cesitli klinik
orneklerden soyutlanan 48 Staphylococcus aureus susu incelenmistir. Suslarin
tammmlanmas1 standart mikrobiyolojik yontemler (koloni morfolojisi, Gram
boyama, kanh agarda hemoliz, DNaz, katalaz, koagiilaz testleri ve mannitol
fermentasyonu) kullanilarak gerceklestirilmis; metisilin direnci, “Klinik ve
Laboratuvar Standartlan Enstitiisii (CLSI)” onerileri dogrultusunda Kirby-
Bauer disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Bu suslardan 39 tanesi
metisiline duyarh olmasina ragmen 9 tanesi (EB3, EB4, EB6, EB17, EB18,
EB33, EB36, EB46, EB47) metisiline direncli bulunmustur. Stafilokoklarda
heterojen direncli suslar nedeniyle metisilin direncinin fenotipik yontemlerle

gosterilmesi sikhkla yanhshklara neden oldugundan, Staphylococcus aureus



izolatlarinda metisilin direncinin gosterilmesinde en uygun yontem polimeraz
zincir reaksiyonu ile mecA geninin belirlenmesidir. Bu amacla, disk difiizyon
yontemi ile metisiline direncli oldugu belirlenen 9 Staphylococcus aureus
suslarindan ve metisiline duyarh 3 susdan (EBS, EB9, EB12) kaynatma
yontemiyle DNA ekstraksiyonu yapilmis, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
yontemiyle mecA geni arastirllmistir. Disk difiizyon yontemi ile duyarh ¢ikan
EB12 susunun metisilin diren¢ geni icerdigi tespit edilmistir. Bu calisma
metisilin direncinin tespitinde disk difiizyon tekniginin molekiiler yontemlerle

desteklenmesi gerektigini gostermektedir.
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ABSTRACT

Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is an important pathogen
which is responsible for community acquired and nosocomial infections. With
the long-term use of antibiotics this bacteria developed different resistance
mechanisms. Treatment is extremely difficult and expensive. Rapid and
accurate detection of methicillin resistance in S. aureus has become a key ele-
ment on infection control measures and limiting the spread of this organism.
The purpose of this study, determination of methicillin resistance genes of S.
aureus strains isolated from clinical specimens. This study analyzed 48
Staphylococcus aureus strains isolated from the samples of the patients in Gazi
University Medical Hospital. Identification of the strains was based on standart
microbiological procedures (colony morphology, Gram stain, hemolysis on
blood agar, DNase, catalase, coagulase reactions and mannitol fermentation)
and methicillin resistance was determined by Kirby-Bauer disk diffusion
method according to the suggestions of Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). Although 39 of S. aureus strains were sensitive to methicillin
(MSSA), 9 of them (EB3, EB4, EB6, EB17, EB18, EB33, EB36, EB46, EB47)
were resistant to methicillin (MRSA). Detection of methicillin resistance in

staphylococci by phenotypical methods often leads to false results. So, the most
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appropriate method for detecting the methicillin resistance for Staphylococcus
aureus isolates are detection of mecA gene by polymerase chain reaction. To
this end, for 9 methicillin resistant Staphylococcus aureus strains determined by
disk diffusion method and 3 methicillin sensitive S. aureus strains (EBS, EB9,
EB12), DNA extraction was performed by the boiling method and mecA gene
was investigated by polimeraze chain reaction (PCR) method. The EB12
sensitive strain by disk diffusion method methicillin resistance gene was found
to contain. This study show that, disk diffusion technigue should be supported

by moleculer methods for detection of methicillin resistance.

Science Code :203.1.023

Key Words : Staphylococcus aureus, methicillin resistance
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1. GIRIS

Stafilokoklar 100 yildan uzun bir siiredir 6nemli enfeksiyon etkenlerinden biri olup
tip diinyasinda 6nemli bir yere sahiptir. ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan
tanimlanan ve 1881 yilinda Alexander Ogston tarafindan fare ve kobaylarda hastalik
yaptig1 gosterilen stafilokoklar; o donemlerde insanlarda agir seyreden, tedavisi giic,
Oliimciil enfeksiyonlara neden olmaktaydi. Alexander Fleming’in 1929 yilinda
penisilini bulmast ve 1940 yilinda da penisilinin klinik kullanima girmesiyle birlikte
stafilokok enfeksiyonlarmin tedavisinde onemli basarilar saglanmistir. Bununla
birlikte, penisilinin ¢ok yaygin kullanilmasmin sonucunda, penisilini parcalayan
stafilokok suslar1 ortaya c¢ikmaya baslamistir. Stafilokoklarda penisilin direnci
1940’11 yillarin ortalarindan itibaren gittikce artmis, 1950’11 yillarda penisilinin yani
sira tetrasiklin, eritromisin ve streptomisin gibi diger antibiyotiklere de direng

gelisimi ortaya ¢ikmistir [Haznedaroglu, 2007].

1959 yilinda metisilin, daha sonra da stafilokoklar tarafindan iiretilen, penisilini
parcalayan enzimlere (penisilinaz) dayanikli penisilin tiirevleri gelistirilmistir. Bu
sayede, stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde ikinci biiyiik basar1 elde edilmistir.
Ancak bu basarinin iizerinden heniiz iki y1l ge¢misken, stafilokoklarda metisilin
direnci tanimlanmis ve 1970’11 yillarin sonu ile 1980’11 yillarin baslarindan itibaren
de metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinda c¢oklu antibiyotik
direnci ortaya ¢ikmaya baslamistir [Haznedaroglu, 2007].

Stafilokoklar hem metisilin direncine, hem de c¢oklu ila¢ direncine sahip
olduklarindan, antibiyotik kullanimmin kontrolsiiz olmas1 ve tedavi seceneklerinde
yanlig tercihlerin yapilmasi diren¢ probleminin artmasma yol agmaktadir. Bu
nedenle stafilokok enfeksiyonlarinda 6zellikle MRSA’ da ¢oklu direng s6z konusu
oldugu icin antibiyotik se¢imi duyarllik testlerine gére yapilmalidir [Dogan ve ark.,

2005].



Glinlimiizde diren¢ sorununun giderek yayginlasmasi ile birlikte MRSA tim
diinyada ve iilkemizde hastane enfeksiyonu salginlarina yol acan ¢ok ciddi bir sorun
haline gelmistir. MRSA susu bir hastaneye girdikten sonra tedavisi ¢ok zor hatta
imkansiz olabilmektedir [Beretta ve ark., 2004]. Bu nedenle hastanelerde izole
edilen MRSA suslarmin epidemiyolojik tiplendirmesi, hastaneye yeni bir sus
girdiginde bu susun farkina varilmasmi sagladigindan yayilmasmi Onlemek ve
kontrol altina almak i¢in cok onemli hale gelmistir [Karabiber ve Mert Ding, 2007].
Bu calismada, Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) Onerileri
dogrultusunda disk diflizyon yontemi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi
kullanilarak; klinik orneklerden izole edilen Staphylococcus aureus suslarinin

metisilin direnclilik genlerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Stafilokoklar, memelilerin deri ve mukoz membranlarinda normal flora elemanidir.
Genelde bulunduklar1 yerde konakla 1yi huylu ve simbiyotik bir iliskiye sahiptirler.
Ancak deri ve mukozal travma, enjeksiyon veya cerrahi miidahaleler ile dokuya

girmesi sonucu patojen olabilirler [Temiz, 2008].

2.1. Staphylococcus’ larin Tarihcesi

Stafilokoklar ilk olarak 1878 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanmis ve 1880
yilinda Pasteur bu mikroorganizmalar1 sivi  besiyerinde {iretmistir. Ilk
Staphylococcus ismi 1881 de Alexander Ogston tarafindan kullanilmistir. Uremeleri
esnasinda birbirinden ayrilmayarak mikroskobik incelemede {iziim salkimina
benzeyen, diizensiz kiimeler olusturmalarina bakilarak bu bakterilere bu ad uygun
bulunmugstur. Stafilokoklar ilk kez Rosenbach (1884) tarafindan hastalik

orneklerinden soyutlanmistir [ Adams ve Moss, 2008].

Ik  antibiyotik 1929 yilinda Penicillium kiifii ile kontamine agar plagmnda
stafilokoklarm {iremesinin inhibe oldugunu go6zleyen Sir Alexander Fleming
tarafindan kesfedilmistir. 1940 yilinda Florey ve Chain tarafindan penisilin
iretiminin basarilmasi ile stafilokok enfeksiyonlarmnin tedavisinde kullanilmistir.
Fakat ¢ok gegmeden 1944’ de Kirby tarafindan S. aureus suslarinda penisilin direnci

tanimlanmistir [Bilgehan, 2008].

1959’ da ilk semisentetik penisilinaza direngli antimikrobiyal olan metisilin klinik
kullanima girmis, fakat iki y1l sonra MRSA izolatlar1 bildirilmistir. 1980’11 yillarda
ise MRSA suslarinda c¢oklu antibiyotik direnci ile karsilasilmistir [Turag Biger,
2009].

Coklu direng gosteren MRSA suslarina bagli enfeksiyonlarin artmasina paralel

olarak stafilokok enfeksiyonlariin tedavisinde son 25 senedir vankomisin kullanilir



hale gelmistir. Bununla birlikte ilk vankomisine direngli S. aureus (VRSA) susu,
Haziran 2002 yilinda ABD’de diyaliz tedavisi goren 40 yasindaki bir erkek hastanin
kateter ucundan izole edilmistir. Direng probleminin artmasiyla birlikte MRSA tiim
diinyada nozokomiyal epidemilere yol acan ciddi bir saglik sorunu haline gelmistir

[Turag Biger, 2009].

2.2. Staphylococcus’larin Siniflandirilmasi

Onemli bir enfeksiyon etkeni olan Staphylococcus cinsi bakteriler Micrococcaceae
ailesine aittir. Micrococcaceae ailesinde Stomatococcus ve Planococcus ile birlikte
yer alan Staphylococcus ve Micrococcus cinslerinin iiyeleri Gram pozitif, katalaz

pozitif koklardir [Murray ve ark., 2009].

Mikrokoklarin zorunlu aerop olmasi, anaerop kosulda glikozu fermente etmemesi,
oksidaz deneyinin pozitif sonu¢ vermesi, lisostafine direngli, lizozime duyarh
olmasi, 0,4 pg/ml eritromisin varliginda gliserolden asit olusturmamasi, basitrasine
duyarl bulunmasi Staphylococcus cinsinden ayirt edilmesini saglayan 6zellikleridir.
Ayrica DNA, rRNA hibridizasyon ¢alismalar: stafilokoklarin Enterococcus, Bacillus
ve Listeria cinsleri ile benzer yapilara sahip oldugunu gostermistir [Berkiten, 2005;

Peacock, 2005].

Staphylococcus, Micrococcaceae ailesi i¢inde klinik agidan en 6nemli gruptur.
Stafilokoklar sicak kanli hayvanlarin ve insanlarin derileri lizerinde, normal flora
thtiva eden bogaz, burun gibi viicut bolgelerinde bulunurlar. Otuzdan fazla tiirii
vardir ve bunlarm ¢ogu insanlarda kolonizasyon yapar. Sporsuz Gram pozitif koklar
arasinda en dayanikli cinstir [Berkiten, 2005]. Bu cins i¢inde insanda en sik
enfeksiyon etkeni olarak izole edilen Stafilokoklar; Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus saprophyticus’dur. Bu tiirler
icerisinde Staphylococcus aureus giinlimiizde kullanilan bir ¢ok antibiyotige hizla
diren¢ kazanmasi ve bu nedenle eskiye oranla enfeksiyonlarma daha sik

rastlanmasiyla insan enfeksiyonlarinda oncelikli patojen olarak yer alir [Tilinger ve



ark., 2003; Aydin, 2008]. S. aureus disindaki tiim stafilokok tiirleri genel olarak
koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS) ad1 altinda anilmaktadir. Insanlarda patojen
olan ve plazmay1 pihtilagtiran tek tiir S. aureus’tur; bunu koagiilaz negatif olan S.
epidermidis ve S. saprophyticus izler [Berkiten, 2005]. KNS’ lar igerisinde klinik
orneklerden en sik izole edilen tiir bir deri flora {iyesi olan S. epidermidis’ tir [ Alen

ve ark., 2006; Aydin, 2008].

Staphylococcus cinsi i¢inde bugiline kadar 35 tiir tanimlanmis olup, bunlardan 17
tanesi klinik orneklerden soyutlanmistir. Stafilokok tiirleri DNA/DNA iliskileri ve

fenotipik 6zelliklerine gore en az dort grup altinda toplanabilirler.

Staphylococcus epidermidis grubunda; S. epidermidis, S. capitis, S. warneri, S.

haemolyticus, S. hominis ve S. saccharolyticus tiirleri.

Staphylococcus saprophyticus grubunda; S. saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus

tirleri.

Staphylococcus simulans grubunda; S. simulans, S. carnosus tiirleri.

Staphylococcus sciure grubunda; S. sciure, S. lentus tlrleri yer almaktadir.

Staphylococcus aureus, Staphylococcus auricularis, Staphylococcus intermedius,
Staphylococcus hyicus ve Staphylococcus caseolyticus herhangi bir gruba

sokulamamuislardir.

Insanlardaki stafilokok enfeksiyonlarida dncelikle patojen olarak S. aureus yer alir.
Bundan bagska firsatci patojenler olarak S. epidermidis ve S. saprophyticus siklikla
enfeksiyona sebep olurlar. Daha nadir olarak S. haemolyticus, S. hominis, S.
warneri, S. saccharolyticus, S. cohnii ve S. simulans’m firsat¢1 enfeksiyonlarina

rastlanilmaktadir [Murray ve ark., 2009].



2.3. Staphylococcus’larin Goriiniim ve Boyanma Ozellikleri

Genel karakterleri olarak stafilokoklar yuvarlak, 0,5-1,5 um c¢apinda, ¢ogu kez
diizensiz kiimeler, bazen tetrat, ikiserli kok ya da tek tek koklar seklinde goriilen
Gram pozitif bakterilerdir. Hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz bakterilerdir. Ancak S.
aureus’un bazi suslar1 organizmadan ilk izole edildiklerinde kapsiillii olabilir. Kati
besiyerinde boliinebilme ozellikleri nedeni ile mikroskopta c¢ogunlukla diizensiz
kiimeler olustururlar (Resim 2.1). Irinden ve sivi besiyeri kiiltiirlerinden yapilan
preparatlarda bu kiimeciklerin 3-5 koktan ibaret daha az taneli olarak olustuklar1 ve
baz1 kez ikiserli koklar halinde diplokoklara, ya da 3-4 bakteriden ibaret tetrat ve
kisa zincirler seklinde bulunduklar1 saptanir. Burada koklarin seklinin tam yuvarlak
ve bakterilerin birbirlerine benzer goriinlimde olmasi stafilokoklar i¢in karakteristik
ise de streptokoklarla bir arada bulunduklari zaman ikisini goriinimlerine gore ayirt
etmek olanaksizdir. Tipik {iziim salkimi gdriinlimii vermeyen stafilokoklar1 benzer
ve karigan goriinimdeki streptokoklardan ayirt etmede kullanilan en yararli yontem
katalaz testi olup stafilokoklarda deney pozitif oldugu halde streptokoklarda
negatiftir [Bannerman, 2003; Peacock, 2005; Alen ve ark., 2006].
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Resim 2.1. S. awreus’ un 151k mikroskobu goriintiisii (solda) [2009], taramali
elektron mikroskop goriintiisii (sagda) [2000].



2.4. Staphylococcus’larin Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

Secici olmayan kanli agar, nutrient agar, triptik soy agar veya beyin kalp inflizyon
agarda izole edilen stafilokok tiirlerinin cogunlugu 24 saat i¢inde 1-3 mm ¢apinda ve
tiire bagh olmak iizere 34-37°C’ de havada ii¢ giinliik inkiibasyon sonrasi 3-8 mm
capinda koloni olustururlar. Istisnalar S. aureus subsp. anaerobicus, S.
saccharolyticus, S. auricularis, S. equorum, S. vitulus ve S. lentus’tur, ki bunlar
daha yavas trerler ve genellikle kolonilerin saptanabilmesi i¢in 24-36 saat gerekir.
Tipik S. aureus kolonileri 24 saatte pigmentli (krem rengi, sari-portakal rengi),
diizgiin, biitiin, hafif kabarik ve rutin kanli agarda hemoliz olusturur. Belirgin kapsiil
olusturan nadir suglar parlak ve 1slak goriiniime sahip olabilirler. Koloniler 3 giinliik

inkiibasyon sonunda 6-8 mm c¢apina ulagirlar [Murray ve ark., 2009].

Besiyerlerine glikoz, kan, serum gibi maddeler konularak zenginlestirilirse tireme
daha cabuk ve kolay olur. Kanli agar plaklarinda iiretilen stafilokoklarin ¢ogu
kolonilerin etrafinda tam hemoliz yaparlar. S .aureus’un kanlh besiyerinde kiigiik,
pigmentsiz ve hemoliz olusturmayan koloniler seklinde iireyen kiigiik koloni
varyantlar1 da tanimlanmistir [Proctor ve Peters, 1998; Looney, 2000; Bannerman,

2003; Moreillon ve ark., 2005; Murray ve ark., 2009].

Stafilokoklar basta glikoz olmak {izere bir ¢ok karbonhidratlar1 parcalar ve son iiriin
olarak laktik asit olustururlar. Ancak sekerlerden mannitol iizerine olan etkileri
ozellik tasimakta olup bu karbonhidrati yalniz S. aureus parcalamaktadir. Bu
nedenle mannitol fermentasyonu, S. aureus’u diger stafilokoklardan ayirt etmekte
kullanilan bir kriterdir. Bununla birlikte S. aureus koagiilaz pozitiftir. Plazmay1
pihtilagtirma yetenegini gosteren koagiilaz deneyi, S. aureus u diger stafilokoklardan
ayirt etmede en yaygin olarak kullanilan, en cok 6nem tasiyan ve genel olarak kabul

goren tanimlama yontemidir [Berkiten, 2005; Murray ve ark., 2009].

Bu tip tanimlama yontemlerinin yani sira stafilokoklar1 diger bakteri tiirlerinden

ayird ederek treten bazi 6zel besiyerleri gelistirilmistir. Bu tip besiyerlerinde



refakatci mikroorganizma cesitli inhibitor maddelerle baskilanarak sadece stafilokok
suslarmin iiremesi saglanmigtir. Ayni1 zamanda giiniimiizde MRSA’nin hizli tanisi
icin baz1 kromojenik besiyerleri de mevcuttur. Kromojenik besiyerleri S. aureus’un
hem tanimlanmasinda hem de metisilin direncinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
Bu besiyerleri MRSA tanimlanmasini direkt olarak yapabildiginden ek testlere olan
ihtiyaci azaltarak zaman ve fiyat agisindan da 6nemli avantajlar saglamaktadir [Ozen

ve ark., 2011].

2.5. 8. aureus’ un Viriilans ve Patojeniteleri

S. aureus viriilanst en yiiksek olan stafilokok tiirlidiir. Ancak enfeksiyon olup
olmamasi mikroorganizmanin  viriilans1 ile konak savunma sisteminin

olusturacaklar1 dengeye baghdir [Diindar ve Oztiirk Diindar, 2008].

Stafilokoklarin, kapsiil, protein A, peptidoglikan tabakasi, teikoik asit gibi hiicre
duvarinda bulunan maddeler, olusturduklar1 enzimler ve toksinler patojenitesinde
etkili olup, viriilans faktorii olarak rol oynamaktadir. Koagiilaz, hemolizinler,
deoksiriboniikleaz (DNaz), hyaluronidaz, fosfataz ve Protein-A viriilansla ilgili
bulunmustur. Adezinler, kolonizasyonda rol oynarlar. Stafilokinaz ve diger
ekstraseliiler enzimler (proteaz, lipaz, kollajenaz, elastaz) invazyonda; koagiilaz,
lokosidin ve kapsiil yapis1 fagositoza karsi direnci saglamada etkilidir. Koagiilaz
immiin cevaba karsi etkin bir savunma rolii iistlenirken, hemolizin ve lokosidin de
sitotoksik etki gosterir. Lokosidin, ayrica viriilans1 arttirmaktadir [Bannerman, 2003;

Winn ve ark., 2006; Forbes ve ark., 2007].

2.5.1. Hiicre duvan

Hiicre duvar1 bakteriye sekil veren ve hiicre i¢ci osmotik basinca karsi hiicreyi
koruyan saglam bir yapidir. Stafilokoklarin hiicre duvari; peptidoglikan, teikoik asit
ve protein-A olmak {izere ii¢ ana bilesenden olusur. Hiicre duvarmin toplam

agirhigmmin yaklasik % 50-60° m1 peptidoglikan (murein, mukopeptid, glikopeptid)



tabaka olusturur. Peptidoglikan, N-asetilmuramik asit ve N-asetilglikozamin alt
iinitelerinden olusan bir polisakkarit polimeridir. Bu yap1 bakteriye karakteristik
seklini verdigi gibi, hiicreye esneklik ve saglamlik da kazandirir [Bannerman, 2003;

Winn ve ark., 2006].

Diger 6nemli bilesik hiicre duvari agirhiginin yaklasik % 40°m1 olusturan ve fosfat
thtiva eden bir polisakkarit olan teikoik asittir. Polisakkaritler tiire oOzeldir. S.
aureus’da ribitol teikoik asit bulunur. Peptidoglikan tabakasi ve sitoplazma zarma
bagli olan teikoik asit, stafilokoklarn mukoza hiicrelerinin yilizeylerindeki
reseptorlere tutunmasini saglayan 6zgiil bolgelerdir [Berkiten, 2005]. Sadece Gram
pozitif bakterilerin hiicre duvarmda bulunan bu yapi, hiicre ylizeyine negatif yiik
vererek c¢esitli metal iyonlarinin, katyonlarm lokalizasyonunda ve otolitik enzimlerin
aktivasyonunda rol oynar. Ayrica hiicre duvarmin sertligini ve esnekligini de

destekler [Bannerman, 2003; Winn ve ark., 2006].

Hiicre yiizeyinde peptidoglikan tabakasina bagli bulunan diger bir yapi Protein
A‘dir. Sahip oldugu antifagositik Ozelliklerle fagositozu Onler. Aktif {ireme
safhasindaki kiiltiirlerde, hiicre disina salgilanir ve yaklasik 1/3’i besiyeri igine
dagilir. S. aureus’larin c¢ogunda Ozglil olarak bulunur, diger tiirlerde ve
mikrokoklarda bulunmaz. Bazi S. aureus suslarinda hiicre duvarmin etrafinda
bakteriyi fagositozdan koruyan polisakkarit yapida bir kapsiil bulunur. Bazi
bakterilerin etrafinda ise ancak elektron mikroskobu ile goriilebilen ince mukoz, bir
tabaka (slime) vardir. Daha ¢ok klinik ara¢ kullananlardan izole edilen suslarda
saptanan bu yapi, bakterinin kateter gibi yardimci cihazlara tutunmasini saglar

[Berkiten, 2005].

2.5.2. Toksinler

S. aureus, enfeksiyonlardaki semptomlardan sorumlu cesitli toksinler salgilar.

Sitolitik toksin (alfa, beta, gamma, delta toksin ve lokosidin), eksfoliatif toksin,
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toksik sok sendromu toksini-1 ve farkli tiplerde enterotoksin iiretir [Bannerman,

2003; Forbes ve ark., 2007].

Sitolitik toksinler

Eritrositler ve cesitli hiicreler ilizerine sitolitik etki gosterirler. Bunlardan en 1yi

tanimlananlart hemolizinler ve lokosidindir.

Hemolizinlerin belirli hayvan eritrositlerini eritmelerine gore alfa, beta, gamma ve
delta olmak {izere gesitli tipleri vardir. Alfa tavsan; beta koyun, 6kiiz; gamma tavsan,
insan, koyun; delta insan, koyun, tavsan ve maymun eritrositlerini eritir [Berkiten,

2005].

Alfa (o) hemolizin, S. aureus suslarmmn ana hemolizinidir. Bakteriyel
kromozomlarda ve plazmidlerde kodlanir. Insan makrofaj ve trombosit hiicre
membranlar: iizerinde litik etkiye sahiptir fakat monositlere etkisizdir. Hemolitik,
dermonekrotik ve sitolitik etkileri vardir [Peacock, 2005; Moreillon ve ark., 2005;
Alen ve ark., 2006].

Beta () hemolizin, en iyi koyun eritrositlerine, daha az olarak da insan ve tavsan
eritrositlerine litik etki gosterir. Sfingomiyelinazdir ve sfingomiyelin iceren zarlara
etki eder [Berkiten, 2005]. Toksinin en 6nemli 6zelligi sicak-soguk lizis yapabilme
yetenegidir. Bu toksinin hemolitik aktivitesinin 37°C’ de inkiibasyondan sonra
+4°C’de tutuldugunda arttig1 gozlemlenmis ve buna bagli olarak sicak-soguk toksin
olarak adlandmrilmistir. Eritrositler lizerindeki etkisi sogukla artar [Peacock, 2005;

Moreillon ve ark., 2005; Alen ve ark., 2006].

Delta (8) hemolizin, S. aureus suslarmm % 97 °‘si tarafindan iiretilmektedir.
Koagulaz negatif stafilokoklarin da % 50-70’inin bu toksini tirettigi belirtilmektedir.
Genis bir sitolitik aktiviteye sahiptir. Hiicre membranini deterjan benzeri bir etkiyle

parcaladig diistiniilmektedir [Bannerman, 2003; Forbes ve ark., 2007].
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Gamma (y) hemolizin, insan, koyun, tavsan gibi farkli tiirlerin eritrositlerini ve
ayrica insan lenfoblastik hiicrelerini parcalayabilme yetenegine sahiptir. S. aureus
suslarmin hemen hepsi tarafindan tretilebilmektedir. Belirgin hemolitik aktivitesi
olmasina ragmen etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir [Bannerman, 2003;

Forbes, 2007].

Lokosidin (Panton- Valentin l6kosidin), polimorf niiveli 16kosit, monosit ve
makrofajlar lizerine etkilidir. Elektroforetik olarak birbirinden ayrilan F (fast) ve S
(slow) adi verilen iki proteinden meydana gelmistir. Gamma toksin (hemolizin) ile
sinerjist etki gosterir ve antijeniktir. Lokosidin etkisinde kalmis lokositlerin katyon
permeabilitesi degistiginden hiicre hareketini kaybederek siser ve graniillii, yuvarlak

bir sekle doniiserek parcalanir [Berkiten, 2005].

Eksfolivatif toksin (Eksfoliyatin)

Ciltte yaygin biiller ve cildin soyulmasiyla karekterize bir klinik tablo olan
stafilokokal haslanmis deri sendromu (staphylococcal scalded skin syndrome;
SSSS)’ na yol acan toksindir. Ozellikle yeni dogan epidermisinde ciddi sonuglara

yol acar [Berkiten, 2005].

Eksfoliyatif toksinin eksfoliyatif toksin- A (ET-A) ve eksfoliyatif toksin- B (ET-B)
olmak {tizere iki farkl tipi vardir. Birincisi 1siya direngli ve kromozomal genlerde

kodlanirken, ikincisi 1stya duyarlidir ve sentezi plazmit genlerinin kontrolii

2005; Winn ve ark., 2006].

Toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1)

Bir ¢ok S. aureus suslar1 tarafindan salinan ayni zamanda bir siiper antijen olabilen
bu toksin, toksik sok sendromuna (TSS) neden olur. Saglikli insanlarin yaklasik %
90’mda TSST-1" e kars1 koruyucu antikorlar bulunur [Berkiten, 2005].
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Isiya ve proteolitik enzimlere kars1 direnglidir. S. aureus suslarmin % 5-25’1 TSST-1
geni tagir. TSST-1" in S. aurues disindaki tiirlerde varligi halen tartisma konusudur.
Ancak, KNS’ larin ve A grubu streptokoklarin da TSS’ na yol agabildikleri
bilinmektedir [Iwatsuki ve ark., 2006; Winn ve ark., 2006; Tristan ve ark., 2007].

Enterotoksin

S. aureus suslarmin yaklagik tigte biri gesitli enterotoksinler iiretir. Kimyasal ve
immiinolojik olarak farkli 6 (A, B, C, D, E, G) tipi vardir. Bir sus bu toksinden
yalniz birini veya bir kagmi olusturabilir. Enterotoksinler 1siya ve gastrointestinal
enzimler tarafindan hidrolize karsi direnglidir. Besin zehirlenmesine neden olur.
100°C de 30 dakika kaynatilmaya dayanabilirler. Bu nedenle enterotoksin iireten
stafilokoklar besin {iriinlerini kontamine eder ve toksinlerini salgilarsa, yiyecegin
yeniden 1sitilmas1 koruyucu olmaz. insanda en sik A tipi hastalik yapar [Berkiten,

2005; Winn ve ark., 2006].

2.5.3. Enzimler

Katalaz

Tim stafilokoklar tarafindan salgilanan bu enzim, hidrojen peroksiti (H,O,) su
(H20) ve oksijene (O,) parcalayarak etkisiz hale getirir. Dolayisiyla toksik olan
hidrojen peroksiti inaktive ederek mikroorganizmay:r konagm savunma
mekanizmalarma kars1 korur. Bakteriler, bu enzim sayesinde fagositlerin i¢inde
toksik oksijen radikalleri tarafindan Oldiirtilmeye direng kazanir. Eritrositlerde de
katalaz enzimi bulundugundan dolayi, test kan icermeyen besiyerlerinde tretilmis

bakterilerde yapilir [Bannerman, 2003; Winn ve ark., 2006; Forbes ve ark., 2007].

katalaz

H>,0, > H,O0+1/20,
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Koagiilaz (prokoagiilaz)

S. aureus ve insanda patojen olmayan bazi tiirler tarafindan salgilanan, kan
plazmasmi pihtilagtiran ekstraselliiler bir proenzimdir. Bakterinin patojenligini
belirler. S. aureus suslar1 serbest ve hiicreye bagli olmak iizere iki gesit koagiilaz
iretir. Serbest koagiilaz plazmada bulunan CRF (coagulase-reacting factor) ile
reaksiyona girerek pihtilasmaya neden olur. Hiicreye bagli olan koagiilaz,
kiimelesme faktorii (clumping factor) olarak isimlendirilir. Kiimelesme sirasinda
CRF’ ye gereksinim yoktur ve dogrudan plazmadaki fibrinojene etki eder ve
stafilokoklarin kiimelesmelerine yol agar. Koagiilaz testi S. aureus igin standart bir
belirleyicidir. Koagiilaz pozitif stafilokoklarin iizerinde olusan fibrin tabakasi
bakteriyi fagositoza karsi koruyarak patojenitesini artirir [Bannerman, 2003; Winn

ve ark., 2006; Forbes ve ark., 2007].

Stafilokinaz (fibrinolizin)

S. aureus suglarinin ¢ogu tarafindan plazminojeni aktive eden stafilokinaz adi
verilen bir madde salgilanir. Plazmadaki plazminojeni aktive ederek plazmine
(fibrinolizin) doniismesini ve dolayisiyla fibrin erimesine neden olur. Stafilokinaz,
fibrini eriten proteolitik bir enzim oldugundan bakterinin dokular arasinda

yayilmasini saglar [Berkiten, 2005].

Hiyaliironidaz

Hiicre aralarinda bulunan hiyaluronik asidi depolimerize ederek bakterinin
yayllmasmi saglar. Antijeniktir ve 6zgiil antikorlar1 ile notralize olur [Berkiten,

2005].
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Beta laktamaz (penisilinaz)

Beta laktam antibiyotikleri etkisiz hale getirerek bakterinin bu grup antibiyotiklere
diren¢ kazanmasma ve dolayisiyla tedavinin basarisiz sonu¢ vermesine yol agar.

Cogu, plazmitler tarafindan kodlanir [Berkiten, 2005].

Lipaz

Lipidleri hidrolize eden enzimdir. Viicudun yagli bdlgelerinde bakterinin kolonize
olmasini saglar. Kronik fronkiile neden olan S. aureus suslari tarafindan salgilanarak

bakterinin kiitan ve subkiitan dokulara yayilmasina yardim eder [Berkiten, 2005].

Deoksiriboniikleaz (DNaz)

DNA’ y1 hidrolize eden ve 1s1ya direngli olan DNaz enzimi S. aureus suslarmin %

90’dan fazlasi tarafindan iiretilmektedir [Alen ve ark., 2006].

2.6. S. aureus’un Epidemiyolojisi

Toplum ve hastane kokenli enfeksiyonlarin dnde gelen etkenlerinden olan S. aureus,
hayat1 tehdit eden ciddi enfeksiyonlara yol agabilmektedir. Ozellikle metisiline
direncli S. aureus (MRSA) suslarinda ¢oklu antibiyotik direnci gelistiginden dolay1
MRSA ile olusan agir enfeksiyonlarin tedavi segenekleri ¢cok azdir. MRSA 6zellikle
nozokomiyal enfeksiyonlarin 6nde gelen etkenlerinden olmakla birlikte, son yillarda
toplum kokenli MRSA enfeksiyonlar1 da giderek onem kazanmaya baslamistir

[Diindar ve Sonmez Tamer, 2009].

S. aureus sporsuz bakteriler igerisinde en dayaniklilarindandir. Kuruluga, 1siya,
yiiksek tuz igerikli ortama dayaniklidir. Bu nedenle etkili antibiyotiklerin, hastane
enfeksiyonu kontrol programlarmimn ve uygun halk saghgi kosullarmin varligina

ragmen hala dnemli sorunlar yaratan patojenlerdendir [ Aydin, 2008].
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S. aureus kolonizasyonu yenidoganda baslar. Bakteri 6nce gobek kordonu sonra da
burunda ortaya ¢ikar. Yetiskinde en sik 6n burun boslugu ve perinede yerlesir. Deri
ve gastrointestinal sistem tasiyiciligi da vardir. Genellikle ilk yerlesen bakteri dmiir
boyu kalir ve yeni suslarin yerlesimi flora tarafindan 6nlenir. Bu durum antibiyotik
kullanimi1 sonrasinda degisebilir. Floranin bozulmasi bagka suslarin yerlesmesine yol
acabilir. Bu durum o6zellikle hastanelerde goriiliir ve yatan hastalarda direngli S.
aureus suslar1 kolonize olur. Hastanede yatan hastalar ve hastane personelinde bu tiir
suslarin tasmma orani toplumdan daha yiiksektir. Yetiskinlerde burun tasiyiciligi
oranlar1 toplumda % 20-40 arasinda degisirken, hastane popiilasyonunda % 90’ a
kadar ¢ikabilir. Tasiyicilardan bulagsma temas veya damlacik yoluyla olabilir.
Tasiyiciligin klinik 6nemi vardir. Cerrahi islem sonrasi S. aureus enfeksiyonu

gelisme olasilig1 tasiyicilarda daha siktir [Aydin, 2008].

Yaslilar, immiin yetmezligi olanlar, yogun bakim ve yanik {initelerindeki hastalar,
intravendz kateteri olanlar, cerrahi yarasi olanlar MRSA enfeksiyonu i¢in daha
yiiksek risk tasiyan gruplardir. Ayrica hastanede kalig siiresinin uzamasi, 6nceden
antibiyotik kullanmis olmak ve tasiyict veya enfekte olanlarla yakmlik da

kolonizasyon ve enfeksiyonu kolaylastirir [Aydin, 2008].

Stafilokoklarda metisilin diren¢ oranlar1 iilkeler, bdlgeler, hastaneler ve hatta ayni
hastanenin servisleri arasinda degisiklik gostermektedir. 1999-2002 yillar1 arasinda
gergeklestirilen yirmi alt1 Avrupa iilkesini kapsayan calismada Italya (% 40,9),
Ingiltere (% 41,5), Malta (% 43,8) ve Yunanistan (% 44,4) metisilin direncinin en
yiiksek oldugu iilkeler; Izlanda (% 0,5), Danimarka (% 0,6), Hollanda (% 0,6), Isvec
(% 0,8) ve Estonya (% 0,9) metisilin direncinin en diisiik oldugu iilkeler olarak
bildirilmistir [Tiemersma ve ark., 2004]. 2003-2005 yillarinda Akdeniz iilkelerini
kapsayan ve lilkemizin de yer aldig1 ¢alismada en diisiik MRSA oranlar1 Liibnan (%
12), Tunus (% 18) ve Fas’da (% 19); en yiiksek MRSA oranlar1 ise Urdiin (% 56),
Kibris (% 55) ve Misir’da (% 52) saptanmistir. Bu ¢alisma kapsaminda Tiirkiye’deki
metisilin direnci ise % 39 olarak bildirilmistir [Borg ve ark., 2007]. Cesitli

calismalarda da Tirkiye’de % 14-73,8 arasinda degisen metisilin diren¢ oranlari
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bildirilmektedir. Diindar ve Sonmez Tamer; 2005, 2006, 2007 yillar1 arasinda
yaptiklar1 ¢aligmada klinik Orneklerden izole edilen S. aureus suslarinda 2005
yilinda % 34, 2006 yilinda % 14, 2007 yilinda ise % 21 oraninda metisilin direnci

saptamislardir [Diindar ve Sonmez Tamer, 2009].

2.7. 8. aureus’ un Olusturdugu Enfeksiyonlar

S. aureus toplum kokenli sepsislerin en 6nemli nedenidir ve en 6nemli nozokomiyal
patojendir. Hastalik genis yelpazede toksin bagimli hastaliklar (besin zehirlenmesi,
haglanmis deri sendromu ve toksik sok sendromu gibi), cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlar1 (fronkiil, seliilit, impetigo gibi), derin enfeksiyonlar (kemik, eklem,
kalp kapagi, dalak ve akciger gibi hemen hemen her bir organi tutabilir), akciger ve
iiriner sistem enfeksiyonlar1 olarak goriilebilir. S. aureus bakteriyemisinin énemli bir
komplikasyonu organizmanin bir veya daha fazla uzak bolgesine yayilmasidir. Diger
klinik tablolar ise, cerrahi yara enfeksiyonu, ventilator ile iligkili pndmoni,
intravendz katater nedenli bakteriyemi ve serebrospinal sivi santlari, prostetik
eklemler, vaskiiler greftler gibi protezlere bagli enfeksiyonlar seklinde goriilen

hastane enfeksiyonlaridir [Murray ve ark., 2009].

2.8. Tam

Stafilokoklarin laboratuvar tanisinda koloni morfolojisi, boyanma 6zelligi, pigment
iretimi, hemoliz, mannitol fermantasyonu, yiiksek tuz konsantrasyonlu ortamda
ireme gibi Ozelliklerine bakilarak degerlendirilir. Stafilokoklarin tiir tanisinda en
cok kullanilan yOntemler koagiilaz ve DNaz deneyleridir. Protein A’ nin
gosterilmesi, ticari hazirlanmis kitler (API), DNA prob yontemi ve PZR gibi
molekiiler teknikler de tanida kullanilabilir [Berkiten, 2005]. S. aureus’un biitiin
suslar1 koagiilaz pozitif olup mannitolii fermente ederler. Stafilokoklarin tanisinda
kullanilan ticari kit tanimlama sistemleri ve otomatize sistemler stafilokok tiirlerini
% 70 ile % 90 dogrulukta ve nispeten hizli ve kolay sekilde tanimlamaktadir
[Murray ve ark., 2009].
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Lokal veya sistemik hastaliklarda almacak uygun 6rneklerden (cerehat, balgam,
beyin omurilik sivisi, idrar, kan, biopsi) yapilacak preparatta iiziim salkimi seklinde
kiimelenmis Gram pozitif koklarm goriilmesi ve Kkiiltiir besiyerinde bakterinin
iiretilmesi ile tan1 konur. Toksinlerle gelisen hastaliklarda ise lezyonlarda bakteri

saptanmaz. Klinik bulgular tanida yardime1 olmaktadir [Aydin, 2008].

2.8.1. Koloni morfolojisi

Secici olmayan kanli agar, nutrient agar, triptik soy agar veya beyin kalp inflizyon
agarda izole edilen stafilokok tiirlerinin cogunlugu 24 saat i¢inde 1-3 mm ¢apinda ve
tiire bagli olmak tizere 34-37°C’ de aerop kosullarda ii¢ giinliik inkiibasyon sonrasi
3-8 mm ¢apinda koloni olustururlar. Tipik S. aureus kolonileri 24 saatte krem, sari-
portakal renginde, diizgiin, biitlin, hafif kabarik ve rutin kanli agarda hemoliz
olusturur. Belirgin kapsiil olusturan nadir suglar parlak ve islak goriiniime sahip
olabilir. Koloniler 3 giinliik inkiibasyon sonunda 6-8 mm capina ulasir. S. aureus’
un kanli besiyeri gibi rutin besiyerlerinde kiiciik, pigmentsiz ve hemoliz
olusturmayan koloniler seklinde tireyen kiiclik koloni varyantlar1 tanimlanmaistir. S.
aureus’ un bu kolonilerinin goriilebilmesi i¢in en az 48 saat inkiibasyon gerekebilir

[Murray ve ark., 2009].

2.8.2. Katalaz testi

Katalaz testi, katalaz enziminin varligmin gosterilmesi i¢in yapilir [Temiz, 2008].
Micrococcaceae ailesi iginde yer alan stafilokoklar ile Streptococcaceae ailesi iginde
bulunan streptokoklar1 birbirinden ayirmada kullanilan Onemli bir testtir.
Stafilokoklarin dahil oldugu Micrococcaceae ailesi katalaz pozitifken, streptokoklar

katalaz negatif 6zellik gdsterirler [Berkiten, 2005].
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2.8.3. Koagiilaz testi

Koagiilaz testi, S. aureus’ un diger stafilokok tiirlerinden ayriminda kullanilan bir
yontemdir. Insanlarda patojen olan ve plazmay: pihtilastiran tek tiir S. aureus’ tur;

bunu koagiilaz negatif olan S. epidermidis ve S. saprophyticus izler [Berkiten, 2005].

S. aureus i¢in patojenligin en Oonemli Ol¢ilitii koagiilaz enziminin varhigidir ve iki
tiirlii koagiilaz enzimi trettigi bilinmektedir. Bunlardan bir tanesi hiicre duvaria
bagl olarak kalmakta, digeri ise hiicre disina salgilanmaktadir. Koagiilaz testi tiipte

veya lamda olmak tizere iki sekilde yapilabilmektedir [Temiz, 2008].

Lamda koagiilaz testiyle; hiicre duvari ylizeyinde bulunan bagli koagiilaz (clumping
faktor), tiipte koagiilaz testiyle salgilanmis ekstraseliiler koagiilaz arastirilir [Winn

ve ark., 2006].

Nadir olarak S.aureus suslar1 koagiilaz negatif olabilir ve 6zellikle metisiline
diren¢li suslarda, lam deneyi ile koagiilazin negatif olarak bulunabilecegi

belirtilmektedir [Cengiz, 1999; Brown Derek, 2005; Winn ve ark., 2006].

2.8.4. DNaz testi

Bu test DNA’ y1 hidrolize eden DNaz enziminin varligmi arastrmak amaciyla
yapilir. Koagiilaz deneyinde zayif reaksiyon veren stafilokoklarin durumunun
incelenmesi i¢in koagiilaz sonuclarmi destekleyici deneydir. DNaz varligi, birkag
koloni almip DNaz test besiyerine yogun bir ekim yapilarak arastirilir [Bilgehan,

2004].

2.8.5. Mannitol fermentasyonu

Insan kaynakli koagiilaz pozitif olan S. aureus mannitolii fermente edebilirken buna

karsilik  koagiilaz negatif stafilokoklarm pek c¢ofgu mannitolii fermente
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edememektedir. Bu test i¢in kullanilan besiyeri “mannitol salt agar” dir. Besiyeri
yiiksek tuz konsantrasyonu iceriginden dolayr diger mikroorganizmalarin iiremesini
inhibe ederek, stafilokoklar icin selektif bir besiyeridir. Mannitolden asit {iretiminin
gostergesi olan, izole edilen kolonilerin ¢evresindeki sar1 renkli zonun varligi ile S.

aureus tespit edilir [Winn ve ark., 2006].

Stafilokok tiirlerinin tanisinda ticari biyokimyasal veya niikleik asit test sistemleri de

kullanilmaktadir. Su an i¢in mevcut tanimlama sistemlerinden bazilar1 sunlardir:

Rapidec Staph (Bio Merieux-Vitec); S. aureus, S. epidermidis ve S. saprophyticus’ u

ayirt etmek i¢in kullanilan ve 2 saatte sonug veren bir kittir.

APl STAPH-IDENT (Bio Merieux-Vitec); on adet biyokimyasal testin

incelenmesiyle onyedi stafilokok tiirii ve alt tiiriinii tanimlamaya yarayan hazir kittir.

API STAPH (Bio Merieux-Vitec); mikrokok ve stafilokoklarin tanimlanmalar1 i¢in

18-24 saatte sonug veren bir striptir.

ID 32 STAPH (Bio Merieux); bu strip ile Micrococcaceae’lerin tanmimlanmalar1 24

saatte elde edilebilir.

MINITEK GRAM POSITIVE PANEL (BD Microbiology System); mikrokok,
stafilokok ve streptokoklarin tanimlanmalarinda kullanilan ve c¢esitli test
substratlarina bandirilmis kuru disklerden olusan bir sistemdir [Bilgehan, 2004;

Murray ve ark., 2009].

Tiplendirme sistemleri, enfeksiyon gruplarinda goriilen benzer bakteri tiirlerinin
suslar1 arasindaki iligkiyi incelemek veya hastaneler ve iiniteler arasindaki MRSA
suslarinin yayilimini taramak i¢in kullanilir. Bu bilgi enfeksiyon kontroliiniin etkili
uygulamasinin temelidir. Bu a¢idan MRSA enfeksiyon gruplarinda tiplendirme

biiyiik 6nem tasimaktadir [Murray ve ark., 2009].
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Cok c¢esitli tiplendirme teknikleri tanimlanmistir, fakat tiim diinyada kullanilan en
yaygin teknik Pulsed-Field gel elektroforezidir (PFGE). Bu o6zellikle lokal
salginlarm incelenmesinde uygundur. Hem laboratuvar i¢inde, hem de laboratuvarlar
arasinda tekrarlanabilirlik eksikligi bunu engellese de, PFGE merkezler arasinda S.
aureus band paternlerinin karsilastirilmasinda kullanilabilir. Multilocus sequence
typing (MLST) oldukca tekrarlanabilme avantaji olan sekans bazli bir tekniktir.
MLST ve PFGE’ in mikroepidemiyolojik karsilastirilmalarinda benzer ayrim
kabiliyetine sahip olduklar1 goriilmiistiir. MLST kullanimi daha yayginlasmakla
birlikte, giiniimiizde daha ¢ok arastirma amacl kullanilmaktadir [Murray ve ark.,

2009].

Diger tiplendirme teknikleri RiboPrinter mikrobiyal karakterizasyon sistemi
(Qualicon) ve “random amplified polymorphic DNA” gibi otomatize sistemlerin
kullanildig: ribotiplendirme teknikleridir. PZR amplifikasyon metodu, 16S ile 23S
rRNA “intergenic spacer” bolgesinin analizi, coa gen bdlgesinin (koagiilaz1 kodlar)
restriksiyon enzimi ile kesilmesi veya sekanslanmasi, spa gen bolgesinin (protein

A’y1 kodlar) sekanslanmasini igerir [Murray ve ark., 2009].

2.9. Metisilin Direncli S. aureus

S. aureus’a baglh gelisen enfeksiyonlar, 1941 yilinda penisilinin klinikte kullanima
girmesinden sonra azalma gdstermis, ancak bundan kisa bir siire sonra penisiline
direng gosteren S. aureus suslari ortaya ¢ikmistir. Bunu takip eden 20 yil icinde
hastane ve toplum kaynakli S. aureus izolatlarinin yaklasik % 80’1 penisiline direngli
hale gelmistir. Beta laktamaz (penisilinaz) enziminin yol actig1 bu diren¢ sorunu,
1959 yilinda beta laktamaz enzimine dayanikli semisentetik bir penisilin olan
metisilinin klinikte kullaniminin baslamasiyla asilmistir. Ancak, metisiline direngli
suslarin ortaya ¢ikisi metisilinin klinik uygulamalarda kullanimidan kisa bir siire
sonra baslamistir. Bunu 1970’ lerin ortasinda bir ¢ok iilkede tek bir epidemik susun
neden oldugu ve hastaneler arasinda yayilan MRSA enfeksiyon salgini izlemistir.

Hastanelerde MRSA tablosu; simdilerde genis bir sahada yer alan suslarin neden
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oldugu gerek epidemik gerekse sporadik enfeksiyonlardan biridi. MRSA
nozokomiyal patojen olmasmin yam sira toplum patojeni haline gelmistir.
Toplumda, intravendz ila¢ kullananlar, altta yatan ciddi hastalik tablosu olan
bireyler, antimikrobiyal tedavi alanlar ve yakin zamanda hastaneden taburcu
olanlarin yer aldig1 yiiksek risk gruplart MRSA enfeksiyonu i¢in ilk rapor edilen
olgular i¢inde yer alir. Cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari toplum kdkenli MRSA’
nin yer aldig1 en sik rapor edilen hastaliklardir ve o6zellikle 1slah evleri, spor
miisabakas1 katilimcilary, acemi askerler, hastane bakim ve dogum {initelerinde
rastlanilir. Toplum kaynakli MRSA’ larin molekiiler epidemiyolojisi hastane
kaynaklt MRSA’ lardan oldukc¢a farklidir. Hastane kokenli MRSA’lar, genellikle tip
I, 2 veya 3 “staphylococcal casette chromosome (SCCmec)” genetik elemanini
bulundururlar. Bu gen bolgesi bakterinin tiim beta laktam yapisindaki antibiyotiklere
ve hatta klindamisin, gentamisin ve florokinolon gibi diger ilaclara kars1 da direng
gostermesini saglamaktadir. Toplum kdkenli MRSA izolatlarinda ise siklikla tip 4
SCCmec genetik eleman1 ve bakterinin viriilansinda rol oynayan bir toksini
kodlayan “Panton-Valentine leukocidin (PVL)” geni bulunmaktadir [Sancak, 2007;
Murray ve ark., 2009].

2.9.1. 8. aureus’ ta metisilin direnci mekanizmalar
Beta laktamaz enzimiyle hidrolize olmayan beta laktam antibiyotiklere (metisilin,
oksasilin, nafsilin, kloksasilin, dikloksasilin) karsi olan diren¢ metisilin direnci

olarak adlandirilir [Sancak, 2007].

Intrensek (kromozomal) metisilin direnci

En sik rastlanilan bu diren¢ yeni bir penisilin baglayan protein (PBP) sentezi ile
olusur. PBP’ ler bakteri hiicre membraninda bulunan beta laktam antibiyotiklerin
baglandig1 hedef proteinlerdir. Bu proteinler bakteriyel hiicre duvarinin sentezi
sirasinda peptidoglikan agm birlesmesinde terminal ¢apraz baglanma reaksiyonunu

katalizleyen enzimlerdir. Metisiline duyarli S. aureus (MSSA) suslarinda, bes adet
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PBP bulunurken, MRSA’larda bunlara ek olarak PBP 2’ ya da PBP 2a olarak
adlandirilan 78 kDa agirlikta olan farkli bir PBP sentezlenmektedir. PBP 2a, diger
PBP’lerden farkli olarak beta laktam yapisindaki antibiyotiklere kars1 diisiik afinite
gostermektedir. Dolayisiyla, beta laktam grubu antibiyotik varliginda, yiiksek
afiniteli PBP’lerin fonksiyonunu gorerek peptidoglikan sentezini siirdiirebilme
yetenegine sahip olan tek transpeptidazdir. Beta laktam grubu antibiyotikler,
normalde hiicre duvarinda yer alan PBP’lere baglanarak peptidoglikan sentezini
engeller. MRSA’larda ise bu antibiyotikler PBP 2a’ya baglanamazlar ve bunun

sonucunda peptidoglikan sentezi devam eder [Sancak, 2007].

PBP 2a’y1 kodlayan gen, 2,1 kb biiyiikliigiinde olan ve mecA olarak adlandirilan bir
gendir. Tim MRSA’lar bu gene sahipken metisiline duyarli olan suslarda bu gen
bulunmamaktadir. mecA geni, bakteri kromozomunda SCCmec kaseti lizerinde yer
alir. SCCmec kasetinin, biiyiikliikleri 20 kb’dan 68 kb’a kadar degiskenlik gosteren
5 alt tipi (Tip 1-V) bulunmaktadir. Tip I, IV ve V, sadece yapisal ve regiilatuar
genler ile rekombinaz genlerini icerir. Bu alt tiplerde, transpozon elemanlar1 ve beta
laktam antibiyotik disindaki antibiyotiklere direncten sorumlu olan genler

bulunmamaktadir [Sancak, 2007].

Metisilin direncinin fenotipik olarak ortaya konmas1 bakteriler arasinda degiskenlik
gostermektedir. Tiim MRSA suglar1 PBP 2a olusturmalarina ragmen, direng degisik
derecelerde ortaya c¢ikmaktadir. Bir bagka deyisle, metisilin direncinin fenotipik
olarak eksprese edilmesi, homojen ya da heterojen olmak tizere iki sekildedir

[Sancak, 2007].

Homojen direngte, bakterilerin hepsi yiliksek konsantrasyondaki metisilin varliginda
ireyebilme 6zelligi gostererek yiiksek diizeyde direng ortaya koyarlar. Heterojen
direngte ise, o bakteri toplulugunda bulunan tiim bakteriler metisilin direnci i¢in
gerekli olan bilgiyl yani mecA genini tasimalarina ragmen bu toplulugun sadece

belirli bir kisminda direng agiga ¢ikar [Sancak, 2007].
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MRSA suslar1 siklikla beta laktam grubu antibiyotiklere heterojen direng gosterir,
diger bir deyisle kiiltlir ortamu ic¢inde iki alt popiilasyon bir arada yer alir. Biri
duyarl iken digeri direnglidir. Popiilasyondaki her bir organizma direng i¢in genetik
bilgi tastyabilir, fakat invitro test ortammda sadece kiigiik bir bolimii (10™ ile 10™)
direncli fenotipi gosterir. Direngli alt popiilasyon genellikle duyarli popiilasyona
gore ¢ok daha yavas iirer ve laboratuvar taramalarinda atlanabilir. Heterojen direncli
suslarin basarili bir sekilde tespitinde, direcli alt popiilasyonun iiremesine biiyiik
oranda katki saglayan faktorler; notral pH, daha diisiik 1silar (30-35°C), ortamda
NaCl bulunmasi ve inkiibasyon siiresinin (48 saate kadar) uzatilmasidir [Murray ve

ark., 2009].

Sinirda (borderline) metisilin direnci

Asir1 beta laktamaz {iretimine bagli olarak gelisen direngtir. Bu suslar metisiline
sinirda bir direng gosterdigi i¢in bunlara “borderline resistant S. aureus” (BORSA)
denmektedir. Penisilinaza direngli penisilinler aslinda stafilokoklarm penisilinaz
enzimlerinin hidrolitik etkilerine dayaniklidirlar. Ancak bazi suslar asir1 miktarda
penisilinaz olusturarak metisilin ve oksasilini yavas fakat énemli Glgiide parcalar.
BORSA suglar1 PBP2a olusturmamalar1 ile MRSA’lardan farklidir. MRSA
izolatlarmin, smirda oksasilin direnci gosteren S. aureus suslarmmdan ayrimindaki
zorluklardan dolayi, standart metot olarak PZR’ yi rutin olarak kullanmayan klinik
laboratuvarlar icin MRSA’ nm tespiti sorun olusturabilir. Bununla birlikte,
gliniimiize kadar bu organizmalar ile olusan enfeksiyon olgularinda penisilinaz
diren¢li penisilinlerle yapilan tedavilerde bildirilmis olumsuzluk yoktur [Willke,

1992; Murray ve ark., 2009].

Mevcut PBP’ lerde beta laktam antibiyotik afinitesinde azalma ile olusan metisilin

direnci

Modifiye PBP’ lere bagli metisiline duyarlhilik azalmasiyla gelisen metisilin

direncidir. Bu suglar beta laktamaz negatif olup mecA geni tasimazlar. Fakat
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metisiline direng gosterirler. Cok az sayidaki bu izolatlarda, mevcut PBP’lerin beta
laktam antibiyotiklere diisiik afinite gosterdikleri goriilmiistiir. Bunun sonucu olarak
bu tip direngli suslara MODSA (Moderately resistant S. aureus) ad1 verilmektedir.
Bu suslardaki diren¢ mekanizmasi var olan PBP’ lerdeki nokta mutasyonlarindan
veya PBP4’ iin asir1 yapimindan kaynaklanabilir [Willke, 1992; Rice ve ark., 2003;
Unal, 2004; Peacock, 2005].

2.9.2. Metisilin direncinin belirlenmesinde kullamlan yontemler

MRSA, hastane kaynakli enfeksiyonlarm en Onemli etkenlerinden biridir.
MRSA’larda tiim beta laktam yapisindaki antibiyotiklere ve ayni zamanda diger
grup antibiyotiklere olmak tizere c¢oklu ila¢ direnci goriilmektedir. Bu nedenden
dolayi, metisilin direncinin en kisa siirede dogru olarak saptanmasmin bu
enfeksiyonlarin kontrol altina almmasinda ve tedavide dogru antibiyotigin

secilmesinde biiylik 6nem tasimaktadir [Sancak, 2007].

Glinlimiizde metisilin  direncinin  saptanmasinda mecA geninin  molekiiler
yontemlerle saptanmasi 6nemli bir standart olarak kabul edilmektedir. Ancak bu
yontemlerin klinik laboratuvarlarda uygulanmasi olduk¢a zor ve pahalidir.
Laboratuvarlar i¢in en 6nemli nokta MRSA’ nin izolasyonu ve tanimlanmasidir. Bu
nedenden dolay1 klinik laboratuvarlarda S. aureus izolatlarinda metisilin direncinin
saptanmasinda ¢esitli yontemler kullanilmaktadir [Sancak, 2007; Murray ve ark.,

2009].

Disk difiizyon yontemi

Laboratuvarlarda en sik kullanilan yontemdir.

Oksasilin disk diflizyon yonteminde MRSA izolatlarinin saptanmasi amaciyla 1 pg
oksasilin diski kullanilmaktadir. 0,5 McFarland bulanikliga ayarlanmis olan bakteri

siispansiyonundan Mueller-Hinton agar (MHA)’a ekim yapildiktan sonra, plaklar
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35°C’ de 24 saat inkiibe edilmektedir. Oksasilin disk diflizyon yontemi i¢in CLSI
(Clinical Laboratory Standarts Institude) tarafindan belirlenen direng smir
degerlerine gore inhibisyon zon ¢ap1 < 10 mm olan izolatlar direngli, 11-12 mm olan
izolatlar orta diizeyde duyarli, > 13 mm olan izolatlar ise duyarl olarak kabul

edilmektedir [Sancak, 2007].

Yiiksek miktarda beta laktamaz enzimi olusturan bazi S. aureus suslar1 disk diflizyon
testiyle metisiline smirda direngli olarak saptanirlar. Bu nedenle testin duyarliligini
arttrmak amaciyla besiyerine % 5 NaCl eklemek, inkiibasyon siiresini 48 saate
uzatmak, yliksek inokulum kullanmak ya da inkiibasyon derecesini 35°C’ den 30°C’
ye azaltmak gibi girisimler beta laktamaz yapimini arttirabilir ve duyarh suslarin

direngli olarak saptanmasina yol agabilir [ Sancak, 2007].

Son yillarda metisilin direncinin saptanmasinda sefoksitin disk diflizyon yonteminin
kullanilmas1 giindeme gelmistir. Yapilan caliymalarda, oksasilin disk diflizyon
yontemiyle elde edilen sonuclara gore bu yontemin duyarlilik ve 6zgiilliigiintin daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica, sefoksitin disk diflizyonu mecA bagimlh
direncin varligmi gostermede oksasilin diskinden daha iyi bir belirtectir. Bununla
birlikte oksasilin disk diflizyon yontemine gore degerlendirilmesinin daha kolay
oldugu bildirilmistir. Bu yontemde 30 pg sefoksitin diski kullanilmaktadir. 0,5
McFarland bulanikliga ayarlanmis olan bakteri siispansiyonundan MHA’ ya ekim
yapildiktan sonra, plaklar 35°C° de 24 saat inkiibe edilmektedir. Sefoksitin disk
difiizyon yontemi i¢in CLSI tarafindan belirlenen diren¢ smir degerlerine gore
inhibisyon zon ¢ap1 < 21 mm olan izolatlar diren¢li, > 22 mm olan izolatlar ise

duyarl olarak kabul edilmektedir [Sancak, 2007; Murray ve ark., 2009].

Sivi mikrodiliisyon yontemi

Bu yontemde % 2 NaCl igeren Mueller-Hinton s1v1 besiyeri kullanilmaktadir. CLSI,
testte kullanilacak olan inokulum miktarinm 5x10° cfu/ml olmasini ve 24 saat 35°C’

de inkiibasyonu igermektedir. Antibiyotik olarak oksasilin tercih edilmektedir. Sivi



26

mikrodiliisyon yontemi i¢in CLSI tarafindan belirlenen direng sinir degerlerine gore
MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyon) degeri < 2 pg/ml olan izolatlar duyarl,

> 4 ng/ml olan izolatlar ise direngli olarak kabul edilmektedir [Sancak, 2007].

Agar tarama yontemi

Bu yontemde, 6 pg/ml oksasilin ve % 4 NaCl igeren MHA’ya 0,5 McFarland
bulanikliga ayarlanmis olan bakteri siispansiyonundan ekim yapilir. Plaklar 24 saat
35°C’ de inkiibe edilir. Herhangi bir koloni tiremesi halinde test edilen sus metisiline
direngli olarak kabul edilir. Testin duyarlilik ve ozgiilliigii oldukca yiiksektir
[Sancak, 2007].

E-test yontemi

E-test yontemi, mikrodiliisyon ve disk diflizyon yontemlerine benzer sekilde test
kosullarindan etkilenmektedir. % 2 NaCl igeren MHA’ya 0,5 McFarland bulanikli§a
ayarlanmis olan bakteri siispansiyonundan ekim yapilir. E-test stribi yerlestirilip,
35°C’ de 24 saat inkiibasyona birakilir ve inkiibasyon sonunda, elips seklindeki
inhibisyon alanmnin stribi kestigi konsantrasyon MIK olarak belirlenir [Sancak, 2007;

Turag Biger, 2009].

Lateks agliitinasyon testi

Oldukga kisa bir siirede sonu¢ veren lateks agliitinasyon testi, PBP2a saptanmasini
temel alan bir yontemdir. Koloni siispansiyonlarindan PBP2a ekstraksiyonu
yapildiktan sonra lateksle kaplanmis olan PBP2a monoklonal antikorlarla
agliitinasyon saptanir. S. aureus icin testin duyarlilik ve 6zgiilliigii oldukga yiiksektir
[Sancak, 2007]. Bununla birlikte lateks agliitinasyon testini kullanarak sinirda
oksasilin direngli S. aureus’ un MRSA’ dan dogru ayrimmin yapilabildigi
raporlanmistir [Murray ve ark., 2009].
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Kromojenik yvontemler

Son yillarda MRSA’larin saptanmasinda enzimatik substratlar1 igceren kromojenik
besiyerleri denenmektedir. Bunlar arasinda MRSA-ID (bioMerieux), MRSASelect
(Bio-Rad) ve ORSAB (Oxoid) (oksasilin diren¢ tarama agar besiyeri) gibi degisik
kromojenik besiyerleri yer almaktadir [Sancak, 2007; Murray ve ark., 2009].

Molekiiler yvontemler

MRSA izolatlarinin saptanmasinda mecA geninin polimeraz zincir reaksiyonu
temelli yontemlerle arastirilmasi Onemli bir standart olarak kabul edilmektedir.
Bununla birlikte, mecA geni bulunan ancak bunu eksprese etmeyen duyarl suslarin

bulunabilecegi unutulmamalidir [Sancak, 2007].

PZR, niikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu i¢in gelistirilmis, bir test tiip
sistemidir. Hedef DNA’ nin selektif olarak amplifikasyonuna olanak verir. Bir test
tiipii icerisinde gergeklestirilen PZR’ da DNA polimeraz enzimi yardimiyla
genomun tamami degil, spesifik bolgelerin kopyalanmasi gergeklestirilir. PZR
calismalarinda reaksiyonun gerceklesmesi icin kiigiik miktarda hedef DNA (1-100
ng kadar) igeren Ornek, calisma soliisyonu igerisine ilave edilir. Daha sonra
ornekteki hedef ¢ift sarmal DNA’ nim, tek sarmal DNA’ya doniistiiriilmesi saglanir
(denatiirasyon). Tek sarmal DNA iplik¢iklerinin karsiti, 20-30 baz c¢ifti (bg)
uzunlugundaki sentetik oligoniikleotit diziler kullamilir. Spesifik bir bolgenin
amplifikasyonu i¢in hedefi smirlamak amaciyla ikinci primer kullanilir.
Primerlerden biri tek sarmal DNA zincirinde baslatic1 bolgeyi olustururken, ikincisi
de diger zincir lizerinde sonlandirict bdlgeye baglanir (annealing). Taq DNA
polimeraz enziminin yardimiyla, primerlerin baglandig1 bélgeden itibaren tek sarmal
DNA zincirinin komplementeri olusturulur (extension). Boylece iki adet ¢ift sarmal
DNA olusur. Olusan DNA’ lar yeni amplifikasyon i¢in kalip gorevini istlenirler.

PZR temel olarak tekrarlayan ii¢ asamali bir yontemdir.
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Denatiirasyon, ¢ift iplikli DNA’ nin birka¢ saniye 94-96°C 1s1 ile tek iplikli DNA’ya
ayrilmasidir. Baglanma (annealing), 6rnek bir ka¢ dakika 30-60°C’ de tutularak
primerin (spesifik sentetik oligoniikleotitler) tek sarmal DNA’ daki hedef bolgelere
hibridizasyonu saglanir. Bu, hidrojen baglar1 ile olur. Baglanma 1sis1, primerlerin
yapist ve Tm derecelerine gore hesaplanarak optimize edilebilirse de, yaklasik
olarak 20 b¢ uzunluguna sahip primerlerin kullanilmasi halinde 54°C olarak
belirlenmesi optimal sonuglar1 vermektedir. Uzama (extension), polimeraz enzimi
yardimi ile tek sarmal DNA kaliplarina baglanan primerlerin 5’23’ yonde
uzatilmasidir. DNA zincirinin komplementerinin sentezlenmesi i¢in 65-72°C’ de
birka¢ dakika beklenir. Tag DNA polimeraz optimal uzama isisinda yani 72-78°C
arasinda 2000 niikleotid/dakika hizinda calisir. Baglanma sikluslarmi takiben,
orijinal DNA segmenti yeni komplementer DNA’ lar ve yeni kalip DNA’ lar
olusturur. Boylece her PZR siklusunda mevcut spesifik DNA miktar1 iki katina
cikmaktadir. Bu islem 30 defa tekrarlanarak milyardan fazla hedef DNA eldesi
miimkiin hale gelir. Amplifikasyondan sonra PZR f{iriinleri genellikle agaroz jel

elektroforezi yontemiyle belirlenir.

Mikroorganizmalarin tanimlanmasi amaciyla uygulanan PZR’de 6nemli olan, o
mikroorganizma ic¢in kesin tanitici nitelikteki DNA ya da RNA parcasinin
cogaltilarak ortaya konulmasidir. Bu par¢a mikroorganizmanin esas DNA’sindaki
Ozgiil bir par¢a olabildigi gibi o mikroorganizmaya 6zgiil karakterler kazandiran
ornegin 16 S rRNA, bir plazmid DNA pargas1 hatta bir IS elementinin DNA parcasi
da olabilir [Kdksal, 2001; Bilgehan, 2008].

2.10. MRSA Tedavi Secenekleri

Stafilokok tiirlerinde metisilin direng artis1 ile birlikte diger antibiyotikler bu tiir
bakterilerce olusmus ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bir
glikopeptid olan vankomisin, metisilin direngli stafilokoklara bagli enfeksiyonlarin

tedavisinde tercih edilen ilagtir. Fakat son yillarda vankomisine bagli direng
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goriilmesi nedeniyle vankomisinin dikkatli kullanimi gereklidir [Murray ve ark.,

2009].

Ilk kez 1996 yilinda Japonya’dan Hiramatsu ve arkadaslari, vankomisine azalmis
duyarhilik gosteren ilk MRSA klinik izolatin1 tanimlamislardir. Bu izolatin
vankomisin minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) degeri, mikrodiliisyon
yontemi ile 8 mg/l olarak tespit edilmistir. Bu olguyu takiben ABD’den (Michigan
ve New Jersey) iki olgu ve Fransa’dan bir olgu olmak {izere vankomisine azalmis
duyarlilik gosteren diger S. aureus’lar bildirilmistir. Vankomisin MIK degerleri 8
ng/ml olarak saptandigi i¢in bu izolatlar, “Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI)” kriterlerine gore vankomisine orta diizeyde diren¢li S. aureus
[vancomycin-intermediate resistant S. aureus (VISA)] olarak tanimlanmistir. Biitiin
bu olgularda ortak olan 6zellik, diren¢ gelisiminden alt1 ay 6nceki donem iginde
bircok kez ve uzun siireli olmak {lizere vankomisin ya da teikoplanin tedavisinin
uygulanmis olmasidir. Farkli duyarlilik paternleri gdsteren bu izolatlarin, tedavide
bircok kez vankomisin kullanilmasi sonucunda ya da baska bir ifadeyle vankomisine
defalarca maruz kalma neticesinde ortaya ¢iktig1 tezi ortaya atilmigtir. 1996 yilindan
sonra Asya, ABD ve Avrupa iilkelerinden olmak iizere vankomisin MiK degerleri 8-
16 pg/ml arasinda degisen diger VISA izolatlar1 bildirilmeye baslanmistir.
VISA’larin ortaya ¢ikmasindan ¢ok kisa bir siire sonra 1997 yilinda Hiramatsu ve
arkadaslari, “heterojen VISA (hVISA)” olarak adlandirilan yeni bir vankomisin
direng tipi tanimlamiglardir. Mu 3 olarak adlandirilan ilk hVISA izolati, 64 yasinda
pnomoni tanis1 almis ve vankomisin tedavisine yanit vermeyen bir hastadan izole
edilmistir. Bugiine kadar degisik iilkelerden ve degisik oranlarda olmak iizere
hVISA izolatlar1 bildirilmistir. Vankomisin MIK degeri 2 pg/ml olarak saptanan
hVISA izolatlar1 CLSI kriterlerine goére duyarli olarak kabul edilmektedir. Ancak bu
bakteri popiilasyonu i¢inde vankomisinin degisik konsantrasyonlarma (2-9 pg/ml)
direng gosteren hiicreler bulundugu saptanmistir. Bunu takiben ilk kez 2002 yilinda
Michigan’da olmak iizere vankomisine direngli S. aureus (VRSA) izolati

tanimlanmistir [Sancak, 2007].
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MRSA enfeksiyonlar1 i¢in son yillarda tek tedavi segenegi gibi gdziiken glikopeptid
antibiyotikler i¢in MIK vyiikselmesi ve giderek direng gelisiyor olmasi gibi
nedenlerle klinik basarisizliklarin ortaya ¢ikmasi, yeni antibiyotik arayiglarina sebep
olmus ve bazi1 yeni antibiyotikler bu amagla klinik kullanima girmistir [Unal, 2009].
Bu yiizden son yillarda MRSA enfeksiyonlarmin tedavisi i¢cin daptomisin ve
linezolid gibi yeni bilesiklerin arastirilmakta ve denenmekte oldugu bildirilmektedir.
Vankomisin ve linezolid tedavilerini karsilastiran ¢esitli ¢calismalarda, linezolidin
MRSA nedenli cerrahi enfeksiyonlari, pndmoni ve komplike cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlarinda daha iyi sonuglar verdigi goriilmektedir. Linezolid ile klinik

basarisizliklarm olustugunun bilinmesi 6nemlidir [Murray ve ark., 2009].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu c¢alismada, Nisan-Temmuz 2010 tarihleri arasinda Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesinin degisik kliniklerinde tedavi olan hastalardan yara, kan,
trakeal aspirat, idrar, burun, abse gibi klinik orneklerden izole edilen 48 adet

Staphylococcus sp. izolat1 kullanilmistir.

3.1.1. Arastirmada kullanilan besiyerleri

Staphylococcus’ larin izolasyonu i¢in kanli agar, aktiflestirilmesi i¢cin nutrient broth
(Merck), tanimlanmalarinda mannitol salt agar, DNaz test agar (Merck) ve
antibiyotik duyarliliklarimin belirlenmesi icin Mueller-Hinton agar (Merck) hazir

besiyerleri kullanilmistir.

3.1.2. Bakterilerin muhafazasi

Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen bakteriler, nutrient sivi besiyerinde ard arda
iki kez aktiflestirilmistir. 300 pl gliserol (Merck) vida kapakl tiiplere ilave edilerek,
121°C’ de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir. Aktif kiiltiirden 600 pl almarak
steril gliserol igeren ortama ilave edilip -80°C’ de muhafaza edilmistir. Muhafazaya

alman stoklar alt1 ayda bir yenilenmistir.

3.2. Metot

3.2.1. izolatlarin klasik tanimlama testleri

Izolatlarin koloni morfolojisi, kanli agarda hemoliz, Gram boyasi, mannitol

fermantasyonu, DNaz testi, katalaz ve koagiilaz testi sonuclarma gore tanimlamalar1

yapilmistir. Calismada kontrol susu olarak S. aureus ATCC 25923 kullanilmistir.
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Kanli agarda hemoliz

Klinik 6rneklerden alman Staphylococcus sp. izolatlar1 tanimlama amaciyla once,
kanli agara tek koloni ekim yapilmistir ve izolatlar koloni morfolojileri,

pigmentasyonu ve hemoliz tipine bakilarak degerlendirilmistir.

Izolatlar, hazir olarak temin edilen % 5 koyun kanli besiyerine ekim yapilarak 37°C’
de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi bakteri kolonileri
etrafinda olusan seffaf zon, hemoliz pozitif olarak degerlendirilmistir. Tam
hemolizde, kanli agar besiyerinde gelisen bakteri kolonilerinin etrafinda diizgiin bir
hatla ¢evrilmis temiz ve berrak bir hemoliz zonu meydana gelmektedir. Fakat S.
aureus’ un kanl besiyerinde kiiciik, pigmentsiz ve hemoliz olusturmayan koloniler
seklinde iireyen kiigiik koloni varyantlar1 da bulunmaktadir [Temiz, 2008; Murray

ve ark., 2009].

Gram boyama

Kanli agarda hemoliz pozitif olarak degerlendirilen kolonilerden lam iistiine alinarak
serum fizyolojik ile homojen hale getirilmistir. Tespit isleminin ardindan Gram
boyama teknigi ile boyandiktan sonra 11k mikroskobunda boyanma 6zelliklerinin
yaninda morfolojik Ozellikleri de arastirilmistir. Burada, diizensiz iiziim benzeri
kiimeler olusturan Gram pozitif 0,5-1,5 um capinda koloniler S. aureus olarak

degerlendirilmistir [Temiz, 2008; Murray ve ark., 2009].

Koagiilaz testi

Calismada koagiilaz varlig1 lam deneyi ile arastirilmistir. Temiz bir lamin iki ucuna
birer damla saf su damlatilip, bakterinin kanli agardaki taze kiiltiiriinden 2-3 koloni
0ze yardimiyla almarak bu iki damlaya karistirilip homojen siispansiyon elde
edilmigstir. Stispansiyonlardan birinin lizerine bir damla plazma damlatilip elde

cevirme hareketleri yapilarak karistirilmistir. 10-30 saniye icerisinde plazmali
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damlada olusan kiimelesme koagiilaz pozitif olarak degerlendirilmistir. Lamin diger

ucundaki homojen siispansiyon ise kontrol olarak kullanilmistir [Bilgehan, 2004].

Katalaz varliginin saptanmasi

Stv1 veya kat1 bakteri kiiltiirlerine H,O, ilave edildiginde, serbest oksijenin gaz
kabarciklar1 halinde gozlenir hale gelmesi, hidrojen peroksitin ayrigmasini
dolayisiyla da katalazin varhigmi gostermektedir. Calismada, Nutrient agar (NA)
(Merck) besiyerinde 24 saat gelistirilmis izolatlardan 6ze ile kii¢clik miktarda lam
iizerine Ornek alinarak, distile su ile slispanse edilmistir. Bunun {izerine 2-3 ml %
30’ luk H,0O, ilave edilip karistirildiginda, hava kabarciklarinin ¢ikist pozitif olarak
degerlendirilmistir [Temiz, 2008]. Calismada negatif kontrol olarak Streptococcus

thermophilus ATCC 14425 susu kullanilmistir.

DNaz testi

Koagiilaz sonuglarin1 destekleyici deney olup S. aureus’ un S. epidermidis’ ten
ayrilmasi amaciyla kullanilmaktadir. DNaz testi icin saf kiiltiir olarak izole edilen
suslar DNaz agar besiyerinin ortasina c¢izilerek ekilmistir. 37°C’ de 24 saat
inkiibasyona tabi birakilmustir. Inkiibasyondan sonra plak yiizeyine yiizeyi kapatacak
sekilde 1M HCI damlatilmistir. HC1, DNA ile presipite olmaktadir. DNaz enziminin
varlig1 ile ekim c¢izgisi etrafindaki DNA parcalandigindan diger bolgeler mat iken
ekim c¢izgisinin etrafinda seffaf bir zon olugmaktadir. Seffaf zon goriilen suslar

DNaz pozitif kabul edilmistir [Bilgehan, 2004].

Mannitol fermentasyonu

Bu test icin mannitol salt agar besiyeri kullanilmistir. Bu besiyeri stafilokoklarin
karisik bakteri florasi igeren materyallerden izole edilmesi i¢in kullanilan ayirt edici
ve segici bir besiyeridir. S. aureus’ un mannitolii fermente etmesi sonucu olusan asit,

besiyerinin igerdigi fenol kirmizis1 ayracini kirmizi renkten sariya dontistiirmektedir.
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Mannitol salt agara inokiile edilen suslar 37°C’ de 18-24 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda ekim ¢izgisi etrafinda sar1 zon varlig1 S. aureus

olarak degerlendirilmistir [Bilgehan, 2002].

Mannitol salt agar

Maddeler g/l
Pepton 10,0
Meat ekstrakt 1,0
NaCl 75,0
D-Mannitol 10,0
Fenol kirmizisi 0,025
Agar 15,0

3.2.2 Antibiyotik duyarhhklarinin belirlenmesi

Hiicre duvarma etkili amoksisilin-klavulonik asit (20/10 pg), oksasilin (1 pg),
penisilin G (10 iinite), ampisilin-sulbaktam (10/10 pg), vankomisin (30 pg); protein
sentezini inhibe eden eritromisin (15 pg), gentamisin (10 pg), streptomisin (10 pg),
tetrasiklin (30 pg); niikleik asit sentezini engelleyen rifampin (5 pg) (Oxoid)
antibiyotiklerinin S. aureus bakterileri iizerinde inhibisyon etkileri Kirby-Bauer disk
diffizyon yontemi ile belirlenmistir. Metisilin direncini belirlemede, saklama
sirasinda parcalanmaya daha dayanikli oldugundan ve heterodirengli stafilokok
suslarimi belirleme olasilig1 daha fazla oldugundan ¢alismada oksasilin antibiyotigi
kullanilmistir. Antibakteriyel duyarliliklar1 incelenecek suslarin taze kiiltiirtinden 0,5
McFarland standardma (10® bakteri/ml) gore siispansiyonu hazirlanmistir. Bu
siispansiyondan ylizeye yayma yontemiyle Mueller-Hinton Agar (MHA) (Merck)
besiyerinin yiizeyine drigalski 6zesi yardimiyla homojen olarak yayilmistir. Ekim
yiizeyi kuruduktan sonra antibakteriyel ajan igeren diskler pens yardimiyla
kenarlardan en az 1,5 cm ve birbirlerinden en az 2-2,5 cm uzaklikta olacak sekilde
dizilmistir. 35°C° de 24 saatlik inkiibasyondan sonra olusan inhibisyon zonlari

degerlendirmeye almmis ve zon caplari dlgiilerek CLSI” nin 6nerdigi sinirlara gore
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diregli, duyarli, orta duyarli olarak belirlenmistir (Cizelge 3.1) [CLSI, 2005;
Bilgehan, 2008; Temiz, 2008].

Cizelge 3.1. CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institue) tarafindan onerilen
zon tablosu (CLSI, 2005).

20/10 pg

15 ug <13 14-22 >23
10 pg <12 13-14 >15
1 ug <10 11-12 >13

10 inite <28 12-14 >29
5ug <16 17-19 >20
10 pg <11 12-14 >15

10/10 pg <11 12-14 >15
30 pg <14 15-18 >19
30 pg <9 10-11 >12

S: Duyarli (Susceptible), I: Orta duyarli (Intermediate), R: Direngli (Resistant)

3.2.3. Metisilin diren¢ geninin (mecA) belirlenmesi

Genomik DNA izolasyonu

Kaynatma yontemi kullanilarak, metisilin direngli ve duyarli suslarmn DNA”’ s1 izole
edilmistir. Oncelikle 1000 ul Tris-EDTA (TE) pH 8,0 icine 6ze dolusu koloniler
toplanmistir. 5 dakika 6500 rpm’ de santrifiij yapilarak iistteki sivi dokiilmiistiir. Bu
yikama islemi 3-4 kez tekrar edilmistir. En son kalan pelletin tizerine 200 pl TE
koyularak vortekslenmistir. 20 dakika 95°C” de bekletilerek bakterilerin pargalanip,
DNA’ nin agiga ¢ikmasi saglanmistir. Daha sonra 6500 rpm’ de 5 dakika santrifiij

edilip st siv1 alinarak yeni ependorfa aktarilmistir [Catar Kirca, 2008].
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TE TAMPONU
10mM Tris (Merck) 0,1214 g
ImM EDTA (Sigma) 0,0372 g

Maddeler tartilip 100 ml saf suyla tamamlanarak hazirlanmistir.

Izole edilen DNA’ larin agaroz jel elektroforezinde gosterilmesi

Izole edilen DNA’ larin varhigi % 1’ lik agaroz jelde 30 dakika 80 Volt elektrik

akiminda yiiriitiilerek gosterilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

mecA geninin amplifikasyonu amaciyla mecAl ve mecA2 primerleri kullanilarak
PZR reaksiyonu Cuny ve Witte (2005)’ nin yaptig1 ¢alismada bazi degisiklikler
yapilarak ger¢eklestirilmistir [Cuny ve Witte, 2005]. Calismada kullanilan primerler
Cizelge 3.2° de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Primer sekanslari, baz biiytlikliigli ve optimal baglanma sicakliklar1

Primer  Sekans (5°- 37) Baz Baglanma sicakligi (Tm)
mecAl (F)  ACTGCTATCCACCCTCAAAC 20 55°C
mecA2 (R) CTGGTGAAGTTGTAATCTGG 20 55°C

Izole edilen DNA’ lardan kalip DNA olarak 2 ul almarak PZR karisimina
eklenmistir. Ayrica bu karisima 10X PZR tamponu (300 mM Tris-HCI pH 9,0), 300
mM K ve NH, tuzlar1), 25 mM MgCl,, 10 mM dNTP, 0,5 pM ileri ve geri primeri,
Taq DNA polimeraz ve dnceden hesaplanarak belirlenen miktarda distile su, son
hacim 50 pl olacak sekilde ilave edilmistir. Bu reaksiyonda kullanilan malzemelerin
konsantrasyon ve miktarlar1 Cizelge 3.3’ de verilmistir. Ornekler termal doéngii
cithazinda ilk denatiirasyon i¢in 94°C’ de 4 dakika bekletildikten sonra, her bir dongi
sirasiyla 95°C° de 30 saniye, 55°C’ de 30 saniye ve 72°C’ de 30 saniye olacak
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sekilde, 35 dongii calisilmistir. Son olarak 6rnekler 72°C” de 10 dakika bekletilerek
PZR sonlandirilmistir. PZR reaksiyonunun gergeklestirildigi program Cizelge 3.4 de

verilmistir.

Cizelge 3.3. PZR reaksiyonunda kullanilan malzemelerin konsantrasyon ve

miktarlar1

PZR reaksiyonu Reaksiyonda kullanilan
miktar

Kalip DNA o0 350 ng

10 X PZR tamponu S5ul

25 mM MgCl, S5ul

10 mM dNTP (her biri 2,5 mM) Sul

0,5 pM ileri primeri (F) 2,5 ul

0,5 uM geri primeri (R) 2,5 ul

Taq DNA Polimeraz (5 u/ pl) 0,25 ul

Toplam hacim 50 ul

Cizelge 3.4. PZR reaksiyonunun gerceklestirildigi program

PZR Programi Stire

94°C (6n denatiirasyon) 4 dk

95°C (denatiirasyon) 30 sn

55°C (baglanma) 30 sn 35 dongii
72°C (uzama) 30 sn

72°C (final uzama) 10 dk

(Caligmada negatif kontrol olarak PZR karigimina genomik DNA yerine su konularak
calisilmistir. Pozitif kontrol olarak da daha 6nceden calisiimis MRSA oldugu bilinen

bir sus kullanilmastir.
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Amplifikasyon triinlerinin agaroz jel elektroforezivle gorintiilenmesi

Amplifiye {lriinliniin degerlendirilmesi amaciyla 5 pl PZR friinti, 1 pl yikleme
soliisyonu (6X Fermentas DNA Loading Dye) ile siispanse edilerek, 1X TAE (Tris-
Asetat-EDTA) tamponu ile hazirlanan % 2’ lik agaroz jelde 1 saat 80 Volt elektrik
akiminda yiriitiilmiistiir. Elektroforezden sonra jel Etidyum Bromiir (Sigma) ile

boyanarak UV transilliiminatérde degerlendirilmistir.

5X TAE TAMPONU: 24,2 ¢ Tris 50 ml distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra 10
ml 0,5 M EDTA (pH: 8) ve 5,71 ml glasiyel asetik asit eklenerek toplam hacim 100
ml olacak sekilde distile su ilave edilerek hazirlanmistir. Calismada 5X TAE

tamponu seyreltilerek kullanilmistir.

PZR ve amplifikasyon diirlinlerinin agaroz jel elektroforeziyle goriintiilenmesi
calismalar1 Gazi Universitesi Molekiiler Biyoloji Arastrma ve Uygulama

Merkezinde (MOBAM) yapilmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Staphylococcus’ larn izolasyonu

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinin degisik kliniklerinde tedavi olan
hastalardan 16’ s1 kan, 12’ si yara, 11° i trakeal aspirat, 6’ s1 idrar, 2’ si abse ve 1’ 1
burun kaynakli olmak tizere toplam 48 adet Staphylococcus sp. izole edilmistir.
Klinik 6rneklerden izole edilen bakterilerin izolasyon kaynagi, klinik 6rnek ¢esidine

gore izolat sayis1 ve kodlar1 Cizelge 4.1 ve 4.2° de verilmistir.

Cizelge 4.1. Klinik orneklerden izole edilen Staphylococcus sp. izolatlarmin
calisilan klinik 6rneklere gore dagilimi

Calisilan klinik 6rnek ¢esidi Izolat say1s1
Kan 16
Yara 12
Trakeal aspirat 11
Idrar 6
Abse 2

Burun 1
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Cizelge 4.2. Klinik orneklerden izole edilen bakterilerin izolasyon kaynagi ve

Bakteri
kodu

Cinsiyet

EB 1
EB 2
EB 3
EB 4
EB 5
EB 6
EB 7
EB 8
EB 9
EB 10
EB 11
EB 12
EB 13
EB 14
EB 15
EB 16
EB 17
EB 18
EB 19
EB 20
EB 21
EB 22
EB 23

EB 24
K: Kadin, E: Erkek

kodlar1

Izolasyon kaynag

E

A oo A O A @@ A OO0 A 8 AR BB AR A A A O S RAR o R®

Ornek tiirii

Yara
Kan

T. aspirat
Idrar

T. aspirat
Kan

Kan
Burun
Kan

T. aspirat
Kan

Kan

Kan
Idrar
Kan
Idrar
Yara

T. aspirat
Yara
Kan

T. aspirat
Yara
Yara

T. aspirat

Bakteri

kodu

EB 25
EB 26
EB 27
EB 28
EB 29
EB 30
EB 31
EB 32
EB 33
EB 34
EB 35
EB 36
EB 37
EB 38
EB 39
EB 40
EB 41
EB 42
EB 43
EB 44
EB 45
EB 46
EB 47

EB 48

Izolasyon kaynag

Cinsiyet

E

m A~ A~ H O~ @ &~ A 0O XA A A A 0O A A~ 0 A O @O A o

Ornek tiirii
Abse
Yara
Idrar
Kan

Kan
Yara
Kan

Kan

T. aspirat
Yara

T. aspirat
Yara
Kan
Abse
Yara
Kan
Yara

T. aspirat
Kan
Idrar
Idrar

T. aspirat
T. aspirat

Yara
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4.2. Fenotipik Tanimlama Test Sonuclar:

Calismada, koloni morfolojisi, Gram boyama, mikroskobik goriiniim, kanli agarda
hemoliz tipi, lam koagiilaz deneyi, katalaz deneyi, DNaz deneyi ve mannitol
fermentasyonu deneyi suslarin tanimlanmasi amaciyla yapilmistir. Tanimlama

testleri Boliim 3.2.1° de anlatildig1 gibi yapilmustir.

Izole edilen 48 adet susun, 10 tanesi (EB1, EB4, EB19, EB31, EB35, EB37, EB38,
EB40, EB44, EB45) kanlh agarda kiiclik, pigmentsiz ve hemoliz olusturmayan

koloniler seklinde tireyen kiigiik koloni varyantlar1 olarak tanimlanirken, 38 susun

kanli agarda hemoliz olusturdugu belirlenmistir (Resim 4.1).

Resim 4.1. EB3 susunun kanli agardaki hemoliz (+) goriintiisii (solda), EB1 susunun
kanli agarda hemoliz (-) goriintiisii (sagda)

Izole edilen tiim suslarin katalaz (Resim 4.2) ve DNaz (Resim 4.3) iiretimi
gergeklestirdigi belirlenmistir. Ayrica tiim suglarin mannitol fermentasyonu pozitif

sonu¢ vermistir (Resim 4.4).
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Resim 4.3. EB1 susunun DNaz (+) test goriniimii

Resim 4.4. EB1 susunun mannitol fermentasyonu sonucu olusan renk degisimi
goruntusu

Lamda koagiilaz deneyi ile EB4 susu disindaki tiim suslar pozitif sonu¢ vermistir
(Resim 4.5).
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Resim 4.5. EB4 susunun koagiilaz (-) test goriiniimii (solda), EB1 susunun koagiilaz

(+) test goriiniimii (sagda)

Fenotipik tanimlama ile tiim suslar S. aureus olarak tanimlanmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. 1zolatlarm tanimlama test sonuglar1

P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P

+ +

++++++++ 4+ ++++ 4+

t+ 4+ + A+

+ +

t+++++++++ A b+

+ + +

++++++++++++++++++++++++ 4+ 4+ 4+ 4+ + + 0

t+++++++++ A b+

t+++++++++ A b+

aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
aureus
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Cizelge 4.3. (Devam) Izolatlarin tanimlama test sonuglari

P - + + + + S. aureus
P + + + + + S. aureus
P - + + + + S. aureus
P - + + + + S. aureus
P + + + + + S. aureus
P - + + + + S. aureus
P + + + + + S. aureus
P + + + + + S. aureus
P + + + + + S. aureus
P - + + + + S. aureus
P - + + + + S. aureus
P + + + + + S. aureus
P + + + + + S. aureus
P + + + + + S. aureus

P: Gram pozitif, +: Pozitif sonug, -: Negatif sonug

4.3. Antibiyotik Duyarhhgi Test Sonug¢lar:

Calismada suslarin, segilen 10 antibiyotik (amoksisilin-klavulonik asit, eritromisin,
gentamisin, oksasilin, penisilin G, rifampisin, streptomisin, ampisilin-sulbaktam,
tetrasiklin, vankomisin) i¢in direnglilikleri disk diflizyon yontemi ile CLSI 6nerileri
dikkate alinarak, Mueller Hinton Agar (Merck) besiyerinde, standartlara uygun
olarak yapilmistir. Caligmada kullanilan antibiyotiklerin 48 adet S. aureus susu
tizerindeki sonuglar1 Cizelge 4.4’ de verilmistir. Bu sonuglara gore, 9 sus (EB3,
EB4, EB6, EB17, EBI18, EB33, EB36, EB46, EB47) metisiline direngli

bulunmustur. Vankomisine direngli sus saptanmamustir.
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Cizelge 4.4. S. aureus’ larin antibiyogram sonuglari

NEELNEANNANANNNANANNANAEEZANNNANANANANANNANNANNANAEANANEANANANANANANNANANYEEAN

NELANEANANNANNANANANNANEELZANANANNANANANANNANANANNAEANANEANANANANNANANANANYEZAN

NANANANANANANNNNANNANNANANANANANNNNANANANANANANANANNNNNNNANDAND

[~ - - - - - - - - - - - )

N YK ngn

n XYY~

N YK ngn

N YK ngn

NEZANnEgNn

NUNUNNANANANAN

NUNUNUNANANANAN

NUNUNUNANANANAN
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NEgnwn gEAN

Nwnnwnwn—y¢gon

— NN N MY~

NNNNNEN

KNE LN EA
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-1
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S: Duyarli (Susceptible), I: Orta duyarli (Intermediate), R: Direngli (Resistant)
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Resim 4.6° da S. aureus EB1 ve EB3 suslarinin antibiyotiklere karsi duyarliliklar
gosterilmistir. S. aureus’ larin test edilen antibiyotiklere kars1 gosterdigi % duyarlilik

oranlar1 Cizelge 4.5 ve Sekil 4.1° de verilmistir.

Resim 4.6. S. aureus EB 1 ve EB 3 suslarinin antibiyotiklere arsl duyarlhliklar (1;
Oksasilin, 2; Gentamisin, 3; Rifampin, 4; Amoksisilin-Klavulonik asit, 5;
Vankomisin)

Cizelge 4.5. S. aureus’ larin antibiyotiklere kars1 gosterdigi % duyarlilik oranlari

81,25 0 18,75
39,60 35,4 25
75 6,25 18,75
75 2,08 22,92
81,25 0 18,75
12,50 0 87,50
100 0 0
2,08 60,42 37,50
81,25 0 18,75

81,25 0 18,75
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Sekil 4.1. S. aureus’ larin antibiyotiklere kars1 gosterdigi % duyarlilik oranlar1
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Calismada oksasiline direng¢ oranmi % 18,75 olarak bulunmustur. Kullanilan
antibiyotikler icerisinde en yiiksek direng % 87,5 olmak {izere penisilinde tespit
edilmistir. Bununla birlikte oksasiline direngli bulunan suslarin (EB3, EB4, EB6,
EB17, EB18, EB33, EB36, EB46, EB47) vankomisin hari¢ diger tiim antibiyotiklere
direngli oldugundan ¢oklu diren¢ gosterdigi tespit edilmistir.

4.4. Metisilin Diren¢ Geninin (mecA) Belirlenmesi

4.4.1. Genomik DNA izolasyon sonuclar

Disk difiizyon yontemi ile MRSA olarak tespit edilen 9 sus ve duyarli olarak
belirlenen suslar arasindan secilen 3 susdan (EB5, EB9, EB12) izole edilen DNA
orneklerinin saflik (nanodrop ile 260/280 nm’de okunan deger) ve ng/ul olarak
miktarlar1 Cizelge 4.6° da, MRSA suslarinin genomik DNA’ larmin agaroz jel

elektroforez goriintiisii Resim 4.7’ gosterilmistir.

Cizelge 4.6. DNA orneklerinin saflik ve miktar tayini

Ornek 260 280 260/280 ng/pl
EB 18 0,094 0,042 2,21 88,0
EB 17 0,124 0,052 2,39 119,6
EB3 0,197 0,106 1,86 171,8
EB 4 0,251 0,110 2,27 236,5
EB 6 0,138 0,054 2,52 134,2
EB 33 0,159 0,060 2,64 156,6
EB 36 0,237 0,093 2,53 230,0
EB 46 0,100 0,038 2,57 97,80
EB 47 0,272 0,126 2,15 2522
EB 12 0,187 0,087 2,15 187,0
EBS 0,134 0,067 2,00 134,4
EB 9 0,275 0,131 2,10 275,0
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3 4 6 17 18 33 36 46 47

Resim 4.7. Metisilin direngli suslarin (EB3, EB4, EB6, EB17, EB18, EB33, EB36,
EB46, EB47) genomik DNA’ larinin agaroz jel elektroforez goriintiisii

4.4.2. PZR sonuclan

Fenotipik yontemlerle S. aureus olarak tanimlanan, disk diflizyon yOntemiyle
metisiline direngli olarak bulunan suslarda ve duyarli olarak tespit edilen suslar
arasindan se¢ilen 3 susda (EB12, EBS, EB9) PZR yontemiyle mecA geni aranmistir.
Bu amagla, disk diflizyon yontemiyle metisiline direngli bulunan suslar (EB3, EB4,
EB6, EB17, EBI18, EB33, EB36, EB46, EB47) PZR yontemiyle de direngli
saptanmistir. Calismada metisiline direngli olarak saptanan 9 susun PZR yontemiyle
mecA geni ¢ogaltilmis ve c¢ogaltilan {irlinlerin degerlendirilmesi agaroz jel

elektroforeziyle yapilmistir (Resim 4.8, 4.9).



18 33 30 46 47 N

Resim 4.8. mecA (+) S. aureus izolatlarmin elektroforez goriintiisii

ik
2k
15k

1k
500 bp
800 bp
700 bp

800 bp
500 bp

400 bp
300 bp
200 bp

100 bp
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M: Molekiiler biiyiikliik belirteci, N: Negatif kontrol, EB3-47: MRSA

suslar1

Resim 4.9. mecA (+) ve mecA (-) S. aureus izolatlarinin elektroforez goriintiisii

M: Molekiiler biiyiikliik belirteci, N: Negatif kontrol, EB33: MRSA susu,

EB5,9: MSSA suslar1
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Disk diflizyon yontemiyle duyarli olarak tespit edilen suslar arasindan EB12, EBS
ve EB9 suslar1 tesadiifen segilerek bu suslarda direng geni PZR yontemiyle kontrol
amaciyla taranmistir. Disk diflizyon yontemiyle metisilin duyarli olarak tespit edilen
EB12 susunun mecA geni igerdigi belirlenmistir (Resim 4.10). EB5S ve EB9

suslarmin ise metisilin direng geni icermedigi tespit edilmistir.

Resim 4.10. mecA (+) ve mecA (-) S. aureus izolatlarmin elektroforez goriintiisii
M: Molekiiler biiytikliik belirteci, N: Negatif kontrol,
EB33: Disk diflizyon yontemi ile metisilin antibiyotigine direngli sus
EB12, EBS, EB9: Disk difiizyon yontemi ile metisilin antibiyotigine
duyarl suslar

Bu calisma metisilin direncinin belirlenmesinde disk diflizyon tekniginin yeterli
olmadigini, bir susun metisilin duyarli olup olmadiginin sdylenebilmesi icin

molekiiler yontemlerle desteklenmesi gerektigini gdstermektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Alexander Fleming’ in ilk antibiyotik maddeyi bulmasi insanlik tarihinin sliphe
gotlirmez en bliyiik buluslarindan birisidir. Bu basar1 hikdyesinin ¢ogu zaman
atlanan dnemli bir ayrintisi1 bizzat Fleming tarafindan Nobel 6diilii konusmasinda
dile getirilmistir. Fleming, bu konusmasinda bakterilerin 6zellikle diisiik doz
kullanilarak yapilan tedavilerde kisa bir siire i¢cinde antibiyotiklere karsi direng
kazandigmi vurgulayarak c¢ok onemli bir tehlikeye isaret etmistir. Gergekten de
glinlimiize gelene kadar iiretilen biitiin antibiyotiklere kars1 mikroorganizmalar kisa
sire i¢inde diren¢ kazanmislar ve boylece c¢ogu antibiyotik, diren¢ problemi
yiiziinden kisith kullanilabilir hale gelmistir [Martinez ve ark., 2009; Lee ve ark.,
2010]. Antibiyotiklerin kullanilmasiyla milyonlarca insanin hayatmi tehdit eden
bakteri kokenli hastaliklar artik tedavi edilebilir olmuslardir. Fakat bakteriler kisa
sire i¢inde tibbin kullannmina sunulmus her antibiyotik ilaca kars1 direng
kazanmislar ve bu sebepten bilhassa hastane kokenli bakterilerden kaynaklanan bazi
hastaliklarin  tedavisi imkansiz hale gelmistir. Mesela metisiline direncli
Staphylococcus aureus (MRSA) gibi bakteriler cogu zaman higbir ilaca cevap
vermemekte ve bu durumlarda son ¢are olarak cerrahi miidahalelere

bagvurulmaktadir [Martinez ve ark., 2009].

S. aureus ge¢miste once penisilin, sonrasinda penisilinaza direngli antibiyotiklerin
kullanima girmesinden kisa siire sonrasinda her iki antibiyotik grubuna da hizla
direng gelistiren ve cilt ve yumusak doku enfeksiyonu, osteomiyelit, bakteremi ve
endokardit gibi hayat1 tehdit eden enfeksiyonlara neden olan bir bakteridir. MRSA
baslangicta yalniz hastane ortaminda tanimlanmisken ilerleyen zaman igerisinde
toplum kaynakli enfeksiyonlardan da izole edilmeye baslanmistir [Ippolito ve ark.,

2010].

Gilinlimiizde S. aureus izolatlarinda goriilen en 6nemli sorun, giderek artan oranlarda
goriilen metisilin direncidir. MRSA, bir kez hastaneye girdikten sonra tedavisi

oldukca zordur. Bu nedenle hastanelerde MRSA izolatlarmm saptanmasi,
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yayiliminin incelenmesi, 6zellikle hemodiyaliz ve cerrahi hastalar1 gibi yiiksek risk
tastyan hasta gruplarinda MRSA kolonizasyonunun ortadan kaldirilmasi biiyiik
onem tagimaktadir [Sancak, 2007]. Bu ylizden modern laboratuvarlar i¢in en 6nemli
nokta MRSA’nin izolasyonu ve tanimlanmasidir. Bu ¢alismanin amaci klinik
orneklerden izole edilen S. aureus suslarinin metisilin direnglilik genlerinin

belirlenmesi olmustur.

Bu amacla Gazi Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesinin degisik kliniklerinde tedavi
olan hastalardan toplam 48 adet Staphylococcus sp. izole edilmistir. izolatlarin
oncelikli olarak koloni morfolojisi, kanli agarda hemoliz, mannitol fermentasyonu,
DNaz testi, katalaz ve koagiilaz deneyleri ile biyokimyasal tanimlamalari
yapilmistir. Fenotipik tanimlama sonucunda izolatlarin tamami S. aureus olarak

tanimlanmistir (Bkz. Cizelge 4.3).

Fenotipik yOntemlerle tanimlanan suslarmm secilen 10 antibiyotige (penisilin,
amoksisilin-klavulonik asit, eritromisin, gentamisin, oksasilin, vankomisin,
tetrasiklin, rifampin, streptomisin ve ampisilin-sulbaktam) direnglilikleri disk
difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Calismada suslarin % 87,50 si penisiline, %
37,50° si streptomisine, % 25,0’ 1 eritromisine, % 22,92’ si tetrasikline direncli
olarak tespit edilmistir. Gentamisin, amoksisilin-klavulonik asit, rifampin,
ampisilin-sulbaktam ve oksasilin antibiyotiklerine ise % 18,75 oraninda direng
goriilmiistiir. Metisiline direngli S. aureus suslar1 tiim penisilinler, beta laktam/beta
laktamaz inhibitorii kombinasyonlari, aminoglikozitler, makrolidler, klindamisin,
tetrasiklin gibi ajanlara da direnclidir. Bu nedenle, stafilokoklarda ¢ogul direnglilik
saptanmast metisilin direncini diisiindiirmelidir. Konuya iliskin olarak yapilan
calismalar MRSA’ larin diger antimikrobiyal gruplarina diren¢ oranlarmin MSSA’
lara gore daha yiliksek oldugunu gostermistir [Eksi ve ark., 2008]. Buna paralel
olarak bu caligmada da metisilin direngli suslarda (EB3, EB4, EB6, EB17, EB18,
EB33, EB36, EB46, EB47), kullanilan diger antibiyotiklere (penisilin, amoksisilin-
klavulonik asit, eritromisin, gentamisin, tetrasiklin, rifampin, streptomisin ve

ampisilin-sulbaktam) kars1 da diren¢ gdzlenmistir. Bununla birlikte vankomisine
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direngli sus saptanmamistir. MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan
vankomisine kars1 direngli susun saptanmamasi sevindirici bir durumdur. Ciinkii bu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan glikopeptit grubu antibiyotikler igerisinde yer

alan vankomisin tedavide son se¢enek olarak kullanilmaktadir.

Staphylococcus aureus tasiyiciligi, incelenen topluma gore degismekte olup yas
gruplarmma gore de farkliliklar gdsterir. Ornegin, yenidoganda % 90’ a varabilen
burun tasiyiciligi, ilk iki yilda % 20’ lere gerilemektedir. Genel popiilasyonda
burunda S. aureus tasityicilik oranlari % 10-40 arasinda degisirken, saglik
personelinde % 50-70’ lere varabilmektedir [Ergiin Arabaci ve Oldacay, 2008]. Bu
calismada da metisilin direnci gosteren 9 sustan 3’ i erkeklerden 6’ s1 kadinlardan
izole edilmistir. Bununla birlikte 9 metisilin direngli sustan 5’ 1 trakeal aspirat

kaynakli oldugu goriilmektedir.

MRSA ile kolonize ya da enfekte hastalar, hastane dis1 kazanilmis olgular (uzun
siireli bakim {initeleri, huzur evleri), daha 6nceden MRSA tanis1 almis olan ve tekrar
hastaneye kabul edilen hastalar, kolonize saglik personeli ve hastane ortami bu
mikroorganizma ile meydana gelen enfeksiyonlar icin en oOnemli kaynaklari
olusturmaktadir. Kolonize ve enfekte hastalar, MRSA’nin hastane i¢indeki en
onemli rezervuarmni olusturmaktadir. MRSA’nin baslica kolonize oldugu viicut
bolgeleri burun, aksilla, cerrahi ya da yanik yaralari, dekiibitiis iilserleri, perine veya
rektum, trakeostomi ya da gastrostomi bolgeleridir. MRSA, en sik saglik
calisanlarinin elleriyle bir hastadan digerine dogrudan temas yoluyla geger.
Mikroorganizma, saglik personelinin ellerinde kisa siire kalabildigi gibi, uzun siire
de tagmabilmektedir. Saglik calisanlarinin elleri, enfekte yara pansumani sirasinda
kontamine olmakta ve inokiilasyondan {i¢ saat sonraya dek ellerden MRSA

saptanabilmektedir [Sancak, 2007].

Direngli S. aureus enfeksiyonlarindan korunmak i¢in oncelikle el hijyenine biiyiik
onem verilmelidir. Ek olarak kolonize hastaya temas izolasyonu yapilmali, hasta ve

ortama dekolonizasyon islemleri uygulanmalidir. Tasiyicilik arastirmasi i¢in rutin
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kiiltiir onerilmemekle birlikte salgin durumlarinda kaynagm saptanmasi igin
yapilabilir. Son alt1 ay i¢inde antibiyotik kullanmis, uzun siire hastanede yatmus,
diyabetik ve diyaliz hastalar1 gibi yliksek riskli hastalarda aktif siirveyansi 6neren
kilavuzlar bulunmaktadir. MRSA kolonize hastanin baska bir merkeze naklinde ya
da yeniden hastaneye kabuliinde durumu denetlenmeli ve gerekirse temas 6nlemleri

alimmalidir [Hizel, 2011].

Stafilokoklarda metisilin direng oranlar: iilkeler, bolgeler, hastaneler ve hatta ayni
hastanenin servisleri arasinda bile farkhlik gdstermektedir. Ulkemizde ¢esitli
hastanelerden bildirilmis MRSA oranlarinda bu farklar goriilmektedir. Yapilan
calismalarda MRSA oranlar1; Marmara Universitesinde 2000’ de % 67, 2001° de %
60 [Korten, 2003]; Gazi Universitesinde 2001’ de % 73, 2002’ de % 77 olarak
bildirilmektedir [Kagmaz ve ark., 2002]. Sipahi ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismada, metisilin direnci 2001’ de % 73,8 iken 2005’ de % 55,3 olarak
bulunmustur [Sipahi ve ark., 2007]. Glirsoy ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, S.
aureus suslarmda % 32 oraninda metisilin direnci saptanmistir. Indnii Universitesi
Hastanesi Enfeksiyon Kontrol Komitesinin yogun bakim {initelerinde yapmis oldugu
siirveyans c¢alisma sonuglarma gore; tiim klinik 6rneklerdeki nozokomiyal S.
aureus’larda metisilin direng oranlar1 2005 yilinda % 77,7, 2006° da % 64,7 ve
2007’ de % 83 olarak bulunmustur ve sonu¢ olarak yaptiklar1 ¢calismada MRSA
bakteriyemileri 0Ozellikle yogun bakim {nitesi gibi invaziv girisim uygulanan
kliniklerde daha fazla rastlanmis, MRSA suslarinda vankomisin disindaki tedavide
alternatif olarak kullanilabilecek diger antibiyotiklere de yiliksek oranda direng
saptanmistir [Gilirsoy ve ark., 2009]. Bu calismalara ek olarak Tiirk Dagi ve
arkadaslarinin kan kiiltiirlerinden 1izole ettikleri S. aureus suslarmda metisilin
direncini % 42,5 [Tiirk Dag1 ve ark., 2011]; Kurutepe ve arkadaslarinin ¢esitli klinik
orneklerden izole ettikleri S. aureus suslarinda metisilin direncini % 32,4 oraninda
bulmuslardir [Kurutepe ve ark., 2007]. Yapilan bu ¢caligmalarda sonug olarak MRSA
suslarinda MSSA suslarina gore yiiksek oranda diren¢ saptanmis ve metisilin
direncinin sadece hastane kokenli suslarda degil toplum kokenli suslarda da giderek

artan oranda karsilasilacagi diistincesiyle S. aureus suslarmin direng paternlerinin
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dikkatle izlenmesi ve tedavi planlanirken bunlarin giincel degerlerinin g6z Oniine

almmas1 gerektigi kanisia varilmistir [Kurutepe ve ark., 2007].

Akdeniz iilkelerini kapsayan ve iilkemizden de ¢esitli laboratuvarlarin katildig1 bir
calismada kan kiiltiirlerinden izole edilen S. aureus suslarinda MRSA orani 2003
yilinda % 43, 2004 yilinda % 40 ve 2005 yilinda % 35 olarak tespit edilmistir [Borg
ve ark., 2007]. Ayrica metisiline direng ile birlikte ¢oklu antibiyotik direncinin
goriilmesi sebebiyle tiim merkezlerin kendi diren¢ profilini belirleyerek uygun
antibiyotik politikalarinin olusturulmasi iizerinde durulmustur [Tirk Dagi ve ark.,

2011].

Yurt disinda yapilan ¢alismalarda S. aureus suslarinda metisilin direnci Tayvan’ da
% 33,7, Fransa’ da % 36, Avrupa’ da % 27,7, Amerika’ da ise % 32,4 oldugu tespit
edilmistir. Ulkeler ve hastaneler arasindaki bu farkli sonuglar yerel siirveyans
calismalarinin 6nemini bir kez daha gdstermektedir [Tirk Dagi ve ark., 2011].
Bununla birlikte direng durumlarinin diizenli olarak incelenmesi hastanelerdeki

ampirik tedavi se¢imleri agisindan da 6nem tagimaktadir.

MRSA orani ile ilgili yapilan ¢alismalarda iilkemizde bu oranin degismekle birlikte
% 50’ nin lizerinde oldugu bildirilmektedir [Vural ve ark., 2011]. Calismada,
hastane kaynakli 48 adet S. aureus susunda % 18,75 oraninda metisilin direnci
bulunmustur. Bu ¢alismada sadece Nisan ve Temmuz aylar1 arasinda Ornekler
almmistir. Ancak farkli yillara ve donemlere dagilan zamanlarda da oOrnekler
alinarak metisilin direncliliklerinin ve mecA genlerinin belirlenmesi sonuglarin daha

dogru yorumlanmasini saglayacaktir.

Metisilin direncinin dogru olarak belirlenmesi uygun antibiyotigin kullanilmasi
acisindan Onem tagimaktadir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda stafilokoklarin
metisiline direncini saptamak icin, oksasilin disk diflizyon, oksasilin agar tarama,
mikrodiliisyon, agar diliisyon, sefoksitin disk diflizyon, otomatize duyarlhlik testleri,

DNA hibridizasyon ve polimeraz zincir reaksiyonu teknikleri kullanilmaktadir.
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MRSA tespitinde 6nemli standart mecA geninin PZR ile belirlenmesi olmasma
ragmen rutin olarak laboratuvarlarda kullanimi yaygm degildir. Ozel laboratuvar
ortami gerektirmesi, deneyimli personel ihtiyaci ve pahali olmasi gibi nedenlerle ¢ok
tercih edilmemektedir [Vural ve ark., 2011]. Metisilin direncini saptamak i¢in
laboratuvarlarda kullanilan fenotipik ve genotipik yOntemlerin avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Metisiline direncin heterojen olmasi durumunda
fenotipik yontemler yetersiz kalmakta ve direncin tespitinde problemler
olabilmektedir. Bu calismada da S. aureus olarak tanimlanan suslarin metisilin
direnclilikleri disk diflizyon yontemi ile belirlenmis ve 9 susun (EB3, EB4, EB6,
EB17, EB18, EB33, EB36, EB46, EB47) metisiline direncgli oldugu tespit edilmistir.
MRSA tespitinde son yillarda disk difiizyon yonteminin yetersiz oldugu
vurgulanmaktadir. Bu bakis acisiyla birlikte bu ¢alismada disk diflizyon yontemiyle
metisiline diren¢li bulunan 9 susun ve disk diflizyon yontemiyle metisiline duyarli
saptanan 3 susun (EBS, EB9, EB12), PZR yontemiyle metisilin diren¢ geni (mecA)

arastirilmstir.

MRSA suslar1 siklikla beta laktam grubu antibiyotiklere heterojen direng gosterirler,
diger bir deyisle popiilasyondaki her bir organizma diren¢ i¢in genetik bilgi
tasiyabilir, fakat invitro test ortaminda sadece kiiciik bir boliimii direngli fenotipi
gosterir. Direngli alt popiilasyon genellikle duyarli popiilasyona gore ¢ok daha yavas
iirer ve laboratuvar taramalarinda atlanabilir. Heterojen direngli suslarin basarili bir
sekilde tespitinde; ndtral pH, daha diisiik 1silar (30-35°C), ortamda NaCl bulunmasi1
ve inkiibasyon siiresinin 48 saate kadar uzatilmasi gibi faktorler diregli alt
popiilasyonun iiremesine biiyiilk oranda katki saglar. Bununla birlikte MRSA
izolatlarmin, sinirda oksasilin direnci gosteren S. aureus suslarindan ayirimindaki
zorluklardan dolay1 standart metot olarak PZR’yi rutin olarak kullanmayan klinik
laboratuvarlar icin MRSA’ nm tespiti sorun olusturabilir. Ciinkii smirda dirence
sahip olan suslarda direncin belirlenmesinde fenotipik yOntemler yetersiz
kalmaktadir ve PZR yOontemiyle mecA geninin saptanmasi 6nemli bir standart olarak

kabul edilmektedir [Murray ve ark., 2009].
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Calismada disk difiizyon teknigi ile metisiline duyarl olarak saptanan suslardan
secilen EBS, EB9 ve EB12 suslarinin PZR yontemi ile mecA geni icerip icermedigi
belirlenmistir. Bu suslardan EB12 susu disk difiizyon yontemiyle metisiline duyarli
olarak saptanmasmma ragmen PZR yontemiyle mecA genine sahip oldugu
bulunmustur (Bkz. Resim 4.10). EB12 susunun disk diflizyon yontemi ile metisilin
direncinin belirlenememesinin nedeni olarak, bu susun heterojen direng gostermesi
olabilecegi diisiincesindeyiz. Bununla birlikte EB12 susu calismada kullanilan
penisilin ve streptomisin antibiyotikleri disinda kullanilan tiim antimikrobiyal
ajanlara duyarli bulunmustur. Metisilin direncini diisiinmemize olanak veren ¢oklu
antibiyotik direnci de bu susda saptanmamistir. Bu durum toplum kékenli MRSA
izolatlarmin tipik olarak c¢esitli antimikrobiyal ajanlara duyarli olmalarindan
kaynaklanabilir. Buna bagl olarak da metisilin direncinin belirlenmesindeki hatalar
klinik sorunlara neden olmaktadir. Direncli suslarin duyarli ¢ikmasi tedavide
yetersizlige ve MRSA suslarimin yayilmasina, duyarli suslarin direncli ¢ikmasi
glikopeptit grubu antibiyotiklerin asir1 kullanimi ve gereksiz izolasyon tedbirleri
nedeniyle asir1 maliyetle sonuglanmaktadir. Bunun i¢in metisilin direncinin dogru
tanimlanmas1 gerekmektedir [Telli ve ark., 2006]. EB12 susu gibi heterojen direng
gosteren MRSA’ larin direng tespitinde dogru sonuglarm alinmasi i¢in fenotipik
yontemlerin, genotipik yOntemlerle desteklenmesi dogru sonuglarin alinmasini

saglayacaktir.

Fenotipik yontemler icerisinde de 6zellikle metisiline direngli suslarda lam deneyi
ile koagiilazin negatif olarak bulunabilecegi belirtilmektedir [Cengiz, 1999; Brown
Derek, 2005; Winn ve ark., 2006] ve ¢alismada EB4 susu lam deneyi ile koagiilaz
negatif (Bkz. Resim 4.5) olarak tespit edilmis, disk diflizyon yontemiyle oksasiline
direngli (Bkz. Cizelge 4.4) ve mecA genine sahip oldugu tespit edilmistir (Bkz.
Resim 4.8).

Sonu¢ olarak klinik Orneklerden izole edilen MRSA suslarmin tiplendirilmesi,
hastaneler veya iiniteler arasindaki suslarin yayilimini taramak ve suslar arasindaki

iliskiyi incelemek i¢in kullanilan, hastanelerde enfeksiyon kontroliiniin etkili
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uygulamasinin temelini olusturmaktadir. Ayrica hastaneye yeni bir sus girdiginde

bunun farkina varilmasini ve gereken 6nlemlerin alinmasini saglamaktadir.

S. aureus antimikrobiyal ajanlara kars1 direng gelistirme konusunda oldukga basarili
bir bakteridir. Antibiyotiklerin uygunsuz ve gelisigiizel kullanimu ile birlikte de kisa
sirede birden cok ilaca karsi direng gelistirmektedir. Calismada da metisiline
direncli suslarda, kullanilan tiim antibiyotiklere (vankomisin hari¢) diren¢ saptanmis
olmas1 nedeniyle hastanelerin S. aureus suslarinin direng paternlerini diizenli olarak
dikkatle izlenmesi ve tedavide uygun ve etkin antibiyotigin kullaniminmn saglanmasi
gerektigine inanmaktayiz. Bu ¢alismada disk diflizyon yontemi ile metisiline duyarl
olarak tespit edilen 3 sus tesadiifen sec¢ilmis ve secilen metisiline duyarli suslardan
EB12 susunun metisilin direng geni igerdigi tespit edilmistir. Bu sonug¢ nedeniyle
disk diflizyon teknigi ile duyarh olarak belirlenen suslarin hepsinde de mecA geninin
arastirilmasi gerektigi diisiincesindeyiz. Bu sonuglar bize metisilin direnci tespitinde
disk diflizyon tekniginin yetersiz oldugunu, direncin belirlemesinde mutlaka
molekiiler teknikler kullanilmasi gerektigini gostermektedir. Bu yonde EBI12
susunun 1iyi bir O0rnek oldugunu ve literatiire bu agidan katkisinin olacagini

disiinmekteyiz.
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