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OZET

Metisilin Direngli Staphylococcus aureus Suslarimn spa Typing ve Pulsed Field Gel
Electrophoresis Yontemleriyle Klonal Iliskilerinin Tespiti

Amag: Ilk olarak Ingiltere’de ortaya ¢ikan Metisilin Direncli Staphylococcus
aureus enfeksiyonu basta diger Avrupa iilkeleri olmak iizere biitiin diinyada hizla
yayllmistir. Hem toplumda hem de hastanelerde goriilen Metisilin  Direngli
Staphylococcus aureus nedenli enfeksiyonlarin risk yonetiminde, etkenin kaynaginin ve
bulag yollarinin molekiiler yontemlerle hizli tespiti enfeksiyon kontroliinde anahtar
veriler saglamaktadir. Caligmamizda hastanemizde izole edilen Metisilin Direncli
Staphylococcus aureus suslarimin klonal iliskileri Pulsed Field Gel Electrophoresis ve
spa tiplendirme yontemi ile tespit edilerek, hastanemizde ve bdlgemizde baskin olan
klonlarin isimlendirilmesi ve yontemlerin kiyaslanmasi amaglanmaktadir.

Gerec ve yontem: Hastanemizde rutin olarak kullanilmakta olan Vitek 2 sistemi
ile tanimlanan 75 Metisilin Direngli Staphylococcus aureus izolati Smal enzimi
kullanilarak Pulsed Field Gel Electrophoresis ile tiplendirildi. spa gen bdlgeleri
amplifiye edilerek sekans analizi yapildi. Elde edilen veriler StaphType (Ridom)
yazilim programiyla degerlendirildi ve spa tipleri tespit edildi.

Bulgular: Incelenen 75 6rnegin Pulsed Field Gel Electrophoresis ile 11 kiime
icerisinde toplandiklar1 ve birbirlerine % 84,1 oraninda benzeyen A (n:19) ve B (n:27)
kiimelerinin tiim suglarin % 61,3’linli olusturdugu tespit edildi. Tiim izolatlar spa
tiplendirme ile de degerlendirildiginde suslarin 18 spa tipine dagildig1 tespit edildi. En
biiylik spa kiimesi 31 izolat (% 41,3) ile t030 iken, bunu 9 izolat ile t223 (% 12) tipinin
izledigi gorildii.

Sonuglar: Izolatlarm genotipik incelemeleri, antibiyotik direng profilleri ve
hastane enfeksiyonu olarak tanimlanan olgulardan izole edilme oranlarn
degerlendirilerek t030’un % 41,3’liikk insidans ile dominant genotip oldugu ve bu gen
kiimesinin hastane klonu oldugu diisiiniilmiistiir. Toplum kdkenli oldugu diisiiniilen spa
tiplerinin ise t223 ve t127 olduklar1 ve sirastyla % 12 ve % 9,3 oranlarinda goriildiikleri
tespit edildi. Kisa donemli salgin incelemelerinde ve uzun donemli soy iligkisi
arastirmalarinda spa tiplendirme yonteminin Pulsed Field Gel Electrophoresis ile
birlikte kullanilmasinin ve bu g¢alismanin daha uzun siire ve daha fazla ornek
kullanilarak toplum ve hastane klonlarmin takibinde kullanilmasinin faydali olacagi
distiniilmustir.

Anahtar Kelime: spa tiplendirme, PFGE, MRSA, Protein A, Epidemiyoloji



ABSTRACT

Detection of Clonal relationship of Methicillin Resistant Staphylococcus aureus
Strains with spa Typing and Pulsed Field Gel Electrophoresis Methods

Aim: Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus infection, first emerged in
England, has spread rapidly throughout the world including other European countries
primarily. Rapid detection of agent sources and transmission routes by molecular
methods, provide a key data about the infection control for active risk management of
Methicillin Resistant Staphylococcus aureus-induced infections in both community and
also hospitals. This study aims to refer the dominant clones of our region and compare
methods by determining clonal releationship of Methicillin Resistant Staphylococcus
aureus strains, that have been isolated from our hospital, using Pulsed Field Gel
Electrophoresis and spa typing methods.

Material and Methods: Seventy five Methicillin Resistant Staphylococcus
aureus isolates identified by Vitek 2 system, which has been routinely usen in our
hospital, were typed by Pulsed Field Gel Electrophoresis using Smal enzyme. Sequence
analysis was performed after amplification of spa gene regions. Obtained data was
evaluated by StaphType (Ridom) software and spa types were identified.

Results: It is found that 75 samples analyzed by Pulsed Field Gel
Electrophoresis, were gathered in 11 clusters and also A (n = 19) and B (n = 27) clusters
which were similar to each other in the ratio of 84,1% were constituted the 61,3% of all
strains. It is detected that all isolates were also distributed in 18 spa types when
evaluated by spa typing. It is observed that the largest spa cluster was t030 with 31
isolates (41.3%) and it was followed by t223 type with 9 isolates (12%).

Conclusions: By evaluation of the genotypic investigations of the isolates,
antibiotic resistance profiles and isolation rate from cases defined as hospital infection,
it is was considered that t030 was dominant genotype with the incidence rate of 41,3 %
and this gene cluster generated the hospital clones. t223 and t127 were considered to be
community-associated spa types and they were determined in ratio of 12 % and 9,3%
respectively. It is thought to be beneficial using spa typing methods with Pulsed Field
Gel Electrophoresis in short-term epidemic studies, in the research of long-term clonal
relations and also using this study with more examples and for longer time to monitor
community and hospital associated clones.

Keywords: spa typing, PFGE, MRSA, Protein A, Epidemiology
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1. GIRIS

nsanlarda deri ve miikéz membranlarda kommensal flora bakterisi olarak
goriilen Staph. aureus steril alanlara translokasyon sonucu deri ve yumusak doku
enfeksiyonlar1 ile yiiksek mortalite ile seyreden piyojenik karakterli pndmoni,
bakteriyemi, endokardit ve osteomyelit gibi ciddi enfeksiyonlara yol agar'. Konak-
mikroorganizma iligkisini diizenleyen hiicre duvarinda eksprese edilen ve/veya iireme
ortamina sekrete edilen ¢ok sayida enzim ve toksine sahip olan Staph. aureus suglarin
toplum sagligi acgisindan oOzellikle hastane hizmetlerine bagli olarak gelisen
enfeksiyonlarda (HE) major tehdit haline getiren 6zellik, bu mikroorganizmalarda basta
penisilinler olmak {izere sefalosporinler, karbepenemler gibi beta-laktam (B-laktam)
grubu antibiyotiklere, aminoglikozidler ve kinolonlar gibi klinikte ciddi enfeksiyonlarda
sik olarak kullanilan antibiyotik gruplarina kisa siirede direng gelistirebilme yetenegidir.
B-laktam grubu antibiyotiklere direncin kriteri olan metisiline karsi1 bu antibiyotigin
tamimlandig1 1959 yilindan 2 yil sonra Ingiltere’de klinik izolatlarin % 1’inde gériilen
direng, gilinlimiizde bir ¢ok hastanede % 50’lerin, yogun bakim iinitelerinden (YBU)
izole edilen suslar arasinda ise % 90’larin iizerine ¢ikmustir>*. Giiniimiizde bu tehditi
trajedi haline getiren gelisme hastanelerde ciddi tedavi yetersizlikleri ve ekonomik
kayiplara sebep olan Methicillin Resistant Staph. aureus (MRSA) klonlarinin topluma
yayilmas1 ve toplum kokenli MRSA enfeksiyonlarinin insidansindaki artistir.>>”.

MRSA susglarinda metisilin direnci, Penicillin Binding Protein 2a (PBP2a)’y1
kodlayan mecA geni ile kazanilir. mecA geni Staphylococcal Chromosomal Cassette
mec (SCCmec) olarak tanimlanan bir mobil genetik element ile tasinir. Bilinen 11
SCCmec kasetinden en kii¢iigiiniin kolay transfer edilebilmesi sebebi ile baskin suslarda
goriildiigli, bu sebeple bu kaseti tasiyan suslarda bir klonal genislemenin olabilecegi
diisiiniilmektedir. Hastane (HK-MRSA) ve toplum kokenli MRSA (TK-MRSA)
suslarinin kontrol altina alinmasi mikroorganizmanin epidemiyolojik 6zelliklerinin
tespiti ile miimkiindiir. Bu baglamda genotipik siirveyans, kaynak tespiti agisindan da
onemlidir®®. Bu amaca yénelik olarak yapilan ilk epidemiyolojik izlem ¢alismalarinda
faj tipleri ve antibiyotik duyarlilik kaliplar1 gibi fenotipik 6zellikler baz alinmistir.
Gilinlimiizde gende spesifik bolgelerin in-vitro sartlarda ¢ogaltilmasina imkan veren

tekniklerin gelismesi ile tek nokta mutasyonlarinin bile kolaylikla gosterildigi ytliksek



ayrim giicline sahip gen diizeyinde izlem miimkiin hale gelmistir. Bu teknikler arasinda
Smal makro-restriksiyon Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE) analizi yiiksek ayrim
giicli sebebi ile ozellikle lokal kisa donemli epidemiyolojik analizlerde altin standart
yontem olarak kabul edilmis, PFGE protokoliiniin ve makrorestriksiyon paternlerinin
yorumlanmasinin standardize edilmesi i¢in ¢ok sayida calisma yapilmigtir. Ancak
sonuglarin yorumlanmasinda laboratuvarlar arasinda tekrarlanabilirli§in ve genel bir
isimlendirmenin zor oldugu bildirilmistir. Ayrica PFGE yonteminin zaman alic1 olmasi
ve pahal1 ekipman gerektirmesinin de diger dezavantajlar oldugu belirtilmistir!%!!,

Son yillarda Multilocus Sequence Typing (MLST), spa tiplendirme gibi sekans
bazli yontemlerin Staph. aureus tiplendirmesinde kullanilmasi ile tekrarlanabilirlikte,
kullanim kolayliginda ve sonuglarin kiyaslanabilirliginde onemli bir gelisme elde
edilmistir'>'*!4. Ayrica MLST tipleri i¢in eBURST (Based Upon Related Sequence
Types) analiz, spa tipleri icin BURP (Based Upon Repeat Pattern) analiz diye
adlandirilan ve iligkili sekans tiplerini gruplayan yazilim algoritmalarimin da
uygulanmastyla izolatlarin soy iliskilerinin tespiti de miimkiin hale gelmistir'>.

Daha 6nce yapilan galigsmalarda spa tiplendirme ile elde edilen sonuglarla MLST
ve PFGE ile elde edilen sonuglar arasinda yiiksek korelasyon bulunmaktadir!’-!8:19-20-21,
Ayrica spa tiplerinin BURP analizinden elde edilen gruplar ile MLST-eBURST analizi
ve Smal makrorestriksiyon paterni kiime analizinden elde edilen sonuglar da genellikle
uyumlu bulunmaktadir!>16.22:23,

Bu ¢alismada C.U. Tip Fakiiltesi Balcal: Hastanesi’ne basvuran hastalardan izole
edilen MRSA suslarinin klonal iliskileri PFGE ve spa tiplendirme yontemi ile tespit
edilerek hastanemizde ve bdlgemizde baskin olan klonlarin isimlendirilmesi ve spa

tiplendirme yonteminin altin standart yontem olan PFGE ile kiyaslanmasi

amaclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Stafilokoklar dis cevre sartlarina, kuruluga, yiiksek tuz konsantrasyonlarina
dayanikli olan ve dogada yaygin olarak goriilen mikroorganizmalardir. Genellikle insan
ve hayvanlarin deri ve mukozalarinda normal flora eleman: olarak bulunurlar. insanda
nazofarinkste, deri, giysiler, vajina, rektum, perine ve burunda yaygin kolonizasyon
gosterirler. Ozellikle Staph. aureus, genel toplumun % 33’{iniin, burun mukozasinda
kolonize halde bulunmaktadir. Enfeksiyon etkeni olarak da en sik izole edilen
mikroorganizmalardan birini olusturur. Insandan insana hava yoluyla ve direk temas ile
bulagabilirler. insanda en viriilan tiirler Staph. aureus ve Staph. lugdunensis dir. Staph.
epidermidis ve Staph. saprophyticus yabanci cisim enfeksiyonlarinda 6nemli etken

olmalarina ragmen Staph. aureus kadar yikic1 enfeksiyonlara sebep olmazlar®*,

2.1. Tarihge

Stafilokoklar, ilk kez impetigolu hastalarin siiriintii 6rneklerinde 1878’de Robert
Koch tarafindan tanimlanmistir. Kisa bir silire sonra stafilokoklar in-vitro sartlarda
Pasteur L. (1880) tarafindan s1v1 besiyerinde iiretilmistir. Iskogyal1 genel cerrahi uzmani
olan Alexander Ogston (1881), post-op cerrahi alan enfeksiyonlarindan aldig1 siiriintii
orneklerini patates iizerine inokiile etmek sureti ile beyaz ve sar1 renkte koloniler
olusturan stafilokoklar1 gormiis ve izolatlar1 fare ve kobaylara inokiile ederek Koch
postiilatin1 gerceklestirmis, yani Staph. pyogenes albus olarak adlandirdig1 etkenin pii
olusumundan sorumlu bir patojen oldugunu gostermis, c¢alismalarmni bir kitapta
toplayarak yaymlamistir. Daha sonra {ig¢lii isim tanimlamasinin kaldirilmasi ile
Rosenbach (1884)’1n kiiltiirde iireyen beyaz renkli kolonileri Staph. albus, altin sarisi
pigment olusturan kolonileri ise Staph. aureus olarak isimlendirilmesi teklifi literatiire
yerlesmistir. Gilinlimiizde ise bilinen en az 33 tiirii bulunmaktadir. Ancak enfeksiyon
etkeni olarak ¢ogunlukla Staph. aureus izole edilmis oldugundan ¢alismalar daha ¢ok
bu bakteri tizerinde yogunlasmis ve bunun diginda kalan stafilokok alt gruplar1 genel bir
isimlendirme ile Koagiilaz Negatif Stafilokoklar (KNS) olarak adlandirilmislardir®>-%°.

Penisilinin 1940’11 yillarda kemoterapotik ajan olarak tibbin kullanimina girmesi
ile stafilokok enfeksiyonlarina karsi tedavide biiyiik beklentiler olugsmus ve mortalite

oranlarinda biiyiik diistisler yasanmistir. Ancak 1944 yilinda klinik materyallerden izole



edilen stafilokok suslarinda plazmid kaynakli bir penisilinazin iiretilmesiyle gelisen
penisilin direnci tespit edilmig, 1950’lerin sonlarinda direngli izolat oranlari % 50’nin
lizerine ¢ikmistir. Avrupa’dan baslayarak Amerika ve tiim diinyada gittikge artan
siklikda izole edilmeye baglanan penisilin direngli stafilokok oran1 1966-1967 yillarinda
% 80’e kadar ulasmistir?’. Stafilokokal B-laktamaz enzimine direncli olup ilk klinik
kullanima giren (1959) penisilin olan 2,6-dimetoksifenilpenisilin (metisilin), penisiline
direncli suslarin tedavisin de yeni umut olmus, ancak bu beklenti kisa siire sonra (1961)
klinik oOrneklerden izole edilen suslarda metisilin direncinin tespiti ve bu ilacin
interstisyel nefrite yol agmasi sebebi ile hayal kirikligina dontigmiistiir. Metisilin
glinlimiizde sadece laboratuvarlarda anti-stafilokokal penisilinlere veya daha genis
anlamda -laktam grubu ilaclara karst direncin tespitinde temel kriter olarak
kullanilmaktadir. Hastanelerde 1980’lerde sporadik olarak izole edilen MRSA 1982
yilindan itibaren epidemik susa déniismiistiir’>*’. HK-MRSA suslarinin B-laktam grubu
antibiyotiklerin yam1 sira kinolonlar, klindamisin, makrolidler, kloramfenikol,
tetrasiklinler, aminoglikozidler, trimetoprim-sulfametoksazol ve rifampisin gibi
antibiyotiklere kars1 da direng gelistirerek ¢oklu ilag direncli (CID-MRSA) suslar haline
gelmeleri epidemilerin ve tehditin boyutlarini artirmigtir. MRSA susglarinin hastane
disinda kazanilan enfeksiyonlarda goriilmemesi sevindirici bulunurken, 1990’11 yillarin
sonlarina dogru toplum kokenli enfeksiyonlardan Panton-Valentine Leukocidin (PVL)
tireten TK-MRSA suslari izole edilmeye baslanmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
(ABD) 1999 yilinda dort cocugun TK-MRSA suslarinin etken olarak izole edildigi
enfeksiyonlar sebebi ile Oliimii tehditin dnemsenmesini saglamistir. Bu suslar daha
sonra saglik kurumlarindaki hastalardan da izole edilmeye baslanmustir. i1k yillarda TK-
MRSA klonlar1 ile HK-MRSA klonlar1 sahip olduklar1 metisilin direncini kodlayan
mobil element SCCmec farkliliklarina gore ayirt ediliyorlardi. Ancak son yillarda
MRSA suslar1 arasinda dirence sebep olan 11°den fazla mutant SSCmec kaseti oldugu
ancak bir c¢ok lilkede klonal daralmanin goriildiigii ve TK-MRSA ile HK-MRSA
suslarmin klonal farkinin azaldig: belirlenmistir°.

Gerek hastane gerekse toplum kokenli MRSA suslarina bagl enfeksiyonlarin
artmasi siklikla tedavi basarisizliklarima yol agmasi sebebi ile aslinda 1956 yilinda
kesfedilen ancak toksik yan etkileri sebebi ile klinik kullanima giremeyen glikopeptid

grubu antibiyotiklerin Onciisii olan Vankomisin MRSA enfeksiyonlarinda yeniden



degerlendirilmistir. Bu suslarin etken oldugu hastanede kazanilmis enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Ancak 1995°de Fransa’da’!, 1996’da
Japonya’da®?, 1997 yili iginde ABD**, Hong Kong** ve Kore’de* vankomisine azalmus
duyarlilik (VISA: Vancomycin Intermediate Staph. aureus) gosteren MRSA suslarinin
izole edilmesi Staph. aureus suslarinda direng probleminin ne kadar 6nemli oldugunu
ortaya koymustur. Nitekim kisa bir siire sonra, Haziran 2002’de ABD de, diyaliz
tedavisi goren 40 yasindaki bir erkek hastanin kateter ucundan vankomisine direncli ilk
Staph. aureus (VRSA) susu izole edilmistir’®. Diren¢ probleminin artmasiyla birlikte
MRSA tiim diinyada HK ve TK enfeksiyonlara neden olan ciddi bir saglik sorunu haline

gelmistir.

2.2. Simiflandirma

Bacilli sinifinin, Bacillales alt grubunun, Staphylococcaceae ailesine ait bir tiir
olan stafilokoklar giinlimiizde 33 tiir ve 13 alt tire ayrilmistir. Uzun yillar
Micrococcaceae ailesi igerisinde tanimlanmis olan stafilokoklar, kendileri gibi katalaz
pozitif koklardan olusan bu aileden anaerobik ortamda glukozdan asit olusturmalari,
furozolidon ve lizostafine duyarli olduklar1 halde lizozime direng gostermeleri ve 0,4
pug/ml eritromisin igeren ortamda gliserolden asit olusturmalari ile ayrilirlar. Ayrica
mikrokoklarin aksine basitrasin  direnglidirler. Insanlarda piyojenik karekterli
enfeksiyonlarin major patojeni olan Staph. aureus katalaz, koagiilaz ve DNaz pozitif
olmasinin yan1 sira % 12 NaCl i¢eren ortamda iireyebilmesi, mannitol ve trehalozdan

asit olusturabilmesi ile diger stafilokok tiirlerinden ayrilir 37340,

2.3. Mikroskopik Goriiniim ve Boyanma
Stafilokoklar birden fazla diizlemde boliinerek iiziim salkimi seklinde diizensiz
kiimeler olusturan, kok seklinde ve 0,5-1,5 um c¢apinda, hareketsiz Gram pozitif [G(+)]

koklardir’73.

2.4. Kiiltiir ve Ureme Ozellikleri
Bakteriyolojik iiretme besiyerinde zorunlu anaerob olan Staph. aureus subsp.
anaerobius ve Staph. saccharoliticus harig, aerobik veya mikroaerofilik sartlar altinda

rahatlikla tireyebilen stafilokok tiirleri kanli agardaki 18-24 saatlik inkiibasyonlarinda



genellikle yuvarlak, diizgiin, 1-4 mm capinda hafif konveks koloniler yaparlar. Gliserol
mono asetat gibi yag asitleriyle zenginlestirilmis besiyerlerinde 37°C’de iiretildiklerinde
karotenoidlerinden dolay1r pigment olustururlar. Anaerop sartlarda ya da buyyonda
tiretildiklerinde pigment olusturmazlar. Staph. aureus altin renginde, Staph. epidermidis
ise tebesir beyazi renginde koloniler olusturur. Staph. simulans, Staph. intermedius ve
Staph. hyicus subsp. hyicus pigment olusturmaz. Pigment iiretimi oda 1sisinda ve giin
1s181ndaki 24-48 saatlik inkiibasyonlarda artar. Staph. aureus suslarinin ¢ogu at, koyun
ya da insan kanli agar plaklarinda 24-36 saatlik inkiibasyonlar sonucunda beta hemoliz
olusturur. Bazen diger tiirlerde de hemoliz izlenmektedir. Kapsiillii olduklart zaman
mukoid koloniler olusturabilirler. Aminoglikozid tedavisinden sonra pigment
olusturmayan, nonhemolitik kiiclik koloni varyantlar1 olusturabilirler. Bu koloni
formlari, besiyerine hemin ve menadion (K3 vitamini) ilavesi ile normal forma
donerler.>73%40,

Stafilokaklar, streptokoklardan farkli olarak katalaz tretmektedirler. Ayrica
stafilokoklar yavas bir sekilde karbonhidratlari asit olusturarak fermente ederler, fakat
gaz liretmezler*4°,

Stafilokoklar kuru hava sartlarina, 1siya (50°C’ye 30 dakika) ve % 9 sodyum
kloriire dayanikhidirlar. Fakat % 3 Heksaklorofen gibi giiclii kimyasallar ile kolayca

inaktive edilebilirler®.

2.5. Hiicre Yapisi ve Viriilans Faktorleri

Stafilokoklar konakta enfeksiyon olustururken hiicre duvarinda yer alan bir¢ok
yapisal elemandan, enzimlerinden ve toksinlerinden yararlanir. Bu patojenite faktorleri
sayesinde fagositozdan kagabilir, deri ve deri altina kolayca yayilabilir ve tipik apse
formunu olusturabilirler. Ayrica toksin ve invazinleri araciligi ile derin dokulara
yayilarak o6zellikle hematojen yol kaynakli farkli enfeksiyonlara ve toksemilere sebep

olurlar®*.

2.5.1. Kapsiil
Stafilokoklarin % 90°’dan fazlasinda bulunan polisakkarit yapidaki kapsiil
bakteriyi fagositozdan korurken konak hiicreye ve tam1 veya tedavi amaclh kullanilan

tibbi enstriimanlarin yiizeylerine tutunmasini da saglar®. Bilinen 11 tipi olmasina



ragmen yapilan c¢alismalarda enfeksiyonlardan izole edilen tiim stafilokoklarin % 70-85
oraninda, MRSA’larin ise % 80-90 oraninda tip 5 ve tip 8 kapsiile sahip oldugu

gdsterilmigtir?!.

2.5.2. Hiicre Duvan
G(+) bir kok olan stafilokoklar tipik olarak N-Asetil Glikozamin (NAGA) ve N-
Asetil Muramik asit (NAMA)’in heteropolimerinden olusan tek tabakali yaklasik olarak

10 nm kalinliginda son derece rijit bir yap1 olan peptidoglikan hiicre duvarina sahiptir.

2.5.2.1. Peptidoglikan Tabaka

Peptidoglikan tabaka hiicre duvarmin esas yapisimt ve % 50°den fazlasim
olusturur. NAGA ve NAMA’nin 1-4 B glikozid zincirler ile baglanmasindan olusan
polisakkarit iskelet yapt heteropolimerdeki NAMA molekiillerinin L-alanin, D-
glutamik asit, L-lizin, D-alanin, D-alanin’den olusan pentapeptid ve glisinden olusan
tetrapeptid yan zincirler ile ¢apraz olarak baglanmalar1 sonucu giiglendirilmistir (Sekil
1). Bir zincirdeki D-alanin ile diger zincirdeki L-lizin arasindaki ¢apraz bag glisin
zinciri ile baglanarak hiicre duvart saglamlilig1 arttirillmis ve pentalizin baglari iceren
diger G(+) bakterilerin aksine stafilokok hiicre duvarma lizozime kars1 direng
kazandirilmistir. Peptidoglikan bakteriye seklini verir ve bakteriyi % 20 siikroz
konsantrasyonuna denk olan ozmotik basingtan ve konak savunmasindan korur.
Bakteriye 6zgii oldugu icin antibiyotiklerin de hedef bolgesidir 5.

Staph. aureus hiicre duvarindaki peptidoglikan, endotoksin benzeri etki gosterir
ve monositlerden Interlokin-1 (IL-1) salmimimi, kompleman aktivasyonunu, opsonik
antikorlarin iiretimini, fogositer hiicrelerden proinflamatuar sitokinlerin salinimini
saglar®*. Staph. aureus hiicre duvar yiizeyinde plazma proteinleri ve konak hiicre
membraninda yer alan yap1 elemanlarina baglanabilen ¢ok sayida protein eksprese eder.
Bu yapilar immun sistemden kacis, hasarli dokuya kolonizasyon ile konak hiicre ve
trombositlere adezyon gibi konak-mikroorganizma iliskisinin diizenlenmesi ve
patogenezde rol oynar.

Mikroorganizma yiizeyinde yer alan adeziv matriks proteinleri (MSCRAMMs:
Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules) olarak

tanimlanan bu yapilar icerisinde Clumbing factor A ve B (CIfA ve CIfB), Fibronectin



Baglayan Protein 4 ve B (FnBPA ve FnBPB), Staph. aureus surface protein G (SasG)
ve Staphyloccal protein A (SpA) gibi adeziv ve antijenik 6zellige sahip proteinler yer
alir. Bakteri viriilansi i¢in son derece 6dnemli olan hiicre duvari bakteri-konak iligkisinin

diizenlenmesinde rol oynar?*.

Sekil 1. Peptidoglikan tabakanin sematik yapisi. NAM; N-asetil muramik asit, NAG; N-asetil
glikozamin, A; Alanin, G; Glutamat, L; Lizin, Gly; Glisin.

2.5.2.2. Teikoik Asit

Stafilokoklara somatik antijen 6zelligi kazandiran teikoik asit, hiicre duvari
agirhigmin % 50’ye yakin kisminit olusturur. Antijenik yapt seker-alkol-fosfat
polimerleridir. Hiicre duvarindan uzanan ribitol veya gliserol teikoik asit ve hiicre
membranindan uzanan lipoteikoik asit olmak tizere iki tiptir. Teikoik asit; Staph.
aureus’da 6zgiin ribitol (5-karbon monosakkarid) fosfat polimeri yapisinda iken, Staph.
epidermidis’de gliserol fosfat yapisindadir. Sadece G(+) bakterilerin hiicre duvarinda
bulunan bu yapt kompleman aktivasyonu ve mukozal yiizeylere 6zgiil reseptorleri

aracihi ile yapigmada rol oynar?*3%49,

2.5.2.3. Protein A ve Diger Yiizey Proteinleri
Staph. aureus’a 6zgii bir yapt olan ve 2,15 kb biiyiikligiindeki spa geninde
kodlanan, serbest ve membran bagimli formlar1 bulunan 42000 Da agirhigindaki tek bir

polipeptid zincirden olusan SpA, MSCRAMMs’in 6nemli bir iiyesi ve viriilans



faktoriidiir. SpA; insan immunglobulinlerinden IgM, IgA, IgE ve ozellikle 1gG2a ve
IgG2b’nin, Fc ayagindaki Cu2 ve Cu3 ylizeyinde yer alan Fcy zincirine non spesifik
olarak baglanir. SpA proteinin asli gorevi immiin sistemde insan IgG’lerinin (IgG3
hari¢) Fc kismma baglanarak opsonizasyona bagl fagositozu inhibe etmesidir®.
Ekstraselliiler olarak da salgilabilen SpA, burada antikorlara baglanarak immun
kompleksler olusturur. Bu kompleks de komplemani yikan bir etki gdsterir. SpA; insan
IgM’in Fab kolunun agir zincirinin degisken bolgesinde yer alan ve Vu genlerinin
yarisindan fazlasinda atasal olarak goriilen Vi3 boélgesine ve bu bolge ile homolog
diziler tagiyan diger memeli hiicrelerine de baglanabilir. B lenfosit klonlar1 ile SpA
arasindaki bu iliski, Toksik Sok Sendromu Toksini-I (TSST-I), enterotoksin ve
eksfolyatif toksin gibi siiper antijenler ile T lenfositler arasindaki iliskiye benzer
sonuglar dogurarak B hiicre fraksiyonlarinda proliferasyonunu ve apopitozu uyarir. SpA
tizerindeki Fab baglayan bolgelerin Fc baglayan bolgelerden daha farkli ve konservatif
olduklar1 gdsterilmistir*?. Trombositlere baglanarak onlar1 damar duvarmin hasarli
bolgelerinde immobilize edip kiimelendirerek kan pihtis1 olugmasini saglayan ve
insanlarda hemostazis de son derece O6nemli role sahip olan von Willebrand faktor
(VWF) proteini araciligi ile trombositlere de baglanan SpA, Staph. aureus
endokarditinde kritik 6neme sahiptir. Ayrica Staph. aureus’un bunu immiin sistemden
kagis teknigi olarak kullandign da diisiiniilmektedir’®#%4344 SpA’nin Tiimér Nekroz
Faktor-o (TNF-a) reseptorleriyle etkileserek inflamatuvar cevabr engelledigi,
ostoblastlarda apopitoza neden olarak osteomyelitte yeni kemik olusumunu engelledigi,
mukozada mast hiicre degraniilasyonuna yol ag¢ip histamin, 16kotren ve prostoglandin
seviyelerinin yiikselmesine sebep oldugu da izlenmistir. SpA’nin antifagositik,
kemotaktik ve mitojenik etkilerinin yani sira bakterinin koagiilaz ve niikleaz aktiviteleri
ile korelasyon gostermesi, antibiyotik etkinligini azaltmas1 gibi 6zelliklerinin olmasi bu
proteinin en énemli viriilans faktdrlerinden biri oldugunu diisiindiirmektedir®®4%43,

SpA son derece stabil bir yapiya sahiptir. Yapisal olarak aspartik ve glutamik
asitten zengin, karbonhidrat icermeyen dort veya bes homolog immunglobulin
baglanma (N-terminal ug¢) bolgesine sahiptir. C-terminal bdolgesinden membrana
baglanan SpA’nin yapisi toplam 5 bolgeden olusur. Bunlar; 1- sinyal peptid, 2- IgG
binding domain olarak tanimlanan gorevi IgG baglamak olan 4 veya 5 adet, 56-61

aminoasit uzunlugunda homolog yapiya sahip tekrar dizileri i¢eren N-terminal uglar, 3-



gorevi tam olarak bilinmeyen, genelde 8 aminoasitlik degisken kisa tekrarlardan olusan
polimorfik X: bolgesi, 4- SpA’nin bakteri hiicre duvarina baglanmasini saglayan LysM
veya Xc bolgesi (Bu bolgenin hemen arkasinda proteini kesip hiicre duvarina tasiyacak
olan sortaz enziminin hedef bolgesi olan 16sin, prolin, X, treonin, glutamat (LPXTG)
aminoasitlerden olusan bir motif yer alir.) ve 5- C terminal ugtur (Sekil 2). Polimorfik
X: bolgesinin islevi tam olarak kesinlesmese de N-terminal ucun uzunlugunu arttirarak
IgG binding domaininin hiicre duvarindan disartya uzanmasina yardimci oldugu
diistinlimektedir. Bu degisken dizileri kodlayan gen bolgesi, kisa tekrar dizilerinin
cesitliligi ve sik rastlanan nokta mutasyonlar1 sebebi ile Staph. aureusun molekiiler

tiplendirmesinde kullaniimaktadir®>*,
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Sekil 2. Protein A’nin yapisi.

Protein A’dan bagka bir¢ok yiizey proteni de konak hiicreye ve matriksine
tutunma, invazyon, konak savunmasindan kagis, biyofilm olusumu ve demir
kazaniminda rol alarak viriilansta 6nem tasir. Bu proteinler aktif, pasif immiinizasyon

ve ilag calismalarinda yeni hedefler olarak denenmektedir*>*$(Tablo 1).
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Tablo 1. Staph. aureus hiicre yiizey proteinleri, fonksiyonlari ve rolleri.

Gen  Protein Fonksivon Enfeksivondaki rolii
spa  Protein A Antikorlarm Fe parcasma baglanir Deneysel sepsis
clfd  Kamelestirici faktér Fibrinojene baglanma Deneysel osteoartrit
Kompleman inaktivasvonu
clfB  Kimelestirici faktér Fibrinojene baglanma Deneysel endokardit
cna  Kollajen baglayan protein Kollajene baglanma Deneysel osteoartrit
fia  Fibronektin baglavan protein ~ Fibronektine baglanma Deneysel endokardit
b Fibronektin baglayan protein ~ Fibronektine baglanma Invazyon
sdrC  Serin-aspartat tekrar proteini  Fibronektine baglanma Invazyon
sdrD  Serin-aspartat tekrar proteini  Fibrinojene baglanma Invazyon
sdrE  Serin-aspartat tekrar proteini  Fibrinojene baglanma Invazyon
Komplemani inaktivasyonu
pls Plazmine duyarli protein Nazal mukoza hiicrelerine baglanma  Nazal mukozada
kolonizasyon
fmtB Metisiline direncini etkileyen Muhtemelen hiicre duvan yapismdarol  Metisilin direnci
protein ovnar
sasd  Protein A yiizey proteini Oral kavitede kolonizasyon
sasB  Protein B yiizev proteini Adezvon -
sasC Protein C yiizey proteini Adezyon -
sasE  Protein E yiizey proteini Adezvon -
sasF  Protein F yiizey proteini Nazal mukoza hiicrelenne baglanma  Invaziv hastaliklarla iliskili
sasG  Protein G viizey proteini Adezyon Invaziv hastaliklarla iligkili
sas]  Protein I yiizey proteini Adezyon -
sasJ  Protein J viizey proteini Adezyon -
sasK  Protein K yiizey proteini Adezyon -
2.5.3. Enzimler

Stafilokoklar ¢ogu enerji sentezi ile iliskili ve/veya metabolik aktiviteye sahip,
ancak bakterinin virlilansini1 da artiran ¢ok sayida hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortam da etkili
olan enzim {retirler. Bunlardan bazilar1 Staph. aureus icin spesifikken bazilar1 da
Ozellikle insan deri ve miikdz membranlarinda kolonize olabilen biitiin tiirlerde

goriilebilir.

2.5.3.1. Katalaz
Stafilokoklar; hem bir konak savunmasi olarak makrofaj ve nétrofillerden
salgilanan hem de oksijenli ortamda bakteri metabolizmasi sonucu ortaya c¢ikan toksik

oksijen radikallerinden biri olan hidrojen peroksiti su ve oksijene parcalayan katalaz
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enzimini liretmektedir. Katalaz testi, katalaz pozitif olan stafilokoklari, katalaz negatif

olan streptokoklardan ayirmaktadir3®-40,

2.5.3.2. Koagiilaz

Staph. aureus icin karakteristik belirleyici olan koagiilaz enzimi bu tiiriin
virlilansina 6nemli katki saglar. Koagiilaz enziminin serbest koagiilaz (stafilokinaz) ve
bagli koagiilaz (Clumping Factor: CF) olmak iizere iki ¢esidi vardir. Staph. aureus her
ikisine de sahiptir. Trombin benzeri bir etkiye sahip olan serbest koagiilaz ekstraselliiler
bir proenzimdir. Plazmada bulunan Coagulase-Reacting Factor (CRF) ile birleserek
aktif hale gelir ve fibrinojeni fibrine doniistiiriir. CF ise stafilokoklarin hiicre yiizeyinde
bulunur ve fibrinojenin fibrine doniisiimiinii saglayarak stafilokoklarin agliitine olmasini
saglar. Bu enzimin patojenitedeki rolii, fagositozu Onlemek iizere bakterinin iizerine
fibrin ortmesinden ileri gelmektedir. Koagiilaz enzimi varlig1r lam ve tlip yontemi ile

arastirilir’®40,

2.5.3.3. Diger Enzimler

Diger enzimler genellikle bakterinin dokuya yerlesimi ve yayilmasi ile ilgilidir.
Lipaz enzimi lipidleri hidrolize eder. Stafilokoklarin yagli deride yerlesmesini saglar.
Hyaluronidaz  (yayilma  faktorii) bag dokusunun aselliler matriksindeki
mukopolisakkaritlerden olan hyaluronik asidi  hidrolize ederek bakterinin
invazyonundan sorumludur. Stafilokinaz 1stya direngli stafilokokal fibrinolizindir.
Plazminojeni plazmine hidrolize eder. Staph. aureus’un dokuya yayilimini kolaylastirir.
Endoniikleaz ve ekzoniikleaz aktivitesi olan deoksiriboniikleaz (DNaz), niikleik asitleri
3’fosfomononiikleotidlere  parcalayan bir fosfodiesterazdir. Bunlardan bagska
stafilokokal serin proteaz (SspA), sistein proteaz (SspP), metalloproteaz (aureolysin;
Aur) ve staphopain (Scp) gibi ekstraselliiler proteazlar da sentezlerler. Penisilinaz ise
beta-laktam halkasini hidrolize ederek antimikrobiyallere diren¢ gelismesine neden olur.
Plazmidler tarafindan kodlanir ve bu nedenle suslar arasinda direncin hizla yayilmasina
neden olur. Koagiilaz, hyaliironidaz, fibrinolizin ve DNaz istisnalar haricinde yalnizca

Staph. aureus tarafindan sentezlenir®$4°,
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2.5.4. Toksinler

Stafilokoklarin salgiladig1 toksinler temel olarak ii¢ grupta incelenebilir. Bunlar
sitolitik toksinler, eksfolyatif toksinler ve enterotoksinlerdir. Enterotoksin ve TS$ST-I
stiperantijen olarak adlandirilan bir polipeptid simifina dahildir. Siiperantijenler
makrofajlardaki MHC-2 (Major Histocompatibility Complex-2) molekiillerine baglanir.
MHC-2 molekiilleri spesifik olarak T hiicre reseptorlerinin B alt birimine baglanarak T
hiicrelerinin proliferasyonuna ve doku hasarini baslatacak olan sitokinlerin (TNFa, IL-

1) asir1 salinimina neden olurlar®*38,

2.5.4.1. Sitolitik Toksinler
Enzimatik etkileri ile membrana zarar vererek hiicre yikimima sebep olan

sitotoksinler bu grupta yer alir.

2.5.4.1.1. Hemolizinler

Alfa, Beta, Gama ve Delta toksin olmak iizere dort ¢esittir. Alfa toksin Staph.
aureus insan suslarinin ana hemolizinidir. Birgok hilicre membranina etkisi varsa da
(I16kosit, hepatosit, trombosit, fibroblast vb) en ¢ok eritrositleri etkiler. Monositler ise bu
toksine direnglidir. Antijeniktir ve damarlardaki diiz kas hiicrelerini harap ederek deride
nekroz olusturur. Staph. aureus suslarinin kanli agarda yaptigi beta hemolizden
sorumludur. Beta toksin (sfingomyelinaz C) antijenik ve 1s1ya direnclidir. Diger bir ad1
stafilotoksindir. Eritrosit, 16kosit ve fibroblastlari etkiler. Aktivasyonu i¢in magnezyum
ve kobalt iyonlarina gereksinimi vardir. Alfa toksin ile beraber doku hasar1 ve apse
formasyonunun olugmasindan sorumludurlar. Gama hemolizin eritrositler {izerine toksik
etkilidir. Litik kemik enfeksiyonlar ile iliskilidir. Delta hemolizin ise antijenik degildir
ve biyolojik membranlar1 deterjan benzeri etkiyle parcalar. Bazi memelilerde cAMP
{iretimini arttirdig1 ve akut diareye neden oldugu gosterilmistir>*26-38:3947,

Insandan enfeksiyon etkeni olarak izole edilmis Staph. aureus suslarmin %

92’sinde alfa ve delta toksinlerden en az biri, % 82’sinde her ikisi birden bulunur®*%%.
2.5.4.1.2. Panton Valentine Lokosidin (PVL)

Bakteriyofaj araciligiyla kazanilan bu toksin eritrositleri etkilemeyip 16kosit ve

makrofajlara toksiktir. Elektroforetik olarak LukF (hizli) ve LukS (yavas) iki
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komponente ayrilir ve her iki komponent de antijeniktir. Ilk olarak LukS alt birimi
spesifik reseptoriine baglanir. Daha sonra LukF alt birimi de yapiya baglanir ve
heptamer olusturarak 16kosit membrani {izerinde bir por olusturur. Por olusumu, konak
hiicre protein kinaziin LukS komponentini fosforile etmesiyle baslar. Bu da kalsiyum
iyon kanallarin1 indiikleyerek hiicre i¢i haberlesme mekanizmasini aktive eder ve
inflamatuar medyatdrlerin salgilanmasini arttirir. Boylece hedef hiicrede apoptozise ya
da hiicre lizisine yol agilir.

Lokosidin 6zellikle toplum kokenli MRSA enfeksiyonlari, deri enfeksiyonlartyla

ve mortal seyredebilen nekrotizan pulmoner enfeksiyonlar ile iligkili bulunmustur®*3’-

40,47

2.5.4.2. Enterotoksinler

Enterotoksinler 1stya ve mide asidine direncli polipeptid yapida toksinlerdir.
Staph. aureus suslarmin yaklasik yarisi tarafindan tretilirler. Sempatik aktivasyonla
intestinal peristaltizmi artirirlar, protein ve karbonhidrat kaynakli besin zehirlenmelerine
yol acgarlar. Siiperantijen grubuna dahil olan bu toksinler patojenite adasi olarak da
adlandirilan kromozomal elementten kodlanirlar. Enterotoksinler A’dan F’ye 5 serolojik
tipe ayrilir. Enterotoksin A ve D tipleri besin zehirlenmelerinde, B tipi ise hastane
enfeksiyonlarinda en sik karsilagilan tiplerdir. Enterotoksin F ise TSST-1 ve piyojenik
ekzotoksin C olarak da adlandirilir ve tiim toksik sok sendromlarmin % 50’sinden,

menstiirasyon ile iliskili toksik sok sendromlarinin ise % 90’mndan sorumludur®*3*,

2.5.4.3. Eksfoltatif Toksinler

Eksfolyatif toksin molekiil agirligi 24,000 dalton olan ekzotoksin niteliginde
stiperantijen sinifina dahil bir proteindir. Staph. aureus buyyon Kkiiltlirlerinden izole
edilebilir. Epidermisin stratum granulosum tabakasindaki hiicrelerin desmoglein
reseptorlerine baglanarak, desmosom baglarinin kopmasina ve vezikiil olusumuna
neden olur. Haslanmis deri sendromuna, epidermal nekroz ve dermatit olusumuna
neden olur. Eksfolyatif (epidermolitik) toksin iki gesittir; eksfolyatin A kromozomal
kaynakl1 olup, 100°C’de 20 dakika, eksfolyatin B ise plazmid kaynakli olup, 60°C’de

30 dakika 1sitilmaya direnclidir?* 3343,
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2.5.5. Genom

Staph. aureus genomu; profajlar, plazmidler ve 2800 baz ¢iftli sirkiiler bir
kromozomdan olusur. Antibiyotik direnci ve bakteri viriilansindan sorumlu olan genler
bu kromozom veya ekstrakromozomal yapilar iizerinde bulunabilir. Guanintsitozin
icerigi % 32 olan genomun 2500’e yakin geni kodladig: diisiiniilmektedir?>*°,

Staph. aureus ile yapilan ¢ok sayida tim genom ve parsiyel genom dizi analiz
caligmalarinin verilerine gore Staph. aureus genomu ii¢ kisimda incelenebilir; temel
genler, degisken genler ve mobil genetik elementler (MGE). Temel genler tiim suslarda
% 97 oraninda ortak olan genlerdir. Degisken genler ise; genellikle konaga tutunma ve
konag1 yonetmede sorumlu olan yiizey proteinlerinin ekprese edildigi genler olup tek
niikleotid degisikligi ile yeni soylarin olugsmasinda etkili olan genlerdir. MLST, yedi
housekeeping gendeki bu degisken bdlgelerde goriilen mutasyonlarin analizine baglh
olarak soy iliskisini incelemede kullanilan yontemdir.

Insan ve hayvan kaynakli izolatlarin housekeeping genleri benzer olmasina
ragmen tasidiklar1 MGE’ler sayesinde biiyiik farkliliklar gosterirler. Staph. aureus
suslar1 arasinda antimikrobiyal direnci kodlayan genler ile ¢ok sayidaki viriilans geni
MGE’ler ile tasinmaktadir. Metisilin direncini kodlayan mecA genini tasiyan SCCmec,
PVL toksini tagiyan bakteriyofaj, ilag diren¢ genlerini tasiyan plazmid ve transpozanlar
bunlar arasinda en onemlileridir. Mobil genetik elementlerin horizantal gen transferi
daha patojenik, antibiyotik direnci daha yiiksek ve konak cesitliligi daha genis olan

klonlarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur® (Tablo 2).
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Tablo 2. Staph. aureus’da tespit edilen mobil genetik elementler®.

MGE Fonksiyonu
Bakteriyofaj Enterotoksin A sentezi
PVL sentezi

Stafilokokal kompleman inhbitérii (SCIN) sentezi
Stafilokokal kemotaksis inhibitdrii (CHIP) sentezi

Stafilokinaz sentezi

Patojenik adalar Enterotoksin B ve C sentezi
TSST sentezi
MDR genleri
Fusidik asit diren¢ genleri
Plazmid ve transpozanlar Antibiyotik ve agir metal direng genleri
Toksin sentezi

Arjinin metabolizmasi ile ilgili genler (ACME)

SCCmec Metisilin direnci
mec dis1 SCC Civa direnci
Genomik adalar Phenol soluble modulin (PSM) sentezi

Enterotoksin sentezi
Bakteriyosin sentezi

Proinflamatuvar etki

2.6. Stafilokoklarin Neden Oldugu Hastahklar
2.6.1. Staph. aureus’a Bagh Enfeksiyonlar
Staph. aureus kolonizasyon ve invazyonu sonucu gelisen siipiiratif karakterli

lezyon olusumu ile seyreden hiicre, doku ve organ patolojileridir.

2.6.1.1. Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlar:
Follikiilit; kil follikiilii kanallarinin tikanmasi ile karakterize, kendi kendini
siirlayan iyi huylu enfeksiyon odagidir. Kiiglik, kizarik ve agrilidir. Sistemik belirti

vermez*’. Fronkiil yiiz, boyun, koltuk alt1, kalgalar gibi kil follikiillerinin yogun oldugu
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bolgelerde daha sik goriilen agrili, sert, ortasinda nekroz olan kabarik lezyonlardir.
Icerisinde pii birikir ve bazen spontan olarak, bazen de cerrahi insizyon ile drene olur®.
Karbonkiil, bir¢ok kil follikiiliinii ayn1 anda tutan, 6zellikle boyunda deri alt1 dokulara
ilerleyen ve birden fazla siniisle disartya agilan biiyiik lezyonlardir. lyilestikten sonra
sert skar dokusu birakir. Ates, titreme ve halsizlik eslik edebilir ve bakteriyemiye neden
olabilir. Karbonkiil genellikle sistemik tedavi gerektirir. Bu kisilerin ¢ogu Staph. aureus
burun tastyicisidir?440,

Impetigo; en sik stafilokoklarla olusmaktadir ancak % 20’si Streptococcus
pyogenes tarafindan olusturulur. Genellikle c¢ocuklarda goriilen, yiiz ve eller gibi
viiciidun agik bolgelerini tutan, yiizeyel derinin enfeksiyonudur. Hastalik once bir
makiil olarak baslar. Zamanla makiil lizerinde i¢i yogun sivi ile dolu vezikiiller olusur.
Vezikiiller hizla riiptiire olur ve sar1 bir kurut tabakasi ile kaplanir. Sistemik semptom
ve skar goriilmez. Herpes simplex viriis ve sugigegi ile karisabilir. Gram boyama
ayrimda yardimeidir®*38,

Hidradenitis siipiirativa; aksilla, perine ve genital bolgelerde goriilen, apokrin ter
bezlerinin piyojenik enfeksiyonudur. Lezyonlar kendiliginden birden fazla yerden drene
olabilir. lyilestiginde skar birakir®*%,

Mastit; genellikle emziren annelerde ve dogumdan sonraki ilk 2-3. haftalarda
ortaya ¢ikar. Goriilme siklig1 % 1-3’tiir. Meme {izerinde kizariklik, sislik, sertlik ve agr
vardir. Siit kanalikiillerinde apse olusumlar1 vardir ve yogun seroanjindz bir akinti
tabloya eslik eder. Yiiksek ates ve sistemik semptomlar goriilebilir?*38-49,

Erizipel, smirlar1 belirgin eritemin oldugu ve atesin eslik ettigi deri
enfeksiyonudur. Etken genellikle Strep. pyogenes ve/veya Staph. aureus’ tur. Selliilit ise
deri ve deri alt1 bag dokusunun sinirlar1 belirgin olmayan enfeksiyonudur. Sistemik
semptomlar mevcuttur. Ozellikle immiin yetmezligi olan kisilerde G(-) bakteriler de
etken olabileceginden genis spektrumlu antibiyotiklerle parenteral tedavi edilir**3%.

Cerrahi yara enfeksiyonlari, operasyon bolgesinde iki giinde veya daha sonra
O0dem, eritem ve agr1 ile ortaya ¢ikar. Hafif sistemik semptomlar ve ates de siklikla eslik

eder. Drene olan sivinin Gram boyasi ve kiiltiirii ile tan1 konur. Derin doku ve yabanci

cisim enfeksiyonu sdz konusu ise uzun siire tedavi gerektirir®*.
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2.6.1.2. Derin Doku ve Sistemik Enfeksiyonlar

2.6.1.2.1. Bakteriyemi

Stafilokok bakteriyemileri genel olarak lokal stafilokok enfeksiyonlarina
sekonder olarak gelisir ve hastane kokenli ve toplum kokenli olmak iizere iki grupta
incelenmektedirler. Hastane kokenli bakteriyemiler genellikle kataterden ve diger
invazif girisimlerden kaynaklanirken toplum kokenli olanlar seliilit, osteomyelit,
endokardit ve pndmoni gibi bir odaktan kaynaklanmaktadir. Hastane kokenli
bakteriyemi, hastaneye yatistan 48-72 saat sonra ya da hastaneden ¢ikistan sonraki ilk
10 giin igerisinde baglayan bakteriyemileri ifade eder. Toplum kdkenli bakteriyemiler
ise hastaneye yatista var olan ya da ilk 24-72 saat igerisinde baslayan bakteriyemileri
ifade eder. Yapilan ¢aligmalarda Staph. aureus’un hastane kokenli bakteriyemilerin %
11-33’{inden, toplum kdkenli bakteriyemilerin ise yaklasik % 50’sinden sorumlu oldugu
gosterilmigstir. Genel olarak stafilokok bakteriyemilerinin % 86’s1 hastane kokenlidir.
Staph. aureus 'un neden oldugu bakteriyemilerde hemorajik ve nekrotik cilt lezyonlar
ile karaciger, dalak ve kas gibi dokularda abselerle karakterize metastatik enfeksiyonlar

sik goriiliir?*40->°,

2.6.1.2.2. Endokardit

Staph. aureus, normal kalp kapaginda, protez kapagin erken donemlerinde ve
intravendz ilag kullananlarda goriilen akut bakteriyel endokarditin en sik nedenidir.
Tiim endokardit etkenleri arasinda goriilme sikligr % 10-27°dir. En sik mitral kapagi
tutar. Hastane ya da toplum kokenli olabilmektedir. Stafilokokal kalp enfeksiyonlarinin

tanist i¢in kan kiiltiirii ve ekokardiyografi yardimeidir®!.

2.6.1.2.3. Perikardit
Genellikle travma veya gogiis cerrahisi sonrasi bazen de hematojen yolla gelisir.
enfektif endokardite sekonder olarak da goriilebilir. Perikardit vakalarinin yaklasik %

22’sine etken Staph. aureus’tur®**,
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2.6.1.2.4. Menenjit
Staph. aureus menenjitleri genellikle bakteriyemiye sekonder olarak, travma
veya cerrahi sonrast komplikasyon olarak goriiliir. Tiim menenjitler arasinda goriilme

siklig1 %2-3 olmasina ragmen mortalitesi ¢ok yiiksektir**384,

2.6.1.2.5. Pnomoni

Toplumdan kazanilmis Staph. aureus pnomonileri genellikle influenza
epidemilerinden sonra goriiliir. Hastane kokenli Staph. aureus pndmonileri ise
genellikle entiibasyon sonrasi veya aspirasyona bagli olarak goriiliir. Her iki durumda
pulmoner enfeksiyon, apse olusumu ve plevral ampiyem, pnomotosel gibi lokal
komplikasyonlara yol acabilir. Staph. aureus’a bagli inhalasyon pndmonisi genellikle
influenza enfeksiyonundan birkag glin sonra ortaya c¢ikar. Yasli, diabetik ve
brongektazisi olanlarda ve nozokomiyal pndmonilerde de 6nemli etkenlerdendir. Sepsis
ve endokardit sonrasi metastatik enfeksiyon seklinde de ortaya cikabilir. Genellikle
cocuklarda goriilen ve fatal bir tablo olan toplum kdkenli nekrotizan pnémoni ile PVL

arasinda iliski oldugu tespit edilmigtir®*3%-40,

2.6.1.2.6. Plevral Ampiyem

Plevral ampiyem olgularinin yaklasik 1/3’linde etken Staph. aureus’tur. Baslica
pnomoni ve akciger apselerinden direk yayilim ile veya gogiis cerrahisi komplikasyonu
olarak gelisir. Nadiren hematojen yolla da olusabilir. Tan1 plevral sivinin bakteriyolojik

incelemesi ile konur?*3%.

2.6.1.2.7. Kemik ve Eklem Enfeksiyonlari

Staph. aureus, akut osteomyelitlerin en sik nedenidir ve siklikla 12 yas altindaki
cocuklarda goriilmektedir. Bakteri uzak bir odaktan hematojen yolla kemiklere ulagir.
Vakalarin yarisinda kan kiiltiirii pozitiftir. Cocuk yas grubunda daha ¢ok uzun kemikler
tutulurken yetigkinlerde vertebral tutulum daha siktir. Uzun kemik tutulumlarinda
metafiz bolgesinde agr1 en sik goriilen bulgudur. Radyografi 10-14 giinden 6nce yarar
saglamaz. Vertebral tutulumlarda, tutulan vertebra iizerinde ciddi agr1 goriiliir. Ates

genelde vardir. Tedavinin geciktigi vakalarda kroniklesme goriiliir ve uzun yillar siiren
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piiriilan akint1 tipiktir. Hizli tam1 ve dogru tedavi ile Staph. aureus osteomyelitinin
prognozu oldukga iyidir?*.

Cocuk yas grubunda septik artritlerin en sik sebebi Staph. aureus’tur.
Yetiskinlerde ise nongonokoksik artritlerde en sik etkendir. Eklem iizerinde agri, 1s1
artist ve siglik tipiktir. Eklem sivist ¢ok sayida 10kosit ve etken patojenden dolayi
bulaniktir. Bazen piiriilan olabilir?*%°,

Septik bursitlerde de yaklasik % 80 etken Staph. aures’tur. Daha ¢ok diz ve

dirsek eklemlerinde goriiliir’*,

2.6.1.3. Toksine Bagh Hastaliklar
Baz1 Staph. aureus faj tipleri tarafindan iiretilen ve siiperantijen 6zelligine sahip

toksinlerin yol a¢tig1 hiicre ve doku patolojileri bu grupta yer alir.

2.6.1.3.1. Stafilokokal Haslanmis Deri Sendromu

Stafilokokal haglanmig deri sendromu genellikle yenidogan ya da bir yasin
altindaki cocuklarda goriliir. Hastalik belirtilerinden eksfolyatif toksin A ve B
sorumludur. Epidermisin stratum granulosum tabakasindaki hiicrelerin desmoglein
reseptorlerine baglanarak desmosom baglarinin kopmasina ve vezikiil olusumuna neden
olur. Lezyonlar toksinin etkisi ile olustugu icin ve toksin sitoliz ya da inflamasyon
yapmadigindan epidermis tabakalarinin Gram boyamasinda stafilokoklara ya da
l6kositlere rastlanilmaz. Bu da tani1 koydurucu bir 6zelliktir. Genellile nazofarenks,
gobek veya flriner sistemin Staph. aureus enfeksiyonunun ardindan 24-48 saat
igerisinde yaygin biiller olusur. Mukozal tutulum yoktur. Saglam goriinen deri hafif bir

siirtiinme ile siyrilir. Buna Nikolsky bulgusu denir?*234°,

2.6.1.3.2. Toksik Sok Sendromu

Toksik sok sendromu; 1980’lerin baslarinda menstiirasyon siirecinde yiiksek
emici tamponlarin kullaniminin artmasi ile birlikte genc¢ kadinlarda ¢ok sayida olgu
olarak bildirilmistir. Toksijenik suslar tarafindan lokal olarak salgilanan TSST-1
mukozalar1 gegcer ve tiim viicuda yayilir. Menstriiel toksik sok sendromu, bir
stiperantijen olan TS$ST-1’in immiin sistemi hiperaktive etmesiyle menstiirasyonun

bitiminden sonraki ilk iki giin igerisinde baslar. Klinik bulgular; ates, halsizlik, kas
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agrilari, bogaz agrisi, bulanti ve ishali takiben yiiksek ates, hipotansiyonla birlikte
kapiller yetmezlik, hipoalbliminemi, yaygin godesiz Odem, birka¢ giin sonra
deskuamasyona neden olan eritemli makiilopapiiler dokiintii, bol sulu ishal, konfiizyon
ve renal yetmezlikle karakterizedir. Mortalite % 3’tiir. Ek olarak hastalarin vajinal
hiperemileri vardir. Kan kiiltiirlerinde bakteri tespit edilemez. Ancak % 98 olguda
stafilokoklar vajinadan izole edilebilmektedir.

Menstriiel olmayan toksik sok sendromu, tampon kullanimiyla iligkisizdir ve
TSST-1’den baska daha nadir olarak enterotoksin B ve C ile de olusturulabilir. Etken;
cerrahi yaralar, akcigerler, mukoza veya deri ile diyaliz kateterleri gibi viicudun

herhangi bir béliimiinde kolonize olmus olan mikroorganizmalar olabilir?**®,

2.6.1.3.3. Besin Zehirlenmesi

Besin zehirlenmesi; genellikle yiyecek hazirlayicilarinin ellerinde kolonize
olmus Staph. aureus suslarmin yiyeceklere bulasmasi ve bu yiyecekler iizerine
salgiladiklar1 1s1ya direngli enterotoksinlerin yiyeceklerle birlikte tiiketilmesi ile ortaya
cikar. Bu toksinler barsaktan direk sivi kaybina neden olduklar gibi siiperantijen olarak
da etkilidirler. Genellikle bol karbonhidratli ve siitlii tatlilar, patates salatalari, tavuk eti
ve dondurma gibi yiyeceklerle bulagmaktadir. Besinler normal goriiniiste ve
kokudadirlar. Kisa bir inkiibasyon siirecinden (2-6 saat) sonra bulanti ve kusma ile
baslamaktadir. Daha sonra bulant1 kusmanin eslik ettigi karin agris1 ve sulu ishal baglar.
Ates ve norolojik bulgular tipik olarak bulunmaz. Salginlar halinde goriilmektedir.
Stiphelenilen besinden Gram boyama, kiiltiir ve toksin arastirilmasi taniya yardimcidur.

Hastalik daha ¢ok stafilokokal enterotoksin A, B ve C ile olusur?*4°,

2.6.2. KNS’lerin Neden Oldugu Hastaliklar

KNS’ler normal deri florasi liyesidir. Bu sebeple alinan klinik 6rneklerde sik sik
kontaminan olarak kargimiza ¢ikarlar. Deri ve mukoza florasinda en sik goriilen
stafilokoklar Staph. epidermidis ve Staph. hominis dir. Insanlarda klinik materyallerden
etken patojen olarak en sik izole edilenler ise sirasi ile; Staph. epidermidis, Staph.
sapropyhticus, Staph. haemolyticus, Staph. lugdunensis 'tir.

Viicutta bulunan tan1 veya tedavi amagh protez, intravendz katater, kaniil ve

sondalar gibi invaziv enstriimanlar slime tabakasi ile kolay kolonize olan ve
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sterilizasyona direncli hale gelen KNS’ler icin tasiyici rolii iistlenerek enfeksiyon
olusumuna katkida bulunur. KNS’lerin olusturdugu enfeksiyonlarin ¢ogu yabanci cisim
veya katater ile iligkilidir. Dogal kapak endokarditi, periton diyaliz katater enfeksiyonu
ve Staph. saprophyticus’un etken oldugu {iriner sistem enfeksiyonu disinda KNS
enfeksiyonlarinin ¢ogu hastane kdkenlidir ve ¢oklu antibiyotik direnci izlenir.

KNS’ler damar i¢i kateter ile iligkili bakteriyemilerde en sik etkenlerdir. Dogal
kapak ve subakut protez kapak endokarditlerinde de etken % 60-80 oraninda Staph.
epidermidis’tir. Sant enfeksiyonlarinda 2/3, periton diyaliz hastalarindaki peritonitlerde
% 40 oraninda etken KNS’lerdir ve genellikle Staph. epidermidis’tir.

Staph. epidermidis kardiyotorasik cerrahi sonrasi sternal osteomyelitlerde, protez
eklem cevresindeki osteomyelitlerde ve hemodiyaliz sant1 ile iliskili hemotojen
osteomyelitlerde en sik etkendir. KNS’ler protez sonrasi ge¢ donem enfeksiyonlarinda
ve g0z cerrahisi sonrasi gelisen endoftalmitlerde de 6nemli etkenler arasindadirlar.

Staph. saprophyticus 6zellikle dogurgan cagdaki kadinlarda komplike olmayan

akut iiriner sistem enfeksiyonlar1 arasinda ikinci en sik etkendir?**°,

2.7. immunopatogenez ve Immiin Sistemden Kagis

Stafilokoklar hem toplum koékenli hem de hastane kdkenli enfeksiyonlarda en
onemli etkenlerden birisidir. Yaptig1 enfeksiyonlar basit cilt ve yara enfeksiyonlarindan
ciddi organ tutulumlu sistemik enfeksiyonlara kadar degismektedir. Ayrica burun ve cilt
tagiyiciligl da toplumda ¢ok yiiksek diizeydedir. Bazen kommensal bazen ciddi patojen
olarak bulunmasi Accessory gene regiilatér (Agr) ad1 verilen global bir guorum sensing
regulatuvar sistemi kontroliindeki ekzotoksinler, enzimler, adezinler gibi sahip oldugu
viriilans faktorlerinin yani sira konagin immiin cevabini diizenleyebilme yetenegine de
baglidir’>3,

Stafilokokal enfeksiyonlar i¢in konak savunmasinin ilk basamagini fiziksel ve
aynt zamanda immiinolojik bir bariyer gorevi yapan dermis ve epidermis olusturur.
Epidermisteki bazal tabakadan farklilasarak siirekli iist tabakalara go¢ eden
keratinositler organelden fakir ve hiicreler arasi capraz baglardan zengin yapilari
sayesinde iyi bir fiziksel bariyer islevi goriirler. Epidermisin altindaki dermisde bulunan

kollajen ve elastin fibrillerden olusan fibroz stroma da bu bariyere katkida bulunur.

Epidermisteki Langerhans hiicreleri ve dermiste bulunan makrofajlar, mast hiicreler,
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dentritik hiicreler, T ve B lenfositler, Natural Killer (NK) hiicreler ise derinin bir
immiin bariyer olmasini saglarlar*>°,

Staph. aureus enfeksiyonlarina kars1 savunmada hem dogal hem de kazanilmis
immiinite gorev alir. Dogal immiinite uyarilinca nétrofil ve makrofaj fagositozu,
kompleman aktivasyonu gibi nonspesifik proinflmatuvar cevap olusur. T ve B
lenfositlerin antijeni fark etmesiyle baglayan kazanilmis immiin cevap ise antikor aracili
immiin cevap ile hiicresel immiin cevaptan olusur ve oldukga spesifiktir’*. Giiniimiizde
dogal immiinitenin de aslinda Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs)
denilen mikroorganizmanin iyi korunmus molekiiler yapilara kars1 kismen spesifik
oldugu bilinmektedir.  Konak hiicredeki PAMPs tanima reseptorlerine Pattern
Recognition Receptors (PRRs) denilmektedir. Hem notrofil, makrofaj, Langerhans
hiicresi, dentritik hiicre gibi immiin sistem hiicrelerinde hem de epitel hiicresi,
keratinosit, fibroblast, endotel hiicresi, adiposit gibi nonimmiin hiicrelerde bulunan
PRRs uyarilinca nétrofil gogii basta olmak iizere erken immiin cevaptan sorumlu ¢esitli
sitokin, kemokin ve antimikrobiyal peptidlerin sentezi baslatilir’*37-8,

Keratinositler cesitli yollardan erken immiin cevaba katki saglarlar. Ilki;
keratinositler Human p-Defensin (hBD2 ve hBD3), katelisidin (LL-37) ve RNaz-7 gibi
cesitli bakterisidal ve bakteriyostatik peptidler salgilarlar. Bu peptidler antimikrobiyal
etkilerinin yaninda ayn1 zamanda dogal ve kazanilmis bagisiklikta gorev alan gesitli
immiin sistem hiicrelerinin de kemotaksisine katki saglar. Ikincisi; keratinositler,
PRRs’den Staph. aureus’a ait lipopeptidleri, lipoteikoik asidi ve peptidoglikani tanityan
Toll-like Receptors (TLRs) 1, 2, 6 ve peptidoglikan yikim iiriinii olan muramil dipeptidi
taniyan  sitoplazmik  (Nucleotide-binding oligomerization domain-2 (NOD?2)
reseptorlerini tagirlar ve uyarilmalart sonucu IL-1a salgilayarak Niikleer Faktor «f3 (NF-
kP), Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) yolaklari iizerinden sitokin, kemokin
ve antimikrobiyal peptid sentezini baslatirlar 34> (Sekil 3).

Notrofiller stafilokok enfeksiyonlarinda killit hiicrelerdir ve tipik piyojenik
lezyonlardan sorumludurlar. Mikroorganizma ile karsilasan ilk fagositer hiicrelerdir ve
etkenin ortadan kaldirilmasindaki en etkin lokositlerdir. PRRs tarafindan patojenin
taninmasina cevaben sentezlenen IL-l1a, IL-1pB, TNF-a ve IL-6 basta olmak {izere
proinflamatuvar sitokinler ve kemokinler sayesinde enfeksiyon bdlgesine go¢ ederler ve

cesitli yollardan mikroorganizmay: dldiiriirler'®>!1%3(Sekil 3). Nétrofiller yiizeylerindeki
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Fc ve kompleman reseptorleri sayesinde antikor ve kompleman aracili fagositozla
mikroorganizmayi hiicre i¢ine alip oksijen radikalleri (Oz2°, H202, HOCI), antimikrobiyal
peptidler (katelisidin, lizozim, azurosidin, a-defensin) ve enzimler (katepsin G, elastaz,

jelatinaz, kollajenaz, proteinaz) aracihigi ile 6ldiiriirler®!:%2,

Nowofil birikmesi ve
abse olusumu

NF-xB
AcﬁvaﬁoN

Kemotaksisi
saglavacak sitokin,
kemokin ve adezyon
molekiillerinin
sentezi

Sekil 3. Staph. aureus’a karsi olusan erken immiin yant>,

Ayrica notrofiller 6nemli besinler olan demiri baglayan laktoferrin, B12’yi
baglayan transkobalamin-II ve bakteriyel siderofajlar1 baglayan Neutrophil Gelatinase
Associated Lipocalin (NGAL) faktorlerini ve bakterinin sitoplazmaya kagmasi
durumunda sitoplazmada ¢ogalmasmi &nlemek icin Mg?" ve Zn?>* selasyonu yapan
kalprotektin (S100A8/S100A9) isimli protein kompleksini de igerir. Son olarak
notrofiller hiicre disina salgiladiklart Neutrophil Extracelluler Traps (NETs) olarak
adlandirilan antimikrobiyal peptidler [Human Neutrophil Peptides (HNPs), B-
defensinler, katelisidin, RNaz-7, dermisidin], proteazlar ve kromatin sayesinde

mikroorganizmalar1 ekstraselliiler olarak tuzaga diisiiriirler>*%3.
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Staph. aureus noétrofil cevabindan korumak igin cesitli mekanizmalara sahiptir.
Sentezledigi Chemotaxis Inhibitory Proteins of Staphylococci (CHIPS) ile kemotaktik
olan C5a reseptorlerini bloke ederek ve Extracelluler Adherence Protein (Eap) ile
epitelyal adezyon molekiilleri ile etkileserek notrofil kemotaksisini bozarlar®*. Protein A
sayesinde IgG’nin Fc koluna baglanarak antikor aracili fagositozdan kacgarlar. FnBP ve
CF sayesinde kiimeleserek fagositozdan korunurlar®-%®, Salgiladiklar1 PVL gibi sitolitik
toksinler sayesinde nétrofilleri ve diger immiin sistem hiicrelerini lizise ugratirlar®-°6,
Yine notrofil lizisinden sorumlu olan a-tip fenol modulinler TK-MRSAlar ile yakindan
iliskili bulunmustur®’. Koloniye altin saris1 rengini veren karoten pigmenti ve siiperoksit
dismutaz enzimi sayesinde oksijen radikallerinden korunmaya calisirlars®®,
Stafilokinaz ile a-defensini, IsdA (lron-regulated surface determinant A) ise Hbd2 ve
LL-37’yi notralize ederler. Cesitli protezlarla antimikrobiyal peptidleri yikarlar ve
ylizeylerindeki Multiple Peptide Resistance Factor (MprF)’’ sayesinde kendi hiicre
membranlariin anyonik yiikiinii azaltarak katyonik antimikrobiyal peptidlere dayanikli
hale gelirler’*7°,

TLRs ve NOD reseptorlerinin haricinde Peptidoglycan Recognation Receptor
Proteins (PGRPs)”’ ve Tumor Necrosis Factor-o. Receptor 1 (TNFR 1)’de stafilokokal
enfeksiyonlarda etkili bulunmuglardir. Protein A ile TNFR 1 arasindaki etkilesimin
konak defansinda majér rol oynadig1 diisiiniilmektedir’*7°.

Konak savunmasinda ilk hat olan dogal immiiniteden bir siire sonra etkene
spesifik olan ve immiinolojik hafizay1 olusturan kazanilmis bagisiklik devreye girer.
Kazanilmis bagisikligin B lenfositler tarafindan diizenlenen humoral (antikor aracili) ve
T lenfositler tarafindan diizenlenen hiicresel iki kolu bulunmaktadir®*’!. Thl
hiicrelerden Interferon gama (IFNy) salgilanmasi hiicresel immiiniteyi uyarirken ayni
zamanda noétrofil kemotaksisini ve maturasyonunu da arttirmaktadir. Th2” den IL-4 ve
IL-13 salgilanmasi antikor aracili immun cevabi indiikler. Bu antikorlar fagositozda rol
alirlar™*7!, Ancak hem atopik dermatitli bireylerde Th2 cevabinin artmis olmas1 hem de
Staph. aureus’un sliperantijenleri ile olusturdugu etkinin Th2 cevabi yoniinde olmasi
nedeni ile Th2 cevabinin artmis kolonizasyon ve daha kotii klinik tablo ile iliskili
oldugu Thl cevabinin ise etkenin ortadan kaldirildigi tablolarla iligkili oldugu

diisiiniilmektedir®*">73. Staph. aureus enfeksiyonlarinda bakterinin cesitli toksinlerine

(a-toksin, B ve y hemolizin, PVL ve enterotoksinler), viriilans faktorlerine (aerolizin,
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IsdA ve sliperantijenler), hiicre duvar proteinlerine (CF, FnBP) ve protein olmayan
antijenlerine (kapsiiler polisakkaritler, lipoteikoik asit ve peptidoglikan) karsi kanda
yiiksek oranda antikor tespit edilir. Buna ragmen tekrarlayan enfeksiyonlarin sik olmasi
ve antikor temelli asilarla immiinizasyonun zayif olmasi nedeni ile bu antikorlarin
koruyuculugunun diisiik oldugu diisiiniilmektedir>*°.

Staph. aureus, T ve B lenfositler lizerinde etkili siiperantijenlere de sahiptir.
Enteretoksinler gibi siliperantijenler, antijen sunan hiicrelerdeki MHC class II
molekiillerine baglanarak T hiicre reseptorlerinin uyarilmasina neden olurken SpA ise
ozellikle dalakta ve kemik iligindeki immatiir B hiicreleri olmak {izere B lenfositleri
etkileyerek prolifere olmasina ve apopitoza gitmesine neden olurlar. Béylece etkin bir
koruyucu immiinite gelismesine engel olurlar’*’". Farelerle yapilan ¢alismalarda SpA
mutant suslarla enfekte edilen hayvanin vahsi tip Staph. aureus’a karsi da etkin
koruyucu immiinite gelistirebildigi izlenmis ve SpA’nin as1 ¢aligmalart igin hedef
olusturabilecegi diisiiniilmiistiir’*’*. SpA’nin aym zamanda IgG’nin Fcy domainine ve
platelet agregasyonundan sorumlu vWF’e baglanarak yilizey antijenlerini maskeledigi
bdylece opsonizasyondan ve fagositozdan kacis1 sagladigi da iyi bilinmektedir. SpA ile
ortak yapilara sahip olan Staphylococcal Binding of Immunoglobulin (Sbi) de SpA gibi
IgG’nin Fc kolunu baglamasimin yani sira C3d ve faktér H ile trimer olusturarak B
hiicrelerinden spesifik immiinglobulin sentezini engeller’’.

Bir stafilokokal yiizey proteini olan Adenozin sentaz A (AdsA), 5’ niikleotidaz
aktivitesi ile konakta ekstraseliiler adenozin miktarini arttirmakta bu da G protein
ailesinden reseptorlerle etkileserek hem dogal hem de kazanilmis immiinite ile ilgili
antiinflamatuar yolaklarin aktiflenmesine neden olmaktadir. AdsA’nin viriilansta ve
bakteriyemi olusumunda major bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir’’.

T ve B lenfositlerden baska NK hiicrelerin bir kolu olan Th17 hiicrelerinin de
stafilokokal enfeksiyonlarin kontroliinde ¢ok énemli rolii oldugu tespit edilmistir. Th17
tarafindan {retilen IL-17 hem ndtrofil kemotaksisini hem de keratinositlerden

antimikrobiyal peptit sentezini arttirmaktadir>*’2,
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2.8. Tam

2.8.1. Boyama

Serebrospinal ve eklem sivist gibi normalde steril olan viicut sivilarmin direk
mikroskobik incelemesi kullanilabilir. Direk mikroskobik inceleme tek basina patojenik
stafilokoklar ile patojenik olmayanlari veya stafilokok dist G(+) koklar1 birbirinden

ayirmada yeterli degildir®’.

2.8.2. Kiiltiir

Staph. aureus’larin tanimlanmasinda birgok segici ve zenginlestirici besiyerleri
kullanilabilir. Klinikte en sik kullanilan besiyeri koyun kanli agardir. Staph. aureus bu
besiyerinde 37°C’de 18-24 saatte genellikle beta-hemolitik, S tipi koloniler olusturur.
Staph. aureus ayirici tanisi i¢in sik kullanilan besiyerlerinden biri de Mannitol salt agar
(Chapman besiyeri) olup % 1 mannitol, % 7,5 NaCl, fenol kirmizis1 ve pepton igerir.
Staph. aureus’lar KNS’lerden, bu besiyerindeki mannitolii fermente etmeleri ile agiga
cikan asitlik nedeniyle kolonilerinin etrafinda sar1 halka olusmasiyla ayrilirlar.
Stafilokoklarin selektif tanimlanmasinda kullanilan besiyerlerinden olan Baird-Parker
agar, yumurta sarisi emiilsiyonu ve potasyum tellurit igeren bir besiyeridir. Yumurta
sar1s1 lesitinaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, potasyum tellurit ise stafilokoklarin
telluriti telluryuma indirgemesiyle olusan siyah kolonilerin izlenmesi ve potasyum
telluritin G(-) mikroorganizmalar {izerinde inhibisyon etkisine sahip olmasi nedeniyle
kullanilmaktadir. Besiyerinde koloni etrafinda yumurta sarisinin par¢alanmasina neden
olan lesitinaz enzim aktivitesi ile berrak bir zon olusur. Baird-Parker agar besiyerinde
mikrokoklar ve diger stafilokoklar da hafif siyah renkli koloniler olusturarak gelisirler
ancak, bu kolonilerin lestinaz aktivitesi olmadig1 i¢in Staph. aureus'dan ayrimi kolaydir.
Bunun disinda Staph. aureus’un spesifik olarak tanimlanmasini saglayan kromojenik
identifikasyon besiyerleri de mevcuttur. Staph. aureus klinik materyallerin ekiminin
yapildig1 nonspesifik besiyerlerinin ¢ogunda iirer. Rutin laboratuvar tanisinda koyun
kanli agardaki sar1, genellikle hemolizli koloniler segilerek koloni tipi, Gram boyama ve

biyokimyasal 6zelliklerine gore Staph. aureus’lar tanimlanir®.
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2.8.3. Katalaz

Katalaz testi stafilokoklar: streptokoklardan ayirmada kullanilan temel testlerden
biridir. Katalaz, bakteriyi toksik oksijen radikallerinden koruyan bir sitokrom oksidaz
enzimidir. Test % 3’liik hidrojen peroksit ile bakterinin lam {izerinde karsilastiriimasi
prensibine dayanir. Stafilokoklardaki katalaz hidrojen peroksidi suya ve oksijene
parcalar. A¢iga ¢ikan oksijenden otiirii hizli bir gaz ¢ikis1 gozlenir. Biitiin stafilokoklar

katalaz pozitiftir®>°,

2.8.4. Lizostafin

Stafilokoklarin hiicre duvarindaki peptidoglikan tabakadaki glisinden zengin
pentapeptid kopriilerini yikan bir tiir endopeptidazdir. Lizostafin duyarliligi disk
difiizyon veya tiip diliisyon testi ile tespit edilebilir. Stafilokoklar lizostafine duyarlidir,

mikrokoklar ise direnglidir®>*°.

2.8.5. Furozolidon
Mikrokoklarla stafilokoklar1 ayirt etmede kullanilan bir duyarlilik testi olup
genellikle disk difiizyon yontemi ile tespit edilir. Stafilokoklar furozolidona duyarli

sonug verir. Mikrokoklar ise direnclidir?>*°.

2.8.6. Koagiilaz

Koagiilaz enzimi plazmadaki fibrinojenin fibrine doniistimiinii katalizleyerek
bakteriyi konagin savunma sisteminden korur. Koagiilaz tayini Staph. aureus ile diger
KNS’lerin ayiriminda kullanilan temel testlerdendir. Koagiilaz tayininde EDTA’l
tavsan plazmasi kullanilir. Bagli ve serbest koagiilaz olmak tizere iki tipi vardir:

Lam koagiilaz (Bagl koagiilaz/CF): Temiz bir lamin uca yakin kisimlarina birer
damla saf su damlatilir. Kuskulu stafilokok kolonilerinden 6ze ile alinarak bu iki
damlayla karistiritlip homojen siispansiyonlar elde edilir. Bu siispansiyonlardan birinin
tizerine plazma, digerinin lizerine negatif kontrol olarak fizyolojik tuzlu su damlatilir ve
elde ¢evirme hareketleri yaparak karistirilir. Pozitif sonuglarda 10-30 saniye sonra
plazma eklenen damlada stafilokoklarin birbirine yapismasi nedeniyle gozle goriiliir bir
kiimelesme olusur. Bunun sebebi hiicre duvarinin yilizeyinde bulunan CF 'dir. Yiiksek

tuz oran1 otoagliitinasyona yol agabileceginden mannitol salt agar gibi besiyerlerindeki
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kolonilerden c¢alisiimamalidir. Lam koagililaz negatif olan suglar tiip koagiilazla
dogrulanmalidir. Staph. lugdunensis ve Staph. schleiferi sp. schleiferi lam koagiilaz
pozitif olabilir.

Tiip koagiilaz (Serbest koagiilaz): Test calisilirken bir koloniden 6ze ile alinan
ornek plazma iginde ezilerek emiilsiyon haline getirilir. 37°C’de inkiibe edilip, 1. ve 4.
saatlerde piht1 olusumuna bakilir. Eger piht1 olusmazsa bir gece oda 1sisinda bekletilir.
Fakat bazi suslar fibrinolizin olusturabileceginden fazla beklemesi yalanci negatif sonug
verebilir. Pihtilasmanin nedeni ekstraselliiler olarak sekrete edilen ve plazmadaki CRF
ile birleserek fibrinojeni fibrine ceviren koagiilaz enzimidir. Baz1 koagiilaz negatif
stafilokoklar (Staph. intermedius, Staph. hyicus, Staph. delphini, Staph. schleiferi sps.

schleiferi) da pozitif reaksiyon verebilir?>4,

2.8.7. DNaz

Tiip koagiilaz ve katalaz testleri zayif ya da belirsiz sonuglandigi durumlarda
Staph. aureus’v KNS’ den ayirmak i¢in DNaz testi kullanilir. DNA igeren DNaz agara
Staph. aureus oldugu diisiiniilen koloni ekilir. 35°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda
DNaz enzimini igeren Staph. aureus besiyerindeki DNA’y1 pargalayacaktir. Besiyerine
olusan kolonilerin iizeri 1N HCI ile kaplandiginda asit DNA’y1 ¢okelteceginden Staph.
aureus kolonisinin etrafindaki bolge seffaf kalirken, diger bolgelerde hala DNA mevcut
oldugundan bulanik gdriiliir. Pozitifligi daha iyi gérmek i¢in besiyerine toluidin mavisi

eklendiginde DNaz pozitif kolonilerin etrafinda pembe bir hale goriiliir®>*.

2.8.8. Termostabil Niikleaz (Termoniikleaz)

Staph. aureus’un 1siya dayanikli deoksiriboniikleaz olusturmasi temeline
dayanir. Testin uygulanisinda standart bir mikroskop lamui {izerine toluidin mavisi DNA
agar ilave edilir. Agar katilastiktan sonra 2 mm capinda kuyucuklar acilir. Agilan
kuyucuga Ornekler ilave edilip nemli ortamda 35°C’de 4 saat inkiibe edilir. Bu siirenin
sonunda toluidin mavisi igeren agarda DNA’nin pargalanmasiyla agiga ¢ikan
oligoniikleotidler nedeniyle parlak pembe-kirmizi ya da mor renkli hale olusmasi pozitif

olarak degerlendirilir®>°,
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2.8.9. Novobiosin direnci
Staph. saprophyticusu diger klinik 6nemi olan tiirlerden ayirmak i¢in yapilan

disk difiizyon duyarlilik testidir>>,

2.8.10. Ticari Biyokimyasal Test Yontemleri
Ticari kit tantmlama ve otamatize sistemler stafilokok tiirlerini % 70 ile > % 90
dogrulukla nispeten hizli ve kolay sekilde bir ¢ok tiirii tamimlayabilir. Mevcut
tanimlama sistemleri arasinda Vitek, Vitek 2, APl STAPH, MicroScan Pos ID panel,
MicroScan Rapid Pos ID panel, BBL Crystal Gram pozitif tanimlama sistemi, Pasco
MIC/ID Gram pozitif panel ve BD Phoenix otomatize tanimlama sistemi, GP
MicroPlate test paneli, MIDI Sherlock tanimlama sistemi ve RiboPrinter gibi sistemler
bulunmaktadir. Vitek 2 sisteminde stafilokoklarin tanis1 i¢in Gram pozitif
idendifikasyon ve duyarlilik kartlar1 kullanilmaktadir. Kartlar tizerinde karbon kaynagi
kullanimini, enzimatik aktiviteyi ve direnci Olgen biyokimyasal testlerin oldugu
mikrokuyucuklar bulunmaktadir.
Staph. aureus tanisinda latex agliitinasyonla protein A aranmasi, fibrinojenle
duyarhilastirilmis koyun eritrositlerinin kullanildig1 pasif hemagliitinasyonla CF tayini
ve sadece Staph. aureus’ta bulunan asetilglikozaminidaz enzimini tespit eden ELISA

yontemleri gibi farkli yontemler de kullanilabilir®>4°,

2.9. Duyarhlik Testleri

Klinik olarak o6nemli enfeksiyonlardan izole edilen stafilokoklar igin
konvansiyonel duyarlilik testlerinin rutin olarak yapilmasi Onerilmektedir. Bununla
beraber laboratuvarlar i¢in en 6nemli nokta MRSA’nin tanimlanmasidir. Metisilin
direnci B-laktam antibiyotiklere afinitesi olmayan PBP2a’y1 kodlayan mec geni ile
iliskilidir. Bu gen Polymerase Chain Reaction (PCR) kullanilarak tespit edilebilir. Cogu
laboratuvar direncin gostergesi olarak rutinde bir fenotipik yontem olan oksasilin testini
kullanmaktadir. 6 pg/mL oksasilin ve %4 NaCl iceren Miiller-Hinton agarda iireyen
stafilokoklar mecA pozitif ve metisiline direnclidir. Fakat sefoksitin disk difiizyon testi
mecA bagiml direnci gostermekte oksasilinden daha iyi bir belirtegtir. Alternatif olarak

mecA geninin {iriinii PBP2a icin gelistirilmis lateks agliitinasyon ve hibridizasyon gibi
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yontemlere dayali ticari testler bulunmaktadir ve bu testler PCR veya oksasilin diski

direng testlerinden daha hizlidir>>#°.

2.10. Molekiiler Tiplendirme Testleri

Hem toplumda hem de hastanelerde goriillen MRSA nedenli enfeksiyonlarin risk
yonetiminde etkenin kaynaginin ve bulas yollarinin molekiiler yontemlerle hizli tespiti
MRSA kontroliinde anahtar veriler saglamaktadir. Fakat hicbir molekiiler yontem
ozellikle toplum kokenli suslardaki cesitlilik nedeni ile yeterli ayrim giicline sahip
bulunmamakta ve kombine sekilde kullanilmaktadirlar. Giiniimiizde kullanilan en
popiiler MRSA tiplendirme yontemleri PFGE, MLST, SCCmec tiplendirme ve spa
tiplendirme yontemleridir. Bunlarin disinda Multilocus Tandem Repeat Analysis
(MLVA) ve piyasada kit seklinde bulunan rep-PCR da yapilan caligmalarda
denenmistir. MLVA; laboratuvarlar arasinda diskriminatif giici ve tekrarlanabilirligi
cok degisken oldugu i¢in, rep-PCR ise tekrarlanabilirli§i ¢ok yiiksek oldugu halde
diskriminatif giicli diisiik oldugu ve standart bir isimlendirmesi olmadig1 i¢in yaygin
olarak kullanilmamaktadir (Tablo 3). Son zamanlarda major klonal komplekslere ve
subklonlara spesifik olan tek niikleotid polimorfizmlerinin tespitine dayali PCR ve
mikroarray bazli yontemler de gelistirilmis ve SNP typing systems olarak

adlandirilmistir’.
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Tablo 3. Metisilin direncli Staph. aureus tiplendirmesinde kullanilan molekiiler yontemlerin

karsilastirilmasi’>,
Yontem Prensip Avantaj Dezavantaj
spa spa geninin Xr Hizli; ayrim giicti yiiksek; Baz1 soylarin birbirinden
sekans bolgesinin tasinabilir, kiyaslanabilir, ayrilamamasi
tiplendirm polimorfizminin giincellenebilir veri; standart
S sekans analizi isimlendirme, BURP
MLST Yedi housekeeping  Tasinabilir, kiyaslanabilir Diistik ayrim giicii, yiiksek
genin sekans veri; standart isimlendirme, maliyet
polimorfizmi eBURST
PFGE Tiim genomun Yiiksek ayrim giicii Teknik alt yap1 geregi,
restiksiyon standart isimlendirmenin
enzimleriyle olmamasi, laboratuvarlar
polimorfik kesimi arasi kiyaslamanin
glicliigli, baz1 soylarin
yanlis siniflandiriimasi
SCCmec  Mobil genetik Standart isimlendirme Diisiik ayrim giicii,
tiplendirm elementin analizi standart protokoliin
e olmamasi,
isimlendirmenin geligimi
Multiloku  Kromozomal Yiiksek ayrim giicii Standart isimlendirmenin
s VNTR  VNTR bolgelerinin olmamasi, standart
(MLVA)  polimorfizmi protokoliin olmamasi, bazi

soylarin yanlis

siniflandirilmasi

2.10.1. Pulsed Field Jel Elektroforezi

PFGE tiim genomunun bir biitiin halinde agoroz jel igerisinde restriksiyon

enzimleri ile kesime ugratildiktan sonra olusan 10 kbp’den 10 Mbp’e kadar degisen

bliyiikliikteki DNA fragmentlerinin ayrimina dayali elektroforetik bir yontemdir.

Konvansiyonel agaroz jel elektroforez yontemleri ile ayristirilmast miimkiin olmayan
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bliyiikliikteki DNA molekiilleri, PFGE yoOnteminin acis1 belirli araliklarla degisen
elektrik alan1 sayesinde birbirinden ayrilir.

Yiksek ayrim giicline sahip olan PFGE bircok mikroorganizmanin
tiplendirilmesinde altin standart olarak kabul edilmektedir® 7*7®. En yaygin kullanilan
PFGE uygulamasi, Contour—Clamped Homogeneous Electric Field (CHEF)
elektroforez ve Field inversion jel elektroforezdir. Field inversion sisteminde elektrik
alan periyodik olarak 180° donen akim sayesinde ters yone c¢evrilir. CHEF
elektroforezde ise akimin 120° derece degismesine olanak veren daha kompleks
multiple elektrot sistemi mevcuttur ve mikrobiyoloji g¢aligmalarinda tercih edilen
sistemdir®,

Sonuglarin dogru yorumlanmasi ve epidemiyolojik veriye g¢evrilebilmesi i¢in
aragtirmacinin band paternlerini nasil kiyaslayacagini bilmesi ve salgin siiresince
meydana gelebilecek random genetik degisikliklerin olusturabilecegi farkliliklar gergek
iliskisizlik tanimindan ayirabilmesi gerekmektedir®!%7>7°, PFGE y&ntemi, MRSA i¢in
giiniimiizde hala hem lokal salgin arastirmalarinda hem de uzun dénem filogenetik
calismalarda kullanilan altin standart yontemdir. Cok degerli ve ana yontem olmasina
ragmen pahali teknik ekipman gerektirmesi, zaman alic1 olmasi, uzun dénemli ve ¢ok
merkezli aragtirmalarda sonuglarin yorumlanmasiin zor olmasi ve c¢iftlik hayvani
kaynakli salginlara neden olabilen ST398 gibi tiplendirilemeyen izolatlarin ortaya
cikmasi nedeni ile MRSA tiplendirmesinde tek basina kullanimi azalmaktadir!'!-7>78,
Laboratuvarlar arasi kiyaslanabilirligi diigiik olsa da Avrupa, Amerika ve Kanada’da
yapilan ¢alismalarin harmonize edilmesi sayesinde protokollerin standardizasyonu ve
sonuclarin ¢ok merkezli kiyaslanmasi daha miimkiin hale gelmistir. Boylece ulusal veya
cografik olarak sik goriilen klonlarin isimlendirilmesi basarilmistir. Ornegin ABD’de bu
klonlar “USA100, USA200, USA300 ” gibi isimlendirilirken Birlesik Krallik’ta
EMRSA, bati Avusturalya’da WA, Kanada‘da CMRSA olarak adlandirilip

numaralandirilmistir®.

2.10.2. Multilokus Dizi Tiplendirme
Molekiiler tiplendirmede altin standart olarak kullanilan PFGE yonteminin
giinlimiizdeki en Onemli problemleri, farkli laboratuvarlar tarafindan elde edilen

sonuclarin karsilastirilmasindaki zorluklardir. Bu nedenle gelistirilen tekrarlanabilirligi
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ve kiyaslanabilirligi daha yiiksek olan sekans bazli yontemlerden biri olan MLST,
molekiiler biyolojide kullanimi giderek artan ve mikroorganizmaya ait birden cok
lokusun tiplendirilmesinde kullanilan bir tekniktir. Yontem ilk olarak 1990 yilinda
meningokoksik menenjit ve septisemiye neden olan, Neisseria meningitidis lizerinde
calisilmigtir. Daha sonra bu teknik, Strep. pneumoniae, Staph. aureus ve diger major
patojenler icin adapte edilmistir. Bu yontemle viriilan veya antibiyotiklere direngli
klonlarin tiplendirilmesi yaninda, klonlarin evrimsel gelisimi de izlenebilmektedir’®-5C.

MLST, temel metabolik fonksiyonu kodlayan ve ayni tiiriin tiim izolatlarinda
bulunan housekeeping genlerdeki degisikligin DNA dizi analizi ile gdsterilmesidir. Yedi
housekeeping genin yaklasik 450-500 baz c¢iftlik fragmentlerinin dizi analizi
cikarilmaktadir. Staph. aureus i¢in MLST de kullanilan genler ve kodladig: proteinler;
arcC, karbamat kinaz,; aroFE, shikimate dehidrogenaz,; glp, gliserol kinaz, gmk, guanilat
kinaz; pta, fosfat asetiltransferaz, tpi, triosefosfat izomeraz, ve yqiL, asetil koenzim A
asetiltransferazdir. Hedef gene ait her bir lokus i¢in, her farkli dizilim farkli bir allel
numarasi ile gosterilmekte ve bu allel numaralarinin kombinasyonu sekans tipini
(sequence type=ST) belirlemektedir. Belirlenen allel profilleri, MLST veri bankasindaki
(http://www.mlst.net) bilinen allellerle kiyaslanarak, tespit edilen profilin diger
iilkelerdeki yaygilik derecesi hakkinda bilgi edinmek miimkiin olabilmektedir,’>7%80-8!,
MLST’de incelenen genler mutasyonlarin nadir izlendigi genler oldugundan kisa zaman
araliklarindaki salgin incelemelerinde ayrim giicii yeterli olmayip daha c¢ok filogenetik
calismalarda kiymetli bir yontemdir. Kisa zaman araliklarindaki salgin izolatlar1 ile
yapilan arastirmalarda MLST’nin ayrim giici PFGE’den ve spa tiplendirmeden daha
diisiik bulunmustur’®32, MLST veri programindaki eBURST uygulamasi yardim ile
belirlenen ve kiyaslanan alleller, klonal komplekslere (CC: Clonal Complex)
gruplanarak soy iliskileri de incelenebilir’®7%-%,

MLST yonteminde isimlendirmenin standart olmasi, verilerin elektronik
ortamda saklanabilir ve kiyaslanabilir olmas1 en 6nemli avantajlardir. Ancak yedi adet
gen bolgesine PCR ve yiiksek dogrulukta sekans analizi gerektirmesi nedeni ile pahali
ve zaman alic1 bir ydntemdir>"*%2, Ayrica MLST eBURST uygulamasi ile elde edilen
CC’ler ile spa tiplendirme programinin BURP algoritmasi ile elde edilen CC’ler yapilan
bir¢ok calismada ¢ok uyumlu bulunmasi ile de MLST bir¢ok laboratuvarda yerini spa

tiplendirmeye birakmugtir’.

34



2.10.3. spa Tiplendirme

MLST yonteminin yedi gen bolgesinin analizini gerektirmesinin neden oldugu
giicliikler sebebi ile single locus sequence typing (SLST)’ diye adlandirilan ve genomda
degiskenligi yiiksek olan tek bolgeyi hedef alan yontemler gelistirilmistir. Yontemin
ayrigtirma giiclinii artirmak i¢in segilen gen bolgelerinin ¢ok degisken olmasi tercih
edilmistir. Boylece SLST yontemler hem kisa hem de uzun periyodlarda yapilan
incelemelerde kullanilabilecek, kisa siirede genomda ortaya c¢ikabilecek olan
degisiklikleri bile tespit etmeye olanak saglayan yontemler olmuslardir®®. SLST
yontemlerden biri olan spa tiplendirme MRSA tiplendirilmesinde kullanilan giivenilir
ve popiiler bir yontem haline gelmistir’>.

Bu yontemin temeli, tiim Staph. aureus izolatlarinda bulunan spa geninin iyi
korunmus polimorfik X (Xr) bolgesinin sekansina dayanmaktadir. Xr bolgesi tipik
olarak 24 bp uzunlugunda degisken say1 ve siradaki ardisik tekrar bolgelerinden olusur
[Variable Number of Tandem Repeats (VNTR)]¥*33. Her tekrar, yazilimlar araciligiyla
tespit edilir ve baz dizilimine gore standart bir numara ile adlandirilir (r1, 12 vb).
Icerdigi tekrarlarin sirasina ve sayisina gére her izolat igin bir tekrar paterni olusturulur
ve bu paterne gore bir tip numarast ile tanimlanir® (Sekil 4).

Polimorfik X bolgesinin VNTR yapis1 “kayan iplik yanlis baz eslesmesi modeli”
ile aciklanmaktadir. Bu modele gére DNA replikasyonu sirasinda birbirine benzeyen
kisa tekrar bolgeleri arasinda gelisen yanlis baz eslesmeleri DNA’da loop olusumuna ve
gerilmelere neden olmakta ve DNA polimerez bu durumu onarmak i¢in genoma tekrar
birimi eklemekte veya ¢ikarmaktadir. Bu tekrar birimi delesyon ve duplikasyonlarina ek

olarak nokta mutasyonlar da ¢esitlilige katki saglamaktadir®®.
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Sekil 4. spa gen semasi. S, sinyal sekans; A-C, IgG-binding domain; E, A-D’ye homolog boélge; X,
C-terminal parca, iki boliimden olusur: VNTR bdlgesi (Xr) ve hiicre duvarina baglanmay
saglayan aminoasitleri kodlayan sabit bolge [constant region (Xc)]. (b) Xr bolgesinin tekrar
yapisi (t067). (c) repeat 17°nin DNA sekansi.

Spa tiplendirmenin kolay kullanilabilir ve ayrim giici yiiksek bir yontem
oldugunu, elde edilen verilerin tekrarlanabilirliginin, kiyaslanabilirli§inin ve

tasmabilirliginin yiiksek oldugunu destekleyen bir ¢ok ¢alisma mevcuttur!®2?

. Xr gen
bolgesi, tekrar yapisindan dolayr makro ve mikrovaryasyonlarla karakterize oldugu i¢in
hem uzun dénem hem de kisa dénem epidemiyolojik calismalara uygun oldugu da
yapilan ¢aligmalarda izlenmistir'®%%7. Fakat Xr gen bdlgesinde mutasyonlarm gok sik
goriilmesine bagli olarak bazen ayni izolattan gelisen bir salginin kaynagi yanlislikla
birden fazla olarak yorumlanabilmektedir®?. Bu nedenle spa tiplendirme programlarina
eklenen BURP algoritmi uygulamasi yardimi ile iligkili spa tipleri tekrar duplikasyon ve
delesyonlarina gore kiimelenerek klonal komplekslere (spa CC) ayrilip yakin izolatlar
arasindaki iligkiler tespit edilebilmektedir. spa tiplendirmenin diger bir problemi de
ST1, ST8 ve ST80 gibi bazt MLST tiplerini birbirinden ayiramamasidir®s.

spa tiplendirme i¢in kullanilan iki sofware ve ek olarak veri paylagimini ve yeni
bulunan tiplerle giincellemeleri saglayan bir internet veri tabani (SpaServer) ile
yontemin kullanimi kolaylastirilmisg, tim diinyada ortak bir isimlendirme saglanmis ve

en popiiler yontem haline gelmistir'>7>%7,
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2.10.4. SCCmec Tiplendirme

Staph. aureus izolatlarinda metisilin direncinden sorumlu olan mekanizma, 78
kDa agirligindaki alternatif bir penisilin baglayici protein olan PBP2a’y1 kodlayan mecA
geninin varhigidir. Diger PBP’e kiyasla PBP2a’nin B-laktam antibiyotiklere afinitesi
daha diisiiktiir. Bunun sonucu olarak B-laktam antibiyotik varliginda peptidoglikan
sentezi devam edebilir ve bakteri canliligini siirdiirebilir®®. mecd geni regiilatuar genleri
olan mecl (inhibitor) ve mecRI(regulator) genleri ile beraber mec operonunda bulunur
ve SCCmec denilen mobil genetik element iizerinde tasinir®®*°, SCCmec elementinin
kaynaginin Staph. scuris oldugu ve diger KNS’lerin 6zellikle Staph. epidermidis’in
onemli bir rezervuar oldugu diisiiniilmektedir®!.

Gilinlimiizde SCCmec elementinin bilinen 11 tipi ve cok sayida subtipi
bulunmaktadir. SCCmec tip I ilk olarak 1960°’da Birlesik Krallikta tespit edilmistir ve
Archaic klon olarak adlandirilmistir. SCCmec LII ve III HK-MRSA’da en sik goriilen
tiplerken; IV, V ve VII TK-MRSA’da en sik goriilen tiplerdir. SCCmec gen yapisinin
farkliliklarina dayali tiplendirme yontemleri, sekans bazli tiplendirme (MLST, spa
tiplendirme) yontemleri ile kombine edilerek MRSA izolatlarinin tanimlanmasinda ve
birbirinden ayrilmasinda kullanilmaktadir®®?!.

SCCmec elementi, Staph. aureus genomunda hem MRSA hem de MSSA’larda
iyl korunan ve replikasyon orjininin yakininda bulunan open reading frame X (orfX)
geninin 3’ ucundaki attBscc (bacterial chromosomal attachment site) denilen bolgeye

integre olur’®?

. attBscc bolgesinde integration site sequence (ISS) denilen ve
rekombinasyon i¢in gerekli olan 15 bp’lik bir bdlge bulunur. Integrasyondan sonra bu
bolge, elementi sagdan ve soldan cevreleyen direkt repeat (DR)  sekanslarini
olusturur®.

Tim SCCmec elementlerinde benzer bir yapt mevcuttur ve bu yapt 3 temel
bilesenden olusur; mec gen kompleksi, ccr gen kompleksi ve bu kompleksleri birbirine
baglayan baglama boélgeleri [ join-ing (J) region]. Tip VII ve IX SCCmec haricinde
diger SCCmec tiplerinde bu bilesenlerin sirast: “‘orfX-J3-mec-J2-ccr-J1°° seklindedir.
tipVII ve IX’da ise mec kompleksi ve ccr kompleksi yer degistirmistir®>-2%7.
mecA geni, 2,1 kb uzunlugunda olup igerisinde bulundugu mobil genomik

adanin (SCCmec) biiyiikliigii icerdigi transpozon, plazmid ve insersiyon sekanslarindan

dolay1 20,9 kb ile 66,9 kb arasinda degiskenlik gosterir. SCCmec tip 1 (34,3 kb), IV
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(20,9-24,3 kb), V (28 kb), VI (20,9 kb), and VII (35,9 kb) sadece [-laktam
antibiyotiklere diren¢ gosterirken SCCmec tip 11 (53,0 kb) and III (66,9 kb) icerdigi
farklt mobil diren¢ genlerinden dolay1 diger antibiyotik siniflarina da direng gdosterir.
Omegin pUBI10 plazmidi kanamisin, tobramisin ve bleomisin gibi aminoglikozidlere
diren¢ saglayan ant(4') genini igerir. p/258 plazmidi penisilinlere ve civa gibi agir
metallere diren¢ saglarken, pTi181 tetrasiklin direncini kodlamaktadir. Transpozon
Tn554 makrolid, linkozamid ve streptograminB (MLSb) direncini kodlayan ermA
genini igerirken Y7n554 kadmiyum direncini kodlar. Ayrica SCCmec, IS431 ve IS1272
gibi mecA geninin transkripsiyonunu diizenleyen insersiyon sekanslar1 da igerebilir. Her
iki IS elementi de mecl ve mecRI genlerini etkileyerek mecA geninin baskilanmasina
neden olurlar®.

ccr genleri; SCCmec elementinin stafilokokal genomdaki spesifik bdlgeye
integrasyonundan ve ayni zamanda genomdan ayrilabilmesinden yani bu gen kasetinin
hareketliliginden sorumlu, invertaz-resolvaz ailesinden olan DNA rekombinaz enzimini
kodlar®™. ccr geni igerigine gore iki grup ccr gen kompleksi mevcuttur. Birincisi ccr4,
ccrB genini igeren gruptur. ccrA geninin dort, ccrB geninin bes allotipi bulunmaktadir.
Tip 1 (ccrA1Bl), tip 2 (ccrA2B2), tip 3 (ccrA3B3), tip 4 (ccrA4B4), tip 6 (ccrA5,B3), tip
7 (ccrA1B6) ve tip 8 (ccrA1B3) olmak tizere yedi ccr gen kompleksi tipi bu gruptadir.
Ikincisi ise ccrC’yi igeren gruptur ve bu grupta sadece tip 5 (ccrCl) bulunur®>°%

(Tablo 4).

Tablo 4. ccr gen kompleksi tipleri ve iliskili oldugu SCCmec tipleri®s.

ccr gen kompleksi ccr genleri  Tasityan SCCmec tipleri
Tip 1 AlB2 I, IX
Tip 2 A2B2 IL, IV
Tip 3 A3B3 I
Tip 4 A4B4 VI, VIII
Tip 5 Cl V,VII
Tip 6 A5B3
Tip 7 AIB6 X
Tip 8 AIB3 XI
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mec gen kompleksinin prototipi olan sinif A mec gen komleksi, biitiin bir mec
operonu ile hyper variable region (HVR) ve IS431 igerir. mec operonu, mecA geninden
ve upstreaminde bulunan diizenleyici genleri olan mecR1 (aktivator) ve mecl (inhibitor)

genlerinden olusur®*?®

. Diger smiflarla simif A arasindaki farkliliklar ise siklikla
diizenleyici genler arasimna giren ve mecl geninin tamaminin delesyonuna, mecRI
geninin ise kismi delesyonuna neden olan IS71272 veya 1S431 elementlerinden
kaynaklanmaktadir. Bu farkliliklara gore bes major simf (simf A,B,C,D,E) mec gen

kompleksi ve alttipleri tanimlanmistir”>?%%°(Tablo5).

Tablo 5. mec gen kompleksi simiflari ve iliskili oldugu SCCmec tipleri®s.

mec  gen

kompleksi Icerigi Tasiyan SCCmec
tipi

Simif A 1§43 1-mecA-mecRI-mecl 11, III, VIII

Simif B IS431-mecA-AmecR1-1S1272 LIV, VI

Smif C1 1S431-mecA-AmecR1-15431 VII, X

Siif C2 1843 1-mecA-AmecR1-15431 V, IX

Simif D 1S431-mecA-AmecR1

Sinif E blaZ-mecALGA251-mecRILGA251-meclLGA251 X1

mec gen kompleksi ve ccr gen kompleksi li¢ adet baglama bdlgesi ile birbirine
ve genoma baglanir [ Joining regions (J1-J3)]. J1, SCCmec elementinin sag ucunda; J2,
ccr ve mec kompleksi arasinda; J3 ise sol ugta bulunur®>®® %, Bu bélgeler transpozon

..... 79,95,96 J

bolgesi varyasyonlarinin ayni ccr gen kompleksleri ile kombinasyonlari sonucu
SCCmec elementinin subtipleri olugmaktadir’®39493:9,

SCCmec tiplendirme hem diger genotiplendirme metodlari ile kombine edilerek
hem salgin analizlerinde hem de evrim incelemelerinde kullanilmaktadir®>7(Tablo6).
SCCmec tipleri, spesifik genler ve alelleri multipleks PCR ve sekans ile tespit edilerek

tanimlanir®®!00-102,
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Tablo 6. SCCmec tipleri ve icerdigi genler®,

SCCmec tipi mec gen kompleksi ccr gen kompleksi

I 1 (AIBI) B
11 2(42B2) A
111 3 (43B3) A
v 2(42B2) B
\% 5(Cl) C2
VI 4 (44B4) B
VI 5(c1) CI
VIII 4 (44B4) A
IX 1 (AIBI) C2
X 7(41B6) C1
XI 8(A1B3) E

2.11. MRSA Epidemiyolojisi:

Ilk olarak Ingiltere’de ortaya ¢ikan MRSA enfeksiyonu once diger Avrupa
iilkeleri ve ABD olmak iizere biitlin diinyada giderek artan oranda hastane ve toplum
kokenli enfeksiyonlardan izole edilmeye baslanmistir. Normal saglikli yani
asemptomatik bireylerin burun ve deri floralarindan da izole edilen MRSA suslari
glikopeptit grubu antibiyotiklere de azalmis duyarlilik gdstererek halk saglig1 agisindan

onemli bir tehdit olusturduklarini ispatlamislardir.

2.11.1. MRSA ile Kolonizasyon

Staph. aureus’un dogal kaynagi insandir. Yenidogan doneminde Staph. aureus;
gobek cevresi, perianal bolge, deri ve bazen de gastrointestinal sistemde kolonize
olurlar. Bundan sonraki donemde ise daha ¢ok burunda kolonize olurlar. Toksik sok
sendromu i¢in risk altinda olan dogurganlik ¢agindaki kadinlarin % 10’nunun vajeninde
Staph. aureus tasiyiciligt bildirilmistir, ayrica rektal, faringeal, aksillar ve perineal
tastyiciliktan da s6z edilmistir. Saglikli eriskinlerde kolonizasyon orami % 10-20’si

kalic1 olmak iizere % 30-50 arasinda degismektedir?*>®,
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Saglik c¢alisanlari, HIV enfeksiyonu olanlar, atopik dermatitliler, cerrahi
operasyon gecirmis hastalar, hemodiyaliz hastalari, intravendz uyusturucu kullananlar
ve Tip I diyabetlilerde genel populasyona gore tasiyicilik orani yiiksektir. Tasiyici olan
kisilerde oOzellikle burun tastyicilarinda, tasiyict olmayan hastalara gore, cerrahi bir
operasyondan sonra stafilokokal yara enfeksiyonu gegirme riskinin yiikseldigi
gosterilmistir. Nazal Staph. aureus tedavi edildiginde mikroorganizma viicudun diger
bolgelerinden de kaybolmaktadir 2438103104,

Ozellikle nozokomiyal bir etken olarak izole edilen MRSA’larin kolonizasyonu
ayri bir 6nem tagimaktadir. MRSA enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi ve patogenezinde
Ozellikle nazal tasiyicilifin ¢ok oOnemli oldugu bilinmektedir. MRSA kdokenlerinin
hastanelerde, kolonize hastalar ve hastane calisanlari tarafindan tasindigi caligsmalarla
ortaya konulmustur. MRSA kolonizasyonu olan kisilerde stafilokokal enfeksiyon
goriilme riski hassas suslarla kolonize olanlardan daha yiiksek bulunmustur. Genellikle
tastyicilarn tespit etmek ve tedavilerini yapmak, genel hijyen sartlarini iyilestirmek

nozokomiyal MRSAlarla miicadelede etkili olmaktadir®’-33104,

2.11.2. MRSA Enfeksiyonlarimin Molekiiler Epidemiyolojik Siirveyansi

Penisilinin 1940’da kullannomina baslanmasindan once Staph. aureus’a baglh
enfeksiyonlarin mortalitesi % 80’e yakindi. Penisilinin kullanimindan iki yil sonra ilk
penisilin direngli Staph. aureus bir hastanede bildirilmistir. Daha sonra toplumda da
diren¢ goriilmeye baglanmis ve hizla yayilarak 1960’lara gelindiginde direng orant %
80’e yaklasmistir. 1961°de metisilinin kullanima girmesinden iki yil sonra mecA geni
kazanimma bagli ilk MRSA bildirilmistir. Bundan sonra 45 yil boyunca MRSA
hastanelerin problemi olarak kalmis ve c¢esitli HK-MRSA klonlar1 diinya ¢apinda
hastanelerde yayilmistir. PVL ve tip IV veya tip V SCCmec tasimasi ile karakterize TK-
MRSA klonlar1 1990 yillarindan bu yana goriilmeye baslanmis ve 6nce toplumda daha
sonrada hastanelerde giderek yayginlasarak Avrupa ve ABD’de baskin klonlar haline
gelmiglerdir. Bu nedenle giiniimiizde tek basina hastane enfeksiyonu 6nleme ve kontrol
parametreleri ile MRSA’nin kontrol altina alinamayacagi anlagilmistir ve hastane
kokenli MRSA’larla beraber toplum kokenli ve hatta ciftlik hayvanlar koékenli
MRSA’lar ciddi saglik tehditleri olarak ele almmaktadir***° Antibiyotik direnci

acisindan HK-MRSA'a gore daha ilimli olmasina ragmen sahip olduklari toksinler
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sayesinde gili¢lii viriilan olan bu klonlar en sik agir seyreden yumusak doku
enfeksiyonlarinda ve pnémonilerde izlenmektedir®.

European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)’ nin 2012
verilerine gore Avrupa iilkelerinde MRSA oranlar glineye dogru daha yiiksek olmakla

beraber % 15 - 50 arasinda degismektedir'® (Sekil 5).

Percentage resistance
- < 1%

mm 1to < 5%
=3 S5to < 10%
= 10 to < 25%
- 2Sto < 50%
- = 50%

mm No dastareported orless than 10 isolates
3 Notincdduded

mm Liechtensten
- Luxembourg L
m-u Maita

Sekil 5. ECDC verilerine gore 2012 yili katimen iilkelerin MRSA oranlar'®,

Ulkemizde ise yapilan 2008-2012 yillar1 arasinda dort yil siiren bir calismada
toplum kokenli suglarin % 12,5°1, hastane kokenli suslarin % 43’1 metisiline direngli
olarak bulunmustur!%, Ilk olarak 2006 yilinda aktif siirveyans sistemi ile tiim iilkede
yogun bakimlardan hastane enfeksiyonlarinin verilerinin toplandigi Ulusal Hastane
Enfeksiyonlar1 Siirveyans Agi (UHESA) verilerine gore 2008-2013 yillar1 arasinda
Tiirkiye genelinde MRSA oran1 sirastyla % 56,1; 68,4; 53.4; 55,33; 53,88; 49,37 dir!"",

[Ik tamimlandig1 giinden itibaren MRSA diinya capinda hizla yayilmustir. Ilk

yillarda ila¢ direnci i¢in yeni gen kazanmis olan bu suslarin tek bir basarili klondan
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koken aldigr diisiiniilse de 2002’de 20 iilkeden toplanan suslarla yapilan genis ¢apl bir
calismada MLST ile tiim MRSA izolatlarinin bes MLST klonol kompleksi igerisinde
bulunan 11 major klondan olustugu ve ilk MRSA’nin ise ST250°den gelistigi fikri
ortaya konulmustur ve cesitli ¢calismalarla desteklenmistir. Giiniimiizde de ST250’nin
bir mindr varyanti olan ve Iberian klonu olarak da adlandirilan ST247 klonu diinyada

dolasan major klonlardan birisidir!%,.

2.11.2.1. HK-MRSA Enfeksiyonlari

MRSA, tiim diinyada hastanelerde yiiksek prevelansa sahip bir bakteridir.
Calismalardan elde edilen verileri kiyaslamak caligma planlarinin ve ¢alismaya dahil
edilen orneklerin se¢iminin farkli olmasi nedeniyle miimkiin olmasa da en yiiksek
oranlar % 50’nin {stiinde olup, Kuzey ve Giliney Amerika’dan, Asya ve Malta’dan
bildirilmistir. Cin, Avusturalya, Afrika ve Avrupa’da bazi iilkelerde (Portekiz % 49,
Yunanistan % 40, italya % 37, Romanya % 34) orta derecede yiiksek prevelanslar
(%25-50) bildirilmistir. Iskandinavya ve Hollanda’da ise MRSA prevelansi ¢ok diisiik
olarak bildirilmektedir!®>19%-111,

Avusturya, Fransa, Irlanda ve Yunanistan® da MRSA prevelans: diismekle

beraber diger Avrupa iilkelerinde stabil oldugu bildirilmektedir'®

. Dogu Asya’da
hastane kokenli Staph. aureus enfeksiyonlar1 iginde MRSA orani 6zellikle Sri Lanka’da
(% 86,5), Giiney Kore’de (% 70,6), Vietnam’da (% 65), Tayvan’da (% 65), Hong
Kong’da (% 56,8) olmak iizere ¢ok yiiksek; Hindistan (% 22,6) ve Filipinlerde (% 38)
ise daha diisiik olarak tespit edilmistir'®!'? (Sekil 6). Ulkemizde ise bu oran UHESA

verilerine gore son 5 yilda yaklasik % 49-68 seviyelerinde degismektedir'?’.
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Sekil 6: HK-MRSA’nin diinya ¢apinda prevelansi'!’.

Cesitli tilkelerden 1961-2008 yillar1 arasinda en sik bildirilen MRSA klonlarinin
MLST ile analiz edildigi calismada hemen hemen tiim klonlarin CCS5, CC8, CC22;
CC30 ve CC45 klonal kompleksleri icerisinde yer aldig1 ve bu komplekslerin igerisinde
birbirinden nokta mutasyonu farkliliklar1 ile ayrilan sekans tipleri (ST) bulundugu
gosterilmistir. CC5 ve CC8 tiim diinyada en prevalan CC olarak tespit edilmistir!%.
CC22 de global olarak yayilmis diger bir klonal komplekstir. CC36-ST36, ABD ve
Birlesik Krallik® ta; CC45 ise ABD ve tiim Avrupa’da yaygindir®®!'?. En sik goriilen
Asya klonlar1 CC8-ST239, CC5-ST5 ve CC22-ST22’dir'#*!%.  Ulkemizde yapilan
cesitli calismalarda baskin klonun yaklasik % 80 oraninda CC8-ST239-I11-t030 oldugu
gosterilmistir''>. Son zamanlarda Asya’da yapilan galismalar CC8-ST239-111-t037
klonunun Giiney Kore, Vietnam, Hong Kong, Tayvan’da; CC5-ST5-11-t002 klonunun
Giliney Kore ve Sri Lanka’da hastanelerden topluma yayildig1 ve artik epidemiyolojik
olarak TK-MRSA olarak diisiiniildiigiinii gdstermistir''®. CC5-ST5, CC8-ST239, CC30
Latin Amerika’da da baskin klonlardir!!""!'4, Afrika’dan bildirilen kisitl verilere gore

buradaki baskin klonlar CC8-ST239 ve daha az siklikla CC8-ST612 (sadece Giiney
Afrika ve Avusturalya’dan bildirilmistir), CC5-ST5 ve CC30’dur'!>!1%(Tablo7).
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Filogenetik c¢alismalar, tiim diinyada yaygin olarak bulunan bazi HK-MRSA
klonlarinin farkli tilkerlerde degisik zamanlarda MSSA’lardan mec geni kazanimi ile
evrimlestigini yani iilkeler aras1 yayilmadigini bazi klonlarin ise iilkeler arasi gegislerle
yayildigimi gdstermistir. Ornegin CC5 MRSA farkli iilkelerde CC5 MSSA’dan
farklilagmistir ve llkeler arasinda gegisi yoktur. CC8-ST239 MRSA’nin ise Gliney

Amerika’dan Avrupa’ya; Tayland’dan Cin’ e gectigi izlenmigtir''"-'"%.

Tablo 7. HK-MRSA klonlarmin genotip ozellikleri ve cografi dagilimr®’.

HK:-MRSAKlonu ST CC SCCmec spa Copjrafik bdlge

Archaic % 8 | 1008, 1009, 194 Alm, Ast, Dan, Is¢, Kan, Uga, UK, USA

Berlin(USAGOO) 45 45 IV 1004, 015, 1026, t031, t038, 1050, 1065, 1204, 0230, 1390 Alm, Ast, Aus, Bl, CIn, Dan, Erm, Fin, Mac,Hol, Isr,
Isp, v, Iss, Nor, USA.

Brazian/ 239 8 I th3, t037, 234, 1387, 1388 Alm, A, Ast, Aus, Bre, Cay, (i, Gek, Dan, End), Fin,

Hungarian Hin, Hol, Isp, sv, Kan, Kore, Mog, Ma, Nor, Por,
Pol, Rus, SA, Sin, S, $rl, $, Tar, Tyl Tyv, UK, Uny,
USA, Vie, Yun.

Iberian w8 T008, 2051, 4052, t0S4, 1200 Rim, Aus, Bel Hr, ek, Dan, in,Fra, Hr, Kol isg, |
Isp, Ist, Isv, Ita, Mac, Nor, Pol, Por, UK, USA.

Irish-1 8 8 1 1008, t024, tO54, 1190, 1206, 111 Ast,Irl, Kan, UK, USA,

NewYok/ S 5 Il 1001, 1002, 1093, 1010, 1045, 1053, 1062, t105, 178,179, Alm, Ast, Bel, (i, Dan, Fin, Fra, e, Isg, lsr, Isv, Jap,

Japan 187, 1214, 1311, 1319, 1389, 1443 Kor, Mek, Nor, Por, SA, Tyv, Ury, UK, USA.

(Usa100)

Pediatdc S S IV t001, 1002 1003, t010, tO4S, tS3, 062, 105, 1178, 1179, Alm, Avj Ast, Aus, Bre, Cay, Dan, Fin, Fra, Isp, g,

(USAS00) 1187, 204, 1311, 1315, 1389, 443 Isv, Xol, Kor, Nor, Por, Tor, Uru, UK, USA,

Southern w5 | 1001, 1023, 1041, 1188, 1201 Alm, Aus, Bel, Fin, Isg, Isp, ta, Maz, Pol, Slo.

Germany

UKEMRSAZ/6 8 8 IV 008, 0, 064, 1190, 1206, t211 Alm, Ast, Aus, Bel,0an, Fin, Fra, Hol I, s s,

(Usse0) Jap, Kan, Mac, Nor, Tyv, UK, USA.

UKEMRSA3 5 S5 | 1001, 1002, 1003, 1010, T04S, 1053, 1062, 1105, 1478, 1179, Alm, Asj, Dan, Jap, Nor, Par, Po, Por, Slo, Ty, UK.

1187, 124, 1311, 1319, 1389, 1443

UKEMRSADS 22 22 IV 005, t022, th32, 1223, 1309 1310, 1417, t420 Alm, Ast, Aus, Bel, (i, Cek, Oan, Fin, I, sp, fsv,
Kan, Kdv, Mal, Mac, Nor, Por, Sin, UK, YZ.

UKEMRSA-16 36 36 I 1008, 1253, 1418, 1419 Alm, Ast, Aus, Bel, 0an, Fin, I, s¢, Isp, s, Kan,

(USA200) Mek, Not, Por, UK, USA,

Alm: Almanya, Arj: Arjantin, Ast: Avusturalya, Aus: Avusturya, Bel: Belcika, Bre: Brezilya, Czy:
Cezayir, Cek: Cek Cumhuriyeti, Dan: Danimarka, End: Endonezya, @ Erm:Ermenistan, Fin:
Finlandiya, Fra: Fransa, Hir: Hirvatistan, Hin: Hindistan, Hol: Hollanda, Isc: Isvicre, Isp: Ispanya,
Isr: Israil, Isv: isvec, Irl: irlanda, ita: italya, Jap: Japonya, Kan: Kanada, Kol: Kolombia, Kor:
Kore, Kiiv: Kiiveyt, Mac: Macaristan, Mal: Malta, Mek: Meksika, Mog: Mogalistan, Nor: Norveg,
Pol: Polanya, Por: Portekiz, Rus: Rusya, SA: Suudi Arabistan, Sin:Singapur, Slo: Slovakya, Sri:
Sri Lanka, Tiir: Tiirkiye, Tyl: Tayland, Tyv: Tayvan, Uru: Uruguay, Uga:Uganda, UK: United
Kingdom, USA: United States of America, Vie: Viyetnam, Yun: Yunanistan, YZ: Yeni Zellanda.
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2.11.2.2. TK-MRSA Enfeksiyonlar1

Toplum kokenli MSSA’nin SCCmec geni kazanimu ile ortaya ¢iktigr kabul
edilen TK-MRSA, ilk kez 1990’1 yillarin basinda bati Avusturalya ve Yeni
Zellanda’da, 2000’li y1llarin basinda ABD’de ortaya ¢ikmistir ve hizla yayilmistir. Daha
cok yasli, cerrahi ve antimikrobiyal kullanim &ykiisti gibi risk faktorleri olan hastalar
etkileyen HK-MRSA’nin tersine TK-MRSA gen¢ ve saglikli bireyleri etkilemektedir.
Yine HK-MRSA’dan farkli olarak TK-MRSA tasidig1 daha kiigiik boyuttaki SCCmec
geni (genellikle tip IV veya V) ile non-B-laktam antibiyotiklere karsit nadiren direng
49,120

gosterir ve bircogu PVL iiretir

CDC kriterlerine gore:

1. Ayaktan muayenesinde MRSA tanist almis ya da hastaneye yatisinin ilk 48 saati
icinde alinan kiiltiirlerinde MRSA izole edilmis ise,

2. Daha dnceden MRSA enfeksiyonu ya da kolonizasyonu hikayesi yoksa,

3. Hastanin son bir y1l icinde hastaneye yatis, dializ merkezinde tedavi ya da bakim
evinde kalma hikayesi yoksa,

4. Hastanin derisini delerek viicuduna giren (perkutandz) herhangi bir kateter, sant
ya da protezi yoksa bu hastalardan izole edilen MRSA susu TK-MRSA olarak

nitelendirilebilir!?!

. CDC’nin tanim1 yol gosterici olsa da Staph. aureus’un
toplum kdkenli olup olmadigi kesin olarak ancak molekiiler yontemlerle tespit

edilebilmektedir.

ABD’de yapilan bir ¢alismada TK-MRSA izolatlarinin % 97’sinin USA300
(CC8-ST8); SCCmec tip 1V; PVL(+); rifampisin, trimetoprim siilfametoksazol,
klindamisin ve tetrasikline hassas klonu oldugu gésterilmistir®'2%122_ Ayrica bu klon
Arginin Catabolic Mobile Genetic Element (ACME) tasimasi ile diger TK-
MRSA’lardan ayrilmaktadir. Bu gen kiimesi bakterinin spermin ve spermidin gibi
poliaminlere karsi direngli olmasini saglamaktadir. Bunun da USA300’{in basarili bir
klon olmasinin énemli bir nedeni oldugu diisiiniilmektedir'?®. Siklikla yumusak doku
enfeksiyonlarindan sorumlu olmakla birlikte nekrotizan pnomoni gibi ciddi
enfeksiyonlara da neden olan bu klon daha sonra hastanelere girerek hastane

enfeksiyonlarinda major etken haline gelmistir®'2%!22, San Fransisko’da yapilan bir

46



calismada TK-MRSA prevelansinin  (316/100000) HK-MRSA’dan (31/100000)
yaklagik on kat daha yiiksek oldugu ve her ikisinde de baskin klonun USA300 oldugu
gosterilmistir (TK-MRSA, % 78,5 USA300; HK-MRSA, % 43,4 USA300)'?*. Baska
bir calismada TK-MRSA enfeksiyonlarina paralel olarak Amerika’da nazal MRSA
tastyiciligmmin - 2001-2002°de % 8 iken 2003-2004°’de % 17,2°ye yiikseldigi
bildirilmistir'%.

Amerika’ya kiyasla bati Avrupa’da TK-MRSA daha az sikhikla goriliir.
USA300 klonunun Amerika’dan Avrupa’ya yayilip az sayida vakaya neden oldugu
bildirilse de CC80-ST80 (SCCmec tip IV, PVL pozitif) Avrupa’ da en sik goriilen TK-
MRSA klonudur '*'?7. Dogu Asya’da ise TK-MRSA oranlar1 tiim MRSA
enfeksiyonlar iginde % 5 (Tayland ve Hindistan) ile % 30 (Vietnam, Filipinler, Tayvan,
ve Sri Lanka) arasinda degismekte ve en sik goriilen klonlar ST259, ST30, ST239 ve

ST72°dir!'%(Tablo 8).

Tablo 8. TK-MRSA klonlarmnin genotipik 6zellikleri ve cografik dagilimi®.

TK- ST CC Spa SCCmec Cografik bolge
MRSA
klonu
80 80 t044,t131, v Alm, Ast, ,Aus, Bel, Bul, Czy, Dan,Fin, Fra, Hir,
Avrupa 1376, t416, Hol, isp, Irl. Is¢, Isv, Lib,Nor, Rom, Sin, Slo,
t455, t109, Tun, UK, Yug, Yun
30 30 t012,t018, v Alm, Ast, Aus, Bel, Bre, Cin, Dan, Fin, Hol, Mis,
t019, t021, Irl, isq. isp, isv. Jap. Let. Nor, Rus, Sin, Spa,
Giineybati t038, 1268, Swe,
Pasifik t276, 1318, Swi, UK, Uru, YZ. USA
(USA100) t338, 1391
1 t127, t128, v Alm, Ast, Fin, Fra, Is¢, Kan, Sin, Uru, USA
USA400 t174, t176,
1386, t558
8 8 t008, t024, v Alm, Ast, Aus, Bel, Bul, Cin, Dan, Fra, Hol. Irl,
USA300 t064, 1190, Isg. Isp.Isv. Kan. Kor. Nor. UK, USA, Yun.
t206. 1211
59 59 t199,1216, Iv, Vil Alm, Ast, Cin, Fra, Hol, Isv, Nor, Sin, Tyv,
USA1000 1444 USA

Alm: Almanya, Ast: Avusturalya, Aus: Avusturya, Bel: Belgika, Bre: Brezilya, Czy: Cezayir, Dan:
Danlmarka, Fin: F1nland1ya, Fra: Fransa, Hir: Hirvatistan,Hol: Hollanda, Isg: Isv1g:re, Isp
Ispanya, isv: isvec, irl: irlanda, Jap: Japonya, Kan: Kanada, Kor: Kore, Nor: Norveg, Rus: Rusya,
Sin: Singapur, Slo: Slovakya, Tyv: Tayvan, Uru: Uruguay,UK: United Kingdom, USA: United
States of America, Vie: Viyetnam, Yun: Yunanistan, YZ: Yeni Zellanda.
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2.12. Tedavide Kullanilan Antibiyotikler ve Diren¢ Mekanizmalar:

Stafilokoklara bagli enfeksiyon hastaliklar1 yiizyillardir insanligin 6nemli saglik
sorunlarmdan biri olmustur. Ozellikle hastane kokenli enfeksiyonlarin &nde gelen
sebeplerinden biri olan MRSA, hayati tehdit eden ciddi enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Coklu antibiyotik direncine sahip bu suglar hastanede kalig siiresinin
uzamasina neden olmakta ve saglik sistemine ciddi bir mali yiik getirmektedir.

Staph. aureus, klinik kullanimda olan antibiyotiklerin ¢goguna direng gelistirme
yeteneginde olup tiim diinyada ¢esitli antibiyotiklere kars1 degisik diren¢ oranlar1 rapor
edilmistir. Direng gelisiminde pek ¢ok mekanizma rol oynamaktadir. Bunlardan en
onemlileri patojenite adalar1 ve hareketli genetik elementlerdir. SCCmec, MRSA’lar
tarafindan tasinmakta ve metisilin direncinden sorumlu mecA4 gen dizisini igermektedir.
Ayrica bu genomik adada, mecA geninden bagka, diger antibiyotiklere direngten
sorumlu genler, insersiyon gen dizileri ve fonksiyonlar1 heniiz tanimlanmamis genler

yer alir. Fakat viriilansla ilgili genler bulunmamaktadir®®!,

2.12.1. p-Laktamlar

B-laktam antibiyotikler, G(+) ve G(-) bakterilerde bulunan peptidoglikan
sentezindeki transpeptidasyon ve transglikozilasyon basamaklarindan sorumlu enzimler
olan Penicillin Binding Proteins (PBPs)’i hedef alarak aktif bdlgelerindeki serin
rezidiilerini kalic1 olarak acillerler. Stafilokoklarda dort adet PBP (I-1V) bulunmaktadir.
Staph. aureus, % 95 oraninda sahip oldugu -laktamaz (penisilinaz) enzimi ile B-laktam
halkasindaki amid bagini hidroliz etmektedir. Bu ylizden benzilpenisilin yapisindaki
fenoksi grubunun yerine metoksi grubunun eklenmesi ile elde edilen metisilin (2,6-
dimetoksifenilpenisilin) ve diger f-laktamaz enzimine direngli antibiyotikler (metisilin,
oksasilin, nafsilin, kloksasilin, dikloksasilin) tedavide kullanilmaya baslanmistir. Ancak
128

bu antibiyotiklere de farkli bir mekanizma ile kisa siirede direng geligsmistir

Stafilokoklardaki metisilin direnci {i¢ farkli mekanizma ile gerceklesmektedir.
2.12.1.1. Yeni Bir Penisilin Baglayic1 Protein (PBP2a) Sentezi

En sik karsimiza ¢ikan mekanizma mecA genini tasiyan SCCmec’in bakteri

kromozomuna integre olmasi ile ortaya ¢ikar. Kaynaginin normal florada da bulunan
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Staph. sciuri oldugu distliniilen bu gen, genetik alt yapis1i uygun olan basarili Staph.
aureus suslar1 tarafindan alinarak ve eksprese edilerek tiim diinyaya yayilmigtir!'2%!2,

mecA geninin etkisi ile MRSA suglarinda PBP2' ya da PBP2a denilen ve aktif
bolgesi B-laktam antibiyotiklere karst1 PBP’den daha diisiik afinite gosteren bir protein
tiretilir. BOylece bakteri hiicre duvar icin gerekli olan peptidoglikan sentezi metisilin
varliginda da devam etmektedir!?%!%°,

Stafilokoklarda PBP2a sentezinin diizenlenmesinde mecR[ (regiilator) ve mecl
(inhibitor) adi verilen iki diizenleyici gen 6nemli rol oynar. Bu genler mec4 geninin
transkripsiyonunu diizenlemektedirler. mecR1 membrana bagli bir sinyal tasiyici protein
olan MecR1’1 kodlarken mecl transkripsiyonel inhibitor bir protein olan Mecl 'y1 kodlar.
mecA genini tagiyan suslarin metisilin direncli fenotipe sahip olmalar1 i¢in mec/ geninde
fonksiyonunu bozan mutasyonlar olmasi veya hedef bdlgesinde afiniteyi bozan

mutasyonlar olmast gereklidir!?%!3

. Bu genlerin iriinleri olan MecRI ve Mecl
proteinleri, B-laktamaz {iiretimini saglayan plazmid iligkili indiklenebilir blaZ gen
sisteminin diizenleyici proteinleri olan BlaR1 ve Blal proteinleri ile biiyiilk oranda
benzerlik gosterirler. Bu durum mecA sisteminin diizenleyici genlerinin blaZ gen
sisteminden gelistigini diisiindiirmektedir. Bu nedenle blaZ geni, BlaR1 ve Blal
proteinleri kontroliinde PBP2a iiretimini indiikleyebilmektedir!%!131:132,

Blal, ortamda antibiyotik baskis1 olmadiginda operatdr bolgeye baglanarak blaZ
ve blaR1 ekpresyonunu baskilamaktadir. f-laktam antibiyotik varliginda ise membranda
bulunan BlaR1 proteinini; ekstraselliiler penisilin baglayan domaini ile penisilini algilar
ve bir ¢inko metolloproteinaz olan sitoplazmik domaini otokatalitik aktivite ile
membrandan ayirarak Blal’i inaktive eder. Blal’nin baskilayici etkisi kalkinca fazla
miktarda beta laktamaz sentezlenmeye baslar. mecA geni indiiklenebilir bir gen
olmamasina ragmen ¢apraz etki ile BlaR tarafindan indiiklenebilir'?%!3!,

Tek basina PBP2a ekprese etmesi bir populasyondaki tiim bakterileri tek tip
olarak yiiksek direngli hale (homolog direng) getirmemektedir. Bunun yerine daha sik
olarak; kolonideki biitiin bakterilerin mecA4 genini tasidig1 ancak yaklasik 107 bakteride
yiiksek diizey direncin gorildiigii ve farkli diizeylerde direngli subpopulasyonlarin
oldugu heterojen tip diren¢ karsimiza g¢ikmaktadir. Bunun nedeni mecl baskilayici
geninin mutasyonlar sebebiyle farkli subpopiilasyonlarda farkli diizeyde aktif

olmasidir!'?8:133:134,
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mecA genini tasidig1 halde mecl geninin baskilayici etkisinden dolay1 metisilin
duyarl fenotip gosteren suslara pre-MRSA denmektedir. Deneysel olarak bu suslara
diisiik doz metisilin uygulandiginda mecR uyarilip Mecl proteininin etkisi azaltilarak
heterotip direngli bir popiilasyon elde edilmektedir. Heterotip diren¢li populasyona
yiiksek doz metisilin uygulandiginda ise diisiik direng gdosteren subpopiilasyonlar
seleksiyona ugrayarak homolog yiiksek direncli bir popiilasyon elde edilmektedir!®%1¢7,
Bu nedenle antibiyogram sirasinda MecR’yi daha iyi uyaran sefoksitin kullanimi direng
tespit ihtimalini arttirdig1 i¢in 6nerilmektedir.

Ucgiincii direng fenotipi ise karsit olarak diisiik diizey metisiline hassasken
ylksek diizeylerde direng sergileyen eagle tip direnctir. Burada mecl genindeki
mutasyonlara ek olarak mec geni disindaki kromozamal mutasyonlarin da mecA geninin
siipresyonuna katkida bulundugu diisiiniilmektedir (6rnegin hrmA ve B, lim, Iyt, rpoB
genleri). Pre-MRSA popiilasyonlarina yiiksek doz metisilin uygulanmasi eagle tip
direngli subpopiilasyonun hakim olmasina neden olur. Eagle tip direngli popiilasyona
diisik doz metisilin uygulandiginda ise homojen direngli popiilasyon elde
odilir!28133:134.

Bu mekanizmadan baska factors essential for the expression of methicillin
resistance (fem) veya auxiliary (aux) olarak da adlandirilan, mecA4 gen bolgesinden
farkli bir bolgede yer alan bir grup gen sistemi (femA, femB ve femX) de B-laktam
direncini etkilemektedir. Bu sistem yirmi kadar proteini ifade eder. Bu proteinler
PBP2a’y1 etkilememektedirler ancak ¢ogu peptidoglikan yapiminda gorev alir.
Peptidoglikan zincirleri arasina glisin rezidiileri ekleyerek pentaglisin yapiy1
olustururlar. fem faktorlerinin enzimatik aktiviteleri de vardir. Dogrudan ya da direkt
olarak metisilin direncine de etki ederler!?s.

mecA genini tastyan plazmid ve transpozonlar, B-laktam antibiyotiklerden baska,
kinolonlar, makrolidler, kloramfenikol, klindamisin tetrasiklinler, aminoglikozidler,

siilfametoksazol/trimetoprim, rifampin direncinden sorumlu genleri de tasimaktadirlar®.
2.12.1.2. Asir1 Miktarda p-laktamaz Salgilanmasi

Asirnt miktarda B-laktamaz, sinirda (borderline) metisilin direncine neden

olmaktadir. Metisilin B-laktamaz enzimine dayaniklidir. Ancak, metisiline direng
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gelisimine agirt miktarda B-laktamaz {iretiminin de neden olabilecegi gosterilmistir. Bu

suslar BORSA (Borderline resistant Staph. aureus) olarak adlandirilirlar'®,

2.12.1.3. PBP’lerdeki Yapisal Degisiklikler

Bazi MRSA suslar1 B-laktamaz liretemezler ve mecA geni tagimazlar. Ancak
metisiline orta diizeyde direnclidirler. Bu direng tiirliniin mekanizmasinin, PBP’lerin
yapisindaki diger mutasyonel degisikliklerle ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Bu tip
direngli suslara MODSA (Modified resistant Staph. aureus) ad1 verilmektedir'¢.

Yeni gelistirilen V. Kusak sefalosiporinler olan seftarolin ve seftabiprol,
PBP2a’ya kars1 yiiksek afinite gostermekte ve bdylece bakteri duvar sentezini inhibe
edebilmektedir. MRSA tedavisinde 6zellikle yumusak doku enfeksiyonlarinda klinik

basar1 sagladig1 kanitlanip kullanimi onay almugtir'’.

2.12.2. Aminoglikozidler

Aminoglikozidler tek baslarina kullanimda yiiksek diren¢ gelistirme riskinden
dolay1 CID Staph. aureus tedavisinde sinerjistik etkisinden faydalanilarak
glikopeptidlerle kombine kullanilirlar. Gentamisin, netilmisin ve tobramisin
stafilokoklara kars1 en aktif aminoglikozidlerdir. Aminoglikozid direnci 1960’larda tiim
aminoglikozitlere direng gosteren vakalarin bildiriminden bu yana bilinmektedir.
Aminoglikozid direnci {ic mekanizma ile gerceklesebilir. ilk mekanizma aminoglikozit
modifiye edici enzimler (AME) tarafindan ilacin inaktive edilmesidir. Bu enzimler ilag
molekiilindeki amino grubunu asetilleyen asetiltransferazlar, hidroksil grubunu
fosforile eden fosfotransferazlar veya  hidroksil grubunu adenile eden
niikleotidiltransferazlardir. Staph. aureus’da aminoglikozid direnci genellikle AME
iligkilidir ve en sik gorilen AME tipleri; diisik diizey direngten sorumlu olan
aminoglikozitd-3”-O-fosfotransferaz I [aph(3')-III], aminoglikozid-4'-0-
fosfotransferaz 1 [ant(4)-1] ile gentamisin ve streptomisine yiiksek diren¢ tobramisine
diistik diizey direngten sorumlu ve en sik gorilen AME olan bifonksiyonel
aminoglikozit-6 -N-asetiltransferaz/2 " -O-fosfotransferaz [aacc(6')-/aph(2")]’dir. AME
bagli olmayan ikinci yol ilacin hedefi olan ribozomal proteinleri kodlayan genlerde

mutasyon meydana gelmesi, {igiincii yol ise spesifik olmayan membran transport
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defekti, hiicre duvar gecirgenliginin azalmasi gibi ilacin hiicre igine alinmasini

engelleyen mekanizmalardir ve daha az goriiliirler!*13°,

2.12.3. Kloramfenikol

Kloramfenikol direncinde sorumlu mekanizma genellikle Chloramphenicol
acetyltransferase (CAT) enzimi ile ilacin inaktive edilmesidir. G(-) bakterilerde A ve B
olmak {izere iki tip CAT geni olsa da stafilokok tiirlerinde sadece tip A CAT plazmid
lizerinde veya kromozomda kodlanabilir. Efliiks sistemleri, fosfotransferazlarla
inaktivasyon, hedef bolgede mutasyon ve gegirgenlik azalmasi da diger nadir goriilen
kloramfenikol diren¢ mekanizmalaridir. Kemik iligi sipresyonu yaptigi i¢in ilk secenek

olarak kullanilmamaktadir'4%14!,

2.12.4. Makrolid, Linkozamid ve Streptogramin B (MLSB)

Makrolid, linkozamid ve streptogramin G(+) etkenlerle gelisen enfeksiyonlarin
tedavisinde onemli antibiyotiklerdir. Klindamisin iyi oral biyoyararlanimi, penisilin
alerjisi olan hastalarda alternatif ilag olmasi, dokuya iyi gecisi, abse icinde
birikebilmesi, renal doz ayar1 gerektirmemesi nedeni ile ayaktan tedavi goren hastalarda
sik tercih edilen bir ilactir. Streptograminler ise MRSA’da etkili ilaglardir. Tek baslarina
siurlt etkileri varken sabit konsantrasyonda % 30 kinopristin, % 70 dalfopristin olarak
kullanildiklarinda sinerjistik etki gdsteren antibiyotiklerdir'*'44,

Erm (Eritromycin ribosome methylation) geni tarafindan kodlanan metilaz
enzimleriyle ii¢ ilacin ortak hedefi olan 23S RNA’nin degisiklige ugratilarak MLSB
grubu ilaglarin ribozomlara baglanmasinin engellenmesi bu ilaglara karsi gelisen
direncin en Onemli mekanizmasidir. Enzim plazmid (ermB, erm(C) ya da
transpozonlarda (ermA) kodlanmaktadir. Enzimin sentezi yapisal ya da indiiklenebilen
tirdedir. MLSb direnci dalfopristin (streptograminA) duyarliligini etkilemez.
Kinopristin/dalfopristin kombinasyonuna duyarlilik devam eder ancak bakterisidal
aktivite bakteriyostatik hale gelir'*!44,

Diger direng¢ mekanizmalar ise ilaglar inaktive eden plazmid kaynakli ¢esitli
enzimler ve eflilks pompa sistemleridir. Bu sistemler metilaz enziminden farkli olarak

karsit olarak sentezlendikleri ilaglara daha spesifiktirler'#?!44,
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2.12.5. Tetrasiklin

Tetrasiklin 1950 ve 1960 yillarinda sik kullanilan bir antibiyotikken birgok
patojen mikroorganizmada artan diren¢ nedeni ile kullanim1 azalmistir. HK-MRSA’da
kullanilmamakla beraber invitro duyarli oldugunda indiiklenebilen dirence ragmen TK-
MRSA enfeksiyonlarinda nadiren kullanilabilmektedir. Tetrasiklin direnci ii¢
mekanizmayla gerceklesmektedir. Ik mekanizma fetd,B, C, D, F, G, J, M genlerinin
kontroliinde sentezlenen efliiks sistemidir. Ikinci mekanizma tetK, L, M, O, S, O, B D,
H, C genlerinin kontroliindeki ribozomda hedef bolge degisikligi ve bazen beraberinde
efliiks mekanizmasidir. Uglincii mekanizma ise fetX geni kontroliinde antibiyotigin
enzimatik degisiklige ugratilmasidir. Staph. aureus’da en sik efliiks sistemini kodlayan
tetK ve ribozomal degisiklerden sorumlu tetM geni bulunmaktadir. tetM geni
kromozomal veya plazmid kaynakli olup tetrasiklin ve minosiklin direcinden
sorumludur. fetK ise indiiklenebilir tipte kromozomal direnctir ve minosiklini

etkilemez'+147,

2.12.6. Kinolonlar

Baslangigta 6zellikle 2. kusak ajanlardan siprofloksasilin ve ofloksasilinin Staph.
aureus‘a kars1 etkinliklerinin yiiksek olsa da kisa siirede yayginlasan diren¢ nedeniyle
artik kinolonlar primer anti-stafilokoksik ajanlar arasinda yer almamaktadir.
Kinolonlara direng ii¢ mekanizma ile gerceklesmektedir. Ilk mekanizma ilacin hedefi
olan DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini kodlayan gyrd, C ve parC, E
genlerinde mutasyon meydana gelmesidir. Ikinci mekanizma ilacin aktif olarak disari
atilmasini saglayan ve mdfA, tolC ve ydhE gibi genlerce kodlanan efliiks sistemidir. Tlk
iki mekanizma kromozomal olup {igiinciisii ise plazmidlerle taginan ve topoizomerazin

ilaca duyarliligini azaltan gnrd, B, S ve aac(6 )-Ib-cr gibi genlerdir'*514.

2.12.7. Trimetoprim-Siilfametoksazol

Sinerjistik  etkilerinden dolayr kombine preparatlar1  tercih  edilen
antimikrobiyallerdir. Bir¢ok G(+), G(-) kok ve basillere etkili olsalarda giiniimiizde
yaygin kullanimlart sonucu direng goriilme siklig1 artmistir. Staph. aures’ta trimetoprim
direncinin ilag hedefinde degisiklige neden olan iki genetik mekanizmasi gosterilmistir.

Kromozomda dihidrofolat rediiktaz enzimini (DHFR) kodlayan gende (dfrB) meydana
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gelen mutasyonlar diisiik diizeyde dirence neden olurken genellikle mobil genetik
elementlerle kazanilmis olan genlerle [dfrA (dfrS1), dfrG ve dfrK] kazanilan varyant
DHFR’ lerde ki direng ise daha yiiksek diizeydedir. Siilfonamide kars1 olusan direng ise
kromozomal olarak dihidropteroat sentetaz (DHPS) enzimini kodlayan fo/P genindeki
mutasyonlar sonucu veya varyant DHPS sentezleyen genlerin kazanimi (sull, sul2)
sonucu gerceklesir. Staph. aureus’da en sik goriilen diren¢ mekanizmasi dfrG geni

kontroliinde ilaca afinitesi diisiik olan yeni bir DHFR enziminin kazanilmasidir!>%!13!,

2.12.8. Fusidik Asit

Fusidik asit MRSA’ya bagli lokal ve sistemik hastaliklarin tedavisinde
kullanilan oral formu olan nadir antibiyotiklerdendir. Peptidil-tRNA’ nin A bolgesinden
P bolgesine taginmasini katalize eden Elongasyon Faktér G (EF-G)’yi inhibe ederek
protein sentezini durdurur. Klinik kullanimimin sikligina bagli olarak son yillarda
fusidik asit direnci giderek artmaktadir. Direncin en sik nedeni EF-G’ ye baglanarak
fusidik asidin etkisini engelleyen FusB tip diren¢ proteinlerinin (FusB ve FusC)

sentezlenmesidir'>2.

2.12.9. Mupirosin

Yiizeyel  stafilokok  enfeksiyonlarinin  tedavisinde ve  tasiyicilarin
dekolonizasyonunda lokal olarak kullanilan bu ilaca karst hem Staph. aureus hem de
KNS’de giderek artan diren¢ bildirilmektedir. En sik neden yeni bir izoldsil tRNA
sentezi saglayan plazmid kaynakli mupA geni ve son yillarda kesfedilen bir mobil
diren¢ geni olan mupB geni olup yiiksek diizeyde direnci saglamaktadir. Kromozomal

ileS genindeki nokta mutasyonlari ise diisiik diizeyde direncten sorumludur!>2.

2.12.10. Rifampin

Rifampin, oldukca potent bakterisidal bir anti-stafilokokal olmasina ve doku ve
abselere iyi dagilim gostermesine ragmen tek basina kullanildiginda RNA polimerazin f3
altgrubunu kodlayan rpoB geninde noktasal mutasyonlar sonucu yiiksek seviyede direng
gelisimi goriilebilmektedir. Bu nedenle stafilokok enfeksiyonlarinda rifampinin tek

basma kullanimi dnerilmemektedir'®’. Protez enfeksiyonlarinda kombine tedavide yeri
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olsa da ciddi Staph. aureus enfeksiyonlarinda bakteriyeminin temizlenmesini

geciktirmesi ve yiiksek hepatotoksite riski nedeni ile dnerilmemektedir'*’.

2.12.11. Glikopeptidler

Glikopeptidler 1956’da kullanima girmistir ancak, ©6nemi ve kullanimi
MRSA’larin hizla yayilmasiyla giiniimiizde tekrar artmistir. Kullanimda olan tiyeleri
vankomisin ve teikoplanin olup, etki bakimindan birbirine benzer 6zellikler gosterirler
ve birbirlerinin alternatifi olarak kullanilirlar. Glikopeptidler, G(+) hiicre duvarini
olusturan peptidlerin terminal D-ala-D-ala dizisine baglanarak transglikolizasyon
reaksiyonunu ve peptidoglikan olusumunu inhibe ederler. Uzun yillardir kullanimda
olmalarina ragmen halen yaygin bir Staph. aureus direnci goriilmemistir. Fakat son
yillarda  kullanimlar1  yaygimlastigindan azalmis duyarlilik  gOsteren  suslar
bildirilmektedir!>>,

Ik kez Japonya’dan Hiramatsu ve arkadaslari tarafindan vankomisine orta
diizeyde duyarli [Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIK): 8 pg/ml] Staph.
aureus susunun bildirilmesiyle, literatiire VISA ve Mu50 kavrami girmistir!>*,
Japonya’da izole edilen Mu50 susu (8 pg/mL) Ingiliz standartlarma gore direncli,
NCCLS  standartlarma  gore ise  orta  duyarhh  (intermediate)  olarak

degerlendirilmektedir'>®

. Mu50 gibi intermediate suslar olduk¢a nadirdir. Daha sik
goriilen diger bir vankomisin intermediate direng tipi yine Japonya’da ayni aragtirma
grubu tarafindan tespit edilmistir. Vankomisin MIK degeri 2 pg/ml olan bu sus Mu3

olarak adlandirilmistir'®®

. Bu direng tipindeki suslar vankomisinin duyarlilik siir1 (< 4
ng/mL) altinda MIK degeri gostermektedirler, ancak 1/10°° hiicre > 4 pg/mL MIC
degerine sahiptirler ve hetero-VISA (hVISA) olarak tanimlanirlar. Vankomisin MIK
degeri 1-4 pg/mL olan stafilokok izolatlart hVISA olabilir. Bu bakteriler ayn1 zamanda
teikoplanine de direncli oldugundan Hetero-Glycopeptide Intermediate Staph. aureus
(hGISA) olarak da tammlanmaktadirlar!>,

Stafilokoklarda, vankomisine orta diizeyde direncin nedeni, peptidoglikan
biyosentezindeki degisiklige bagli olarak hiicre duvarmin kalinlasmasit ve c¢apraz
baglarin zayiflamasiyla membran periferinde agil-D-alanil-D-alanin hedeflerinin

birikerek ilacin hiicre icine gegisinin azaltilmasidir'>. Bu VISA/hVISA suslarinm,

laboratuvarlarda uygulanan rutin duyarhilik testleriyle saptanmasi giictiir. Bu izolatlarin
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tespiti icin vankomisin igeren (4-6 mg/l) beyin kalp infiizyon agar (BKIA) ile tarama, E-
test, makro E-test ve PAP-AUC (Population Analysis Profile Area Under the Curven)
olmak iizere farkli yontemler kullanilmaktadir!*.

flk VRSA ise 2002°de ABD’de tanimlanmustir'*®. Giiniimiize kadar ABD,
Avrupa ve Hindistan’ da sayili vakada tespit edilen VRSA izolatlarindaki direng
mekanizmasi, enterokoklarda vankomisin direncine neden olan ve bir transpozon
(Tnl546n) tarafindan tasinan vanA genine baglh olan direngtir'>>,

VRSA’larin yayginlasmasindan tiim diinyada korkulmaktadir. Bu yiizden
Ozellikle hastane kokenli ciddi Staph. aureus enfeksiyonlarinda kullanilmalar
onerilmekte, diger antimikrobiyallere duyarli olan Staph. aureus suslarinin neden

oldugu enfeksiyonlarda glikopeptidlerin son secenek olarak kullanilmasi tavsiye

edilmektedir'>>133,

2.12.12. Oksazolidinon

Linezolid; Food and Drug Adminstration (FDA) tarafindan MRSA, VISA ve
Vankomisin Rezistan Enterokok (VRE) gibi direngli G(+) patojenlerle olusan
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanim onay1 alan tek oksazolidinon grubu antibiyotiktir.
Ayrica eperozolit, ranbezolit, AZD 2563, tedizolit gibi yeni oksazolidinon grubu
antibiyotikler iizerinde de ¢aligmalar devam etmektedir. Oksazolidinonlar, ribozomun
23S subunitinde bulunan peptidil transferaza baglanarak 70S olusumunu engeller ve
protein sentezinin baslamasmi inhibe ederek bakteriyostatik etki gosterirler. Ilk
linezolid direngli bakteri linezolidin kullanima girisinden bir yil sonra 2001’de
bildirilmistir ve glinlimiizde Staph. aureus’da direng oraninin % 1 oldugu
belirtilmektedir. Linezolide en 6nemli diren¢ mekanizmalari; 23S rRNA geninin V
domaninde mutasyonlar, ribozomal L3, L4 ve L22 proteinlerinde mutasyonlar ve
cfr (chloramphenicol florfenicol resistance) geninin kodladig1r metil transferaz enzimi

varliginda 23S rRNA’nm A2503 bazinin C-8 pozisyonundan metillenmesidir'®’.

2.12.13. Daptomisin

Daptomisin, G(+) ve anarob bakterilere etkili kalsiyum bagimli siklik lipopeptid
bir antibiyotiktir. Diinyada 2003, iilkemizde 2009 yilindan itibaren MRSA, VISA,
VRSA dahil stafilokoklarla olusan komplike deri ve yumusak doku enfeksiyonlari,
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bakteriyemi ve endokarditte kullanilmaktadir. Etkisini gostermek i¢in dnce kalsiyum
molekiiliine baglanan daptomisin, lipofilik kuyrugu ile lipoteikoik asite irreversible
olarak baglanir. Oligomerizasyon sonucu transmembran kanallar olusturur. Bu kanallar
hiicre i¢i iyonlarm (K", Mg") ve ATP’nin disar1 sizmasina, ayrica makromolekiillerin
sentezinin engellenmesine neden olur. Bdylece hiicre membran biitiinliigli bozulmadan
ve bakteriyel toksin ve bilesikler ortama salinmadan bakteri 6liimii gerceklesir. Son
yillarda daptomisine artan oranlarda direng¢ bildirilmektedir. Direncin en onemli iki
mekanizmas1 bakteri membranindaki fosfotidilgliseroliin lizinlenmesini kontrol eden
mprF operonundaki tek niikleotid polimorfizmleri ve teikoik asit molekiillerinin D-
alanillenmesini kontrol eden dlt operonunun asir1 ekpresyonudur. Boylece hiicre
membraninin yiikii, kalinlig1 ve rijiditesi degistirilerek antibiyotigin afinitesi ve etkisi

azaltilir>%1%%,

57



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Ornek Toplanmasi

Calismada, 2013-2014 yillar1 arasinda Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi
Merkez Laboratuvaria gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen 75 metisilin direngli
Staph. aureus susu incelendi. Suslarin identifikasyonu ve duyarlilik testleri

laboratuvarda rutin olarak kullanilan Vitek 2 otomatize sisteminde yapildi.

3.2. Klinik Orneklerden izolasyon

Kliniklerden gelen kan kiiltiirii siseleri, rutin olarak BACTEC 9240 otomatize
kan kiiltiirli cihazina (Becton-Dickinson) konuldu ve cihaz pozitif uyar1 verene kadar en
fazla yedi giin inkiibe edildi. Pozitif kan kiiltiirleri Gram boyama ile degerlendirildi.
Bronko-alveolar lavaj (BAL), trakeal aspirat 6rnekleri, beyin omurilik sivis1 (BOS), asit
mayi, plevral mayi 6rnekleri, yara, apse, idrar ornekleri ve diger klinik drnekler % 5
koyun kanli agar (COS; bioMerieux), MacConkey agar (MCK; bioMerieux) ve ¢ikolata
besiyerine (PVX; bioMerieux) ekildi ve 35-37°C’de, 18-24 saat inkiibe edildi. Bakteri
iiremesi tespit edilen besiyerlerindeki kolonilerden Gram boyasi yapilarak G(+) kok

olanlara katalaz ve plazma koagiilaz testi uygulandi.

3.2.1. Katalaz Testi
Kanli agardan lam iizerine alinan koloniye % 3’liik hidrojen peroksitten (H202)

birka¢ damla damlatildi ve Oz ¢ikisinin izlenmesi pozitif test olarak kabul edildi.

3.2.2. Plazma Koagiilaz Testi

Boyamasinda G(+) kok goriillen ve katalaz testi pozitif olan tiim izolatlara
koagiilaz testi uygulandi. Calismada, tiip koagiilaz testi yapildi ve insan plazmasi
kullanildi. Besiyerinden 6ze ile alinan birkac koloni, 1 ml insan plazmasi i¢inde ezildi
ve emiilsiyon haline getirildi. Tiipler 37°C’ye kaldirildi. 2., 4. ve 24. saatlerde piht1
olusup olusmadig1 kontrol edildi. Bu siire i¢inde piht1 olusturmayan suslar koagiilaz

negatif kabul edildi.
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3.2.3. Vitek 2 Otomatize Sistem:

Katalaz ve plazma koagiilaz islemlerinden sonra, suslar identifikasyon ve
duyarlilik i¢in rutin olarak kullanilan Vitek 2 otomatize sisteme verildi. G(+)
identifikasyon karti GP (bioMerieux) ve G(+) duyarlilik kartt AST-P536 (bioMerieux)
kullanildi. Referans sus olarak Staph. aureus ATCC-29213 kullanildi. Steril salinden (%
0,45 NaCl, pH 4,5-7.0) sistem icin 6zel kullanilan seffaf plastik deney tiipiine (12x75
mm) 3 ml konuldu. Tiipe 6ze ile saf koloniler aktarildi ve McFarland 0,5-0,6’a es deger
yogunlukta homojen bir siispansiyon hazirlandi. Siispansiyon tiipii, GP kart1 ve AST-
P536 kartt kasete yerlestirildi. Veri girisi ve kasetin cihaza yiikklenmesi Vitek 2
otomatize sistem kullanim talimatina uygun sekilde yapildi.

Calismada incelenen toplam 86 sus gliserollii % 10 gliserol ve % 10 kan iceren
triptik soy agar saklama besiyerine alinarak -20°C’de saklandi. Molekiiler ¢alisma
yapilacagi zaman kontaminasyonu elimine etmek i¢in % 5 koyun kanli agarda ve Endo
agarda aerop sartlarda 37°C’de 1 giin siire ile inkiibe edilerek iiretildi ve Gram boyama,
katalaz, koagiilaz ve Chapman besiyerinde mannitol kullanimi testleri yapildi. G(+)
tizim salkimi seklinde kiimeler olusturan, katalaz (+), koagiilaz (+), mannitol hidrolizi

(+) bakteriler Staph. aureus olarak kabul edildi.

3.2.4. Kullanmilan Besiyerleri

Bu calismada saklama besiyerlerindeki bakterilerin = ¢ogaltilmas:  ve
dogrulanmasi amaci ile rutin olarak; kanli agar ve Endo agar besiyeri kullanilmigtir.
Daha ileri identifikasyon i¢in Mannitollii tuz agar (Chapman besiyeri) kullanilmistir ve

suslar kullanilana kadar saklama besiyerinde bekletilmistir.

3.2.4.1. Koyun Kanh Agar
Cesitli klinik ve polikliniklerden gelen 6rneklerden Staph. aureus’un izolasyonu

amaci ile koyun kanl agar kullanilmigtir.

Pepton (DIFCO 63928JB) S5¢g
Et ekstresi (MERCK 1.03979) 5¢g
NaCl (MERCK 1.06400) 5¢g
Agar (LAB M MC2) 12 ¢
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Distile Su 1000 ml
pH:7,3+0,2

37 g toz besiyeri 1000 ml distile suda ¢oziilerek 121°C’de 15 dakikada otoklavda

steril edildi. Daha sonra iizerine 50 ml defibrine koyun kan1 eklendi.

3.2.4.2. Endo Agar
Staph. aureus’un G(-) mikroorganizmalardan ayrimi i¢in kullanilmistir.

Et ekstresi (MERCK 1.03979) 3¢

Pepton (DIFCO 63928JB) lg

NaCl (MERCK 1.06400) 5¢g

Agar (LAB M MC2) 20g

Distile Su 1000 ml
pH: 7,3 +0,2

Karigim 121°C’de 15 dakikada otoklavda steril edildi. Soguduktan sonra iizerine,
% 20’lik laktozdan (EGAS DMV) 50 ml, % 10 Na2SO3 (SIGMA 239321)’den 24 ml ve
% 10 fuksin (SIGMA B0904)’den 4 ml eklendi.

3.2.4.3. Mannitollii Tuzlu Agar (Chapman besiyeri)
Mannitollii tuzlu agar ayirt edici ve segici bir besiyeridir. Staph. aureus un saf
olarak elde edilmesi ve laboratuvarda tanimlanabilmesi agisindan 6nemli olan mannitol

fermentasyonunun gézlenebilmesi i¢in mannitollii tuzlu agar kullanildi.

Et ekstresi 10g
Pepton 10g
NaClI 75 g
Mannit 75 g
Agar (LAB M MC2) I5¢g
Phenol kirmizisi, % 0,5 5 ml
Distile su 1000 ml
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Agar, 500ml suda 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Et 6ziiti 500 ml suda
eritildi. pH 8,4 olacak sekilde ayarlandi, kaynar hale getirildi ve slizge¢ kagidi ile
stiziildii. 500 ml’ye tamamland1 ve pepton, tuz ve mannit eritildi. Soliisyon sicak iken

erimis olan agar ile birlestirildi. Fenol kirmizis1 eklenerek karistirildi ve 121°C’de 15

dakika otoklavda bekletildi. Yaklasik 60°C’ye gelince petrilere dokiildii.

3.3. Molekiiler Yontemler

3.3.1.PFGE

3.3.1.1- PFGE’de Kullanilan Soliisyonlar ve Kimyasal Madeler
Hiicre Stispansiyon Tamponu [HST (pH 7,2)]

Tris-HCI (SIGMA T-3253) 1,576g
EDTA (AMRESCO 0105-500) 18,61g
NaClI 1,17¢g

Ultrapiir su ile 100ml’ye tamamland1 ve pH: 7,2’ye ayarlandi.
Lizis I Soliisyonu (pH:8,0)

Tris-HCI (SIGMA T-3253) 0,788¢
EDTA (AMRESCO 0105-500) 9,306¢
NaCl 1,461g

N-lauryl Sarcosine (AMRESCO 0719-500) 2,5¢
Deoxicolot lg
Ultrapiir su ile 100ml’ye tamamlandi ve pH ayarlandu.
Lizis IT Soliisyonu

250 mM EDTA  (AMRESCO 0105-500) 18,612¢g
N-lauryl Sarcosine (AMRESCO 0719-500) S5¢g

Ultrapiir su ile 100 ml’ye tamamlandi. 0,5 M EDTA pH: 9,0’a ulasana kadar tam
olarak ¢oziinmedi. Bu nedenle NaOH pelletleri kullanildi. Her 6rnek soliisyonuna

Proteinaz K (50 pg/ml) eklendi.
10X TE Soliisyonu (pH 7,6)

Tris-HCI (SIGMA T-3253) 1,576g
EDTA (AMRESCO 0105-500) 0,372g
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Ultrapiir su ile 100ml’ye tamamlandi.

10X TBE Soliisyonu (pH 8,4 )

Tris-base (SIGMA T-1503) 108¢g
Borik Asit (MERCK 1.00165.0500) 55¢g
EDTA (AMRESCO 0105-500) 7,44¢

Ultrapiir su ile 1000ml’ye tamamlandi.

3.3.1.2. PFGE Yonteminin Uygulanmasi

3.3.1.2.1. izolatlarin Hazirlanmasi

. Staph. aureus suglarin1 canlandirmak amaci ile ilk olarak % 5 koyun kanli agara
pasajlandi.

Saf kiiltiir halinde tireyen koloniler plastik 6ze ile 1 ml HST iginde siispanse
edildi.

. Hiicre siispansiyonu, 13.000xg’de 4°C’de 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda siipernatant atildi (HERAEUS Biofuge Primo R).

. Pelletin iizerine tekrar 1 ml soguk HST eklendi, pipetajla pellet homojen bir
sekilde dagitild1 ve yaklasik McFarland 4 bulanikligi olacak sekilde ayarlandi.

3.3.1.2.2. Izolatlarin Agaroza Gomiilmesi

. Kaliplarin hazirlandig1 agaroz kalip aparat1 buzdolabina konuldu.

. HST’den almman 9 ml igerisinde 0,2g low melting agar (BIO-RAD 161-
3113EDU) eklendi ve mikrodalga firinda eritildi (BEKO MD1505).

. Agarozdan 150ul ependorf tiiplere dagitilarak ve 50°C’deki kuru 1s1 blogunda
beklemeye alind1.

. HST i¢inde hazirlanmis bakteri siispansiyonundan 150ul alinarak, 50°C’de
bekleyen ve i¢inde 150ul agaroz bulunan tiipe eklendi.

. Uzerine 2yl lizostafin eklenerek karistmin homojen olabilmesi i¢in birkag defa
pipetaj islemi yapildi.

. Bekletilmeden, hiicre-agaroz karigimindan agaroz kalip aparatina dagitild.

Kaliplar, agaroz katilasincaya kadar +4°C’de bekletildi.
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3.3.1.2.3. Agaroz icindeki Hiicrelerin Parcalanmasi

. Her agaroz kalip i¢in 5 ml’lik steril kapakli tiiplere, 0,5ml lizis I soliisyonu
konuldu.

. lIgerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan ¢ikarilarak lizis 1 soliisyonuna
yerlestirildi.

. Lizis I soliisyonuna alinan kaliplar 37°C’de 1 saat calkalamali su banyosunda
bekletildi MEMMERT WNE-14 WATERBATH).

. Bu islemin sonunda Lizis I soliisyonu dokiilerek, yerine 0.5 ml hiicre lizis

soliisyon II eklendi ve 50°C’de yarim saat ¢alkalamali su banyosunda bekletildi.

3.3.1.2.4. Hiicre Lizizinden Sonra Agaroz Kaliplarimn Yikanmasi

. Lizis agamasindan sonra yumusayan agaroz kaliplarmin katilagmasi igin tiipler
buz igerisinde en az 15 dakika bekletildi ve lizis soliisyonu dokiildii.

. Daha sonra agaroz kaliplar1 50°C’de 4 ml TE tamponuyla her yikama 30 dakika
olmak {tizere 3 kez yikandi. Son olarak drnekler TE igerisine konularak 4°C’de

saklandi.

3.3.1.2.5. Agaroz Kahplari icindeki DNA’min Enzimle Kesilmesi

. Agaroz kalib1 bir lam {izerine alinarak bir bistiirii yardimiyla 1/3 oraninda
kesildi.

. Parcalardan biri, 100 pl 1X Smal tamponu icine alinarak oda sicakliginda 10
dakika bekletildi ve daha sonra bu tampon bosaltildi.

. Her agaroz kalib1 i¢in asagidaki enzim karisimi hazirlandi.

10 pl 10X Smal tamponu,

2,5ul Smal enzimi (10 U /ul) (Fermentas)

Iul BSA (10 mg /ml)

86,5l steril ultra saf su

. Agaroz kalibina bu karisim eklenerek c¢alkalamali su banyosunda 30°C’de 2 saat
inkiibe edildi.

. Inkiibasyon sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletildi.
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3.3.1.2.6. Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi ve Kaliplarin Jele Yiiklenmesi

1. 2 litre 0,5X TBE buffer hazirland1 ve icerisinden 100 ml ayrilarak kalan tampon
elektroforez tankina dokiildii.

2. Ayrilan 100 ml tampon icerisine 1,1 g Pulsed-Field Certified (BIO-RAD) agaroz
eklenerek % 1,1’lik agaroz hazirlandi1 ve mikrodalga firinda eritildi.

3. Agaroz dokiilecek kaset hazirlandi, Smal ile kesilmis olan agaroz kaliplarin her
biri tarak dislerinin u¢ kismina yerlestirildi.

4. Taragm kenar ve ortasindaki diglerine marker kaliplar yiiklendi ve kurutma
kagid ile agaroz kaliplarinin kenarindaki sivinin fazlast alindu.

5. Tarak kaliplarla birlikte agaroz dokiilecek kaset i¢ine yerlestirildi.

6. Agaroz dikkatli bir sekilde hava kabarcig1 olusturulmadan kaset i¢ine dokiildii.

7. Oda 1sisinda 20 dakika katilagsmaya birakildi, dikkatlice tarak cekildi ve
elektroforez tankina yerlestirildi.

8. Agaroz kasetinin ¢ergeveleri ¢ikarildi ve tabla ile agaroz alindi. Daha sonra

icerisinde 1900 ml 0.5X TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirildi.
3.3.1.2.7. Elektroforez
CHEF-DR II sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium) elektoforez

kosullar1 ayarlandi.

Baglangic vurus siiresi 5,3 sn

Bitis vurus siiresi 34,9 sn

Vurus agis1 120°

Akim 6 V/cm?

Sicaklik 14°C

Stire 20 saat

3.3.1.2.8. Sonucun Gozlenmesi ve Analiz

1. Elektroforezden sonra jel, 5 pg/ml etidyum bromiir igeren 500 ml ultra saf su

i¢cine alind1 ve 20 dakika boyandi.
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2. UV 1s1ga altinda goriintiilendi. Gel Logic 1500 Imaging System (ayrim giicii:
1708x1280 pixel, Kodak Company, NY, USA) kullanilarak DNA bant
goriintiilerinin fotografi cekildi.

3. Resimler TIFF formatinda kaydedildi. GelCompar II yazilim sistemi (version
4.0; Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) kullanilarak bant profilleri
analiz edildi. Her resimde bulunan iki adet marker yardimi ile resimler arasi
normalizasyon yapildi. UPGMA kullanilarak PFGE profillerinin dendogrami
olusturuldu, kiimelesme analizi yapildi. Bantlara bagli “Dice” benzerlik
katsayisina gore suslar arasindaki iligki belirlendi. Benzerlik katsayisinin
hesaplanmasinda bant ve profil toleransi, % 1,5 olarak alindi. Bant profilleri %
85 benzerlik gdsteren izolatlar ayni kiime i¢inde degerlendirildi ve biiyiik harfle

isimlendirildi. Ayni kiime igerisindeki subtipler ise rakamlar ile gosterildi.

Agaroz kalip
icerisindeki

Adim 1 bakteri

Hiicre
stispansiyonu

Adim 2
Low melting agar

A
eklenmesi :

0 0

hazirlanmas1

Adimm 3

Hiicre

lizisi

BL
Bl
BL

A Adm 4
!, ! Enzimle
Elektroforez w kesim

== <

DNA pargalari Biitiin haldeki DNA

Sekil 7. PFGE teknigini asamalari.
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3.3.2. spa Tiplendirme Yontemi

3.3.2.1. izolatlarin Hazirlanmasi ve DNA Ekstraksiyonu
1. Staph. aureus suslar1 canlandirmak amaci ile % 5 Koyun kanli agara pasajlandi.
2. Steril cam tiiplere yaklagik 2 ml distile su eklendi.
3. Bakteriler steril 6ze yardimi ile toplanarak distile su i¢inde homojen dagilmasi
sagland1 ve McFarland cihaz1 ile bakteri siispansiyonlart McFarland 5 olacak
sekilde ayarlanda.
Hazirlanan hiicre siispansiyonlarindan 500 pl ependorf tiiplerine alindi.
Sonra 8000xg’de 3 dakika santrifiij edilerek siipernatant atildi.
Altta kalan pellet tizerine 500 pl 1X TE tamponu eklendi.
Daha sonra ependorf tiipleri 100° C’de 10 dakika 1s1 blogunda tutuldu.

® N bk

500 pl bakteri siispansiyonu olan bu ependorflara yaklasik 150 pl boncuk

(Sigma) konuldu.

9. Maksimum hizda 7 dakika Mickle (Mickle Tissue Disintegrator, Mickle
Laboratory Engineering Co. Ltd.) cihazinda mekanik lizise ugratildi.

10. Daha sonra 12000 xg’de 10 dakika santrifiij edildi.

11. Son olarak 200 pl siipernatant alinip yeni ependorfa aktarildi ve calisma

yapilana kadar -20°C’de saklandi.

3.3.2.2. PCR Yonteminin Uygulanmasi

Calismaya dahil edilen 86 Ornege spa gen bolgesinin amplifikasyonu icin spa-
1113 (5°TAA AGA CGA TCC TTC GGT GAG C3’) ve spa-1514r (5°CAG CAG TAG
TGC CGT TTG CTT3’) primerleri kullanilarak PCR uygulandi. Her bir 6rnek i¢in
asagidaki PCR karisimi1 hazirlandi.

PCR master mix (Thermo Scientific) 2X 12,5 ul
Saf su 10,4 pl
spa-1113f primeri (Microsynth) 100pmol/ul 0,05 pul
spa-1514r primeri (Microsynth) 0,05 pul
Genomik DNA 2 ul
Toplam hacim 25 ul
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Hazirlanan karisim PCR dongiilerini gerceklestirmek amaciyla termal dongi
cihazina (APPLIED BIOSYSTEMS 2720 Thermal Cycler) alind1 ve 1s1 dongiileri
asagidaki sekilde ayarlandi.

On denatiirasyon ~ 80° C 5 dk 1 Dongii
Denatiirasyon 94° C 45 sn

Baglanma 53°C 60 sn 38 Dongii
Uzama 72° C 90 sn

Son uzama 72° C 7 dk 1 Dongti
+4°C

3.3.2.3. Agaroz Jel Elektrofozi

Ekstraksiyon ve amplifikasyonun dogru bir sekilde gergeklestigini test etmek
amaci ile agaroz jel elektroforezi kullanildi. 100 ml 1X TBE ve 2 g agaroz ile
kaynatilarak % 2’lik agaroz jel hazirlandi. Oda sartlarinda yaklagik 50-60° C’ye kadar
soguyan agaraz jel lizerine 10 pg/ml konsantrasyonda etidyum bromiirden 5 pl eklendi.
Agaroz jel igerisinde etidyum bromiir iyice karistirildiktan sonra taraklar yerlestirilerek
jel kasetine dokiildii. Oda 1sisinda katilasan jelden tarak dikkatli bir sekilde ¢ikarildi ve
icerisinde 1X TBE tamponu olan tank igerisine yerlestirildi. Jel iizerindeki kuyulara 16
ul drnek ile 4 pl loading buffer karistirilarak yiikleme yapildi. 11k ve son kuyuya marker
yiiklendi (GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus). Tank gili¢ kaynagina (Bio-rad)
baglandi. 120 volt akimda 1 saat yiiriitme islemi gergeklestirildi. Daha sonra DNA
bantlar1 jel goriintiileme sistemi (Gel Logic 1500 Imaging System ayrim giicii:
1708X1280 pixel, Kodak Company, NY, USA) ile incelendi. Yaklasik 300-400 bp

araligindaki bantlar pozitif olarak kabul edildi ve dizi analizi islemine alindu.

3.3.2.4. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Dizi analizinden 6nce ortamdan reaksiyonu etkileyecek olan niikleotid, primer ve
diger kimyasallarin uzaklastirilmas1 amaci ile PCR firiinleri saflagtirildi. Saflagtirma
islemi “SentroPure® PCR iirlinii saflastirma ve jelden DNA ekstraksiyon Kkiti

(SENTROMER®)” saflastirma sistemi ile protokolde onerildigi sekilde gerceklestirildi.
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1. Steril 1,5 ml tiip igerisine, her 1 pul PCR iiriini i¢in 4 ul SG soliisyonu (DNA
immobilizasyonunu saglar, pH 6,6) eklendi ve 15 saniye vortekslendi.

2. Karisim SentroSpin kolonuna aktarildi, 13000rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi
ve toplama tiiplinde toplanan s1v1 dokiildii.

3. SentroSpin kolonuna 500 pl soliisyon SW (DNA’nin arinmasini saglar, pH 7,5)
eklendi, 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve toplama tiipiinde toplanan sivi
dokiildii. Islem bir kez daha tekrarlandi.

4. SentroSpin kolon 1 dakika bos olarak santrifiij edildi ve kalan etanol
uzaklastirildi.

5. SentroSpin kolonu 1,5 ml’lik temiz mikrosantrifiij tiipline yerlestirilerek
baslangi¢ PCR iiriinii miktar1 kadar soliisyon SE (DNA’nin toplanmasini saglar,
pH 8,5) kolonun tam ortasina gelecek sekilde eklendi. Oda sicakliginda 3
dakika bekletildi ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek saf DNA toplandi.

Bu saflagtirilmis DNA oOrnekleri dizi analizi i¢in kullanilana kadar -20°C’de
saklandi.

3.3.2.5. Dizi Analizi Calismalar:

spa geninin DNA dizi analizi otomatik DNA dizi analiz cihaz1 “ABI Prism 310
DNA sequencer (Applied Biosystems)” kullanilarak yapildi. Bu cihaz, F. Sanger
tarafindan gelistirilen “dideoksi zincir sonlandirma yontemi” prensibine dayanmaktadir
ve gelismis bir kapiller sisteme uyarlanmistir. Bu yontemin temeli DNA polimerazin
dNTP’lerin (deoksiriboniikleozit trifosfat) yanisira deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH
grubu yerine H atomu tasiyan ddNTP’leri (dideoksiriboniikleozit trifosfat) de substrat
olarak kullanmasina baglidir. Floresan boyali olan ddNTP’ler zincir uzamasinin
durmasina ve son niikleotidi isaretli olan her uzunlukta DNA pargalarinin olusmasina
neden olurlar. Olusan iiriinler kapiller elektroforezde yiiriitiiliirken sonlanan her dizide
bulunan ddNTP’ler bir lazer sistemi ile uyarilarak yaydigi farkli dalga boyundaki
floresanlar CCD kamera ile kaydedilir. Veriler bilgisayar ortaminda DNA dizilerine
cevrilir.

[k olarak saf haldeki PCR iiriinlerine Cycle sequencing uygulamas yapildi. Bu
asamada forwad primerler kullanilarak hem dNTP hem de ddNTP igeren reaksiyon
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karistmi ile tek =zincirli amplifikasyon islemi gerceklestirildi. Islem BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) kullanilarak
gercgeklestirildi. Kontrol olarak da Pgem DNA ve M13 primerleri kullanildi. Her 6rnek

icin asagidaki karisim hazirlandi.

Ready reaxion mix (RR-100) 5X 4 ul
Squencing Buffer 5X 4 ul
spa-1113f 4 ul
Saf su 4 ul
Saf PCR f{iriinii 4 ul
Toplam hacim 20 ul

Cycle sekans i¢in hazirlanan 6rnekler i¢in termal cycle cihazinda asagidaki 1s1

dongiileri ayarlandi.

96°C de 10 sn
50°C de 5 sn 25 dongi
60°C de 4 dk

Cycle sekans iiriinleri, sekans cihazina yiiklenmeden once tekrar saflastirildi.
Saflagtirma islemi icin ZR DNA Sequencing Clean-up Kit™ (Zymo Research)
protokoliinde 6nerildigi sekilde kullanildi.

1. 5-20 pl cycle sekans iiriiniine 240 pl “Sequencing Binding Buffer” eklendi.

Karigim Zymo-Spin™ IB kolona aktarildi.

13000 rpm (15000 - 16000 xg) de 30 saniye santrifiij edildi.

Spin kolona 300 pl “Sequencing Wash Buffer” eklendi ve 13000 rpm (15000 -

16000 x g) de 30 saniye santrifiij edildi.

5. DNA’ yi1 toplamak icin kolona, 20 pl % 20’lik formamid eklendi ve kolon 1,5
ml mikrosantrifiij tlipiine yerlestirilerek 13000 rpm (15000 - 16000 xg) de 15
saniye santrifiij edildi. Elde edilen ultraplir DNA sekans cihazina (ABI PRISM®

el

310 Genetic Analyzer) yiiklendi.
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3.3.2.6. Dizi Analizi Sonu¢larinin Degerlendirilmesi ve spa Tiplerinin Tespiti

Sekans cihazindan elde edilen ham veriler Sequencing Analysis 5.1 programiyla

islendi. Elde edilen DNA dizileri StaphType yazilim programimin (Ridom) yardimi ile

spa tiplerinin belirlenmesi i¢in kullanildi. Program baz dizisi igerisinde 5’ ucunu, 5’

ucundan belli bir uzaklikta baslayan genellikle 24 bp uzunluktaki birbirine bitigik tekrar

dizilerini ve 3’ ucunu otomatik olarak tespit edebilmektedir. Her tekrar, baz dizisine

gore standart bir numara ile isimlendirilir ve elde edilen tekrar profiline gore sus

standart bir tip numarasi ile adlandirilir (Sekil 8).
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Sekil 8. StaphType yazihminda spa tiplerinin tespiti.

StaphType yaziliminda yer alan BURP algoritmasi ile birbirinden 6 veya daha az

tekrar farki olan spa tipleri ayni grupta olacak sekilde kiimelendi. Boylece spa CC

tipleri ve kiimelerin kaynaklar tespit edildi (Sekil 9).
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Sekil 9: BURP algoritmasi ile spa CC’lerin tespiti.
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4. BULGULAR

Bu calismada C.U Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi poliklinik ve kliniklerine
Kasim 2012-Aralik 2013 tarihleri arasinda ¢esitli yakinmalar ile bagvuran hastalardan
tan1 amaci ile alinan orneklerden izole edilen ve Vitek 2 sistemi araciligiyla MRSA
olduklar1 tespit edilen Staph. aureus suslari, bolgemizde hastanede veya toplumda
kazanilmis MRSA enfeksiyonlarinin epidemiyolojik 6zelliklerini tespit amaci ile
genotipik 0Ozellikleri yoniinden degerlendirilmistir. Bir hastanin ayni1 bdlgesinden
tiretilen izolatlardan sadece birisinin dahil edildigi ¢alismada toplam 75 sus PFGE ve
spa tiplendirme yontemi ile tiplendirildi.

Calismaya dahil edilen suslar % 13’liik oran ile en ¢ok Cocuk Yogun Bakim

tinitesinden alinan 6rneklerden izole edildi (Tablo 9).

Tablo 9. Suslarin kliniklere ve polikliniklere gore dagilimi.

Klinik/poliklinik ad Susg Klinik/poliklinik ada Sus
Yiizdesi Yiizdesi
(sayis1) (sayisy)
Cocuk Yogun Balom 13 (n:10) Cocuk Yenidofan Yofun Bakam 1.3 (n:1)
Feanimasyon 13 (n:10) Cocuk Alerji ve Immiinoloji Poliklinis 1.3 m:1)
Dahili ¥Yogun Balom 6.7 (n:3) Beym Cerrahi Yogun Balam 13 (n:1)
Gigilis Hastahklar Servisi 3.3 (n:4) Crtopedi we Travimatoloji Servisi 1.3 n:1)
Klinik Bakterivoloji ve Enfeksivon 335 (n:4) Eadin Hastaliklann ve Dofjum Obstetmk 1.3 (n:l)
Hastahklar: Servisi Servist
Dermatoloji Poliklinik 3.3 (n:4) Genel Cerrahi Servisi 1 1.3 1)
Yamik Unitesi 4 (n:3) Cocuk Enfeksivon Hastalildan Pollklinilc 1.5 (1)
Cocuk Onkoloji Servisi 2.7 (n:1) Dahiliyve Onkoloji Poliklinigi 1.3 n:1)
Cocuk Hematoloji Servisi 2.7 (=2 Giz Hastaliklan Servisi 1.3 (n:1)
Cocukk Enfeksivon Hastahklarnn 2.7(n:2) Cocuk Gastroloji ve Hepatoloji Servist 1.3 (n: i}
Servisi
Coculk Saghg 2 servisi 2.7 n:2) Gocuk Cerralu Polikhmile 13 (n:1)
Dahiliye Nefroloji Poliklinigi 2.7 (1) MNiaroloji Servisi 1.3 (n:1)
Troloji Servisi 27 (n:2) TUroloji Poliklinigi 15 1)
Niroloji Yogun Balkim 2.7 (m2) Beyin Cerrali Servisi 1.3 (n:1)
Dahilive Endokrinoloji Servisi 2.7 (n=2) Cocuk Ealp Damar Cerrahi Servisi 1.3 (nz1)
Plastik ve Rekonstriiktf Cerrahi 2.7 {n:2)
Servisi
Dahilive Hematoloji Servisi 2. 7(m2) Toplam oI5
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Suslarin izole edildigi hastalarin yas ortalamasinin 34, 9 olmasina karsilik test

suslarinin % 61’inin yetigkin hastalara ait 6rneklerden izole edildigi tespit edildi. Test

suslarinin izole edildigi hastalarin 52°si erkek 23’ kadin olmak {iizere 0-85 yas

araliginda dagildig goriildii (Tablo 10).

Tablo 10. Calismaya dahil edilen suslarin izole edildigi hastalarin yas ve cinsiyet gruplarina gore

dagilimi.
Cinsiyet Yas
0-5 6-17 18-35 36-65 >66 Toplam

Say1 | 4 7 2 7 3 23
Kadin | Yiizde | % 5.3 % 9,3 % 2,7 % 9,3 % 4 % 30,6
Erkek |[Sayr |6 10 12 17 7 52

Yiizde | % 8 % 13,4 % 16 % 22,7 % 9,3 % 69,4
Toplam | Say1 10 17 14 24 10 75

Yiizde | % 13,3 % 22,7 % 18,7 % 32 % 13,3 % 100

MRSA suslariin en fazla yara siiriintiisii 6rneklerinden izole edildigi (n: 28, %

31,8) bunu 20 (% 26,7) ornekle trakeal aspirat kiiltiirii (TAK) izolatlarinin izledigi

sadece bir susun BAL’dan izole edildigi goriildii (Tablo 11).

Tablo 11. Calismaya dahil edilen suslarin izole edildikleri 6rneklere gore dagilimi.

TAK: Trakeal aspirat kiiltiirii, BAL: Bronkoalveolar lavaj
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Ornek Sayis1 | Yiizdesi | Ornek Sayis1 | Yiizdesi
Yara kiiltiirii | 28 % 37,3 Idrar 3 % 4
TAK 20 % 26,7 Dren ucu 3 % 4
Kan kiiltiirii | 11 % 14,7 Bogaz kiiltiirii | 2 % 2,7
Balgam 7 %9,3 BAL 1 % 1,3
Toplam 75 % 100



Vitek 2 sistemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik test sonucglarina gore 75 test
susunun 23 paterne ayrildig1 ve suslarin % 63,1’inin tetrasikline kars1 direngli oldugu
linezolide karsi direncin ise % 4 oldugu tespit edildi. Test suslarimin tamami

vankomisin, teikoplanin ve tigesikline duyarli bulundu (Tablo 12).

Tablo 12. Test suslarinin Vitek 2 otomatize sistemi sonuclarina gore antibiyotik diren¢ profilleri.

n |CIP | DA | E FOS | FA | CN | LZD | MOX | RA | TEi | TE | TiG | SXT | vA

X1 | 19| D D D D H |D H D D H D H H H
X2 |5 |D D D H H |D H D D H D H H H
X3 |3 |D D D D H |D H H D H D H H H
X4 |1 |D H D D H |D H D D H D H H H
X5 |2 |H D D H D |D H H D H D H D H
X6 |1 |D D D H D [D H H H H D H D H
X7 |8 | H H H H H |H H H H H H H H H
X8 |8 | H H H H H |H H H H H H H D H
X9 |1 |H H H H H |H D H H H H H D H
X101 | H H H H H |H D H H H H H H H
Xi1|2 |H H H H H |H H H H H D H H H
X121 | H H H H H |H H H D H H H H H
X13|1 | D H H H H |H H D D H D H H H
X142 | D H H H H [D H D D H D H H H
X152 | D H H D H |[D H D D H D H H H
X16 |1 | D H H D H |H H D D H D H H H
X171 | D H H H H |D H H D H D H H H
X187 | H D D H H |H H H H H D H H H
X194 | H D D H H |H H H H H H H H H
X201 | H D D H D |H H H H H H H H H
X21|1 | H D D H D |H H H D H H H H H
X2212 | D H D H H |H H H H H H H H H
X231 | D H H H H |H D D H H D H D H
Direng 52 5731613 ]134,6 |67 |48 |4 42,7 52 10 63,110 173 1 0
yiizdesi

H: Hassas, D: Direngli, CIP: Siprofloksasin, DA: Klindamisin, , E: Eritromisin, FD: Fusidik Asit,
FOS: Fosfomisin, CN: Gentamisin, IPM: imipenem, OX: Oksasilin, LZD: Linezolid, RA:
Rifampin, TEi: Teikoplanin TE: Tetrasiklin, TIG: Tigesiklin, SXT: Trimetoprim-sulfametaksazol,
VA: Vankomisin
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MRSA test suslarinin genotipik diizeyde izlemi ve bolgede muhtemel hakim
klonlarin tespiti amaci ile yapilan Sma-PFGE testi sonucunda en az % 85 benzerlik
iligki kriteri olarak kabul edildiginde suslarin 11 biiyilik kiime icerisinde toplandiklari,
en biiyiik kiimeyi 27 iiye ile B kiimesinin olusturdugu bunu 19 {iye ile A kiimesinin

izledigi gorildii. J, K, L, N kiimeleri ise tek sus icermekte idi.

T I T YT A L

Sekil 10. Agaroz jelde Staph. aureus suslarinin Sma-PFGE ile elde edilen DNA bant paternleri.

Bu iki major kiime arasindaki benzerligin % 84,1 oldugu ve bu iki kiime
suslarinin toplaminin test suslarin % 61,3’1inli olusturdugu tespit edildi. Bir bagka ifade
ile iligkinin tespitinde bir ¢ok calismada oldugu gibi baz olarak % 83 benzerligin
alinmas1 halinde suslarin en az % 61,3’liniin bir kiime icerisinde toplandig1 yani yakin

iligkili suslar olduklar tespit edilecekti (Sekil 11).
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Sekil 11. Suslarin Sma-PFGE kiimelerine ve kaynaga gore dagilimlari.
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Sekil 11 (devamm). Suslarin Sma-PFGE kiimelerine ve kaynaga gore dagihimlari. Rean:
reanimasyon, G6g.H.S: Gogiis Hastaliklar1 Servisi, C.Hem.S: Cocuk Hematoloj Servisi,
Uro.P.: Uroloji Poliklinigi, D:Y:B 2: Dahili Yogun Bakim 2, C.Y.B: Cocuk Yogun Bakim,
No6.Y.B: Noroloji Yogun Bakim, G.Cr.S.1: Geenel Cerrahi Servisi 1, D.End.S: Dahili
Endokrin Servisi, C.K.D.C.S: Cocuk Kalp Damar Cerrahisi Servisi, B.Cr.Y.B: Beyin
Cerrahi Yogun Bakim, Enf.S: Enfeksiyon Hastaliklar: Servisi, Nef.P: Nefroloji Poliklinik,
C.Gas.S: Cocuk Gastroloji Servisi, C.Cr.P: Cocuk Cerrahisi Poliklinik, D.Hem.S: Dahili
Hematoloji Servisi, Derma.P: Dermatoloji Poliklinik, C.Enf.S: Cocuk Enfeksiyon
Hastaliklar1 Servisi, Plast.C.S: Plastik Cerrahi Servisi, Y.D.Y.B: Yenidogan Yogun
Bakim, C.Onk.S: Cocuk Onkoloji Servisi, C.Alerji.P: Cocuk Aleri Poliklinigi, Ort.S:
Ortopedi servisi, K.H.D.S: Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Servisi.
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Tlm izolatlar Stap. aureus protein A gen polimorfizminin tespiti yoniinden spa
tiplendirme ile degerlendirildiginde suslarin 18 spa tipine dagildig: tespit edildi. En
biiylik spa kiimesi 31 izolat (% 41,3) ile t030 iken bunu 9 izolat ile t223 (% 12) tipinin
izledigi goriildii. izolatlardan 8’inin tek iiyeli 6zgiin suslar oldugu belirlendi (Tablo 13).

Tablo 13. Test izolatlarimin spa tip dagihmlari.

spa tipi Ornek sayisi Yiizdesi
t030 31 % 41,3
1223 9 % 12
t127 7 % 9,3
t037 6 % 8
t005 4 % 5,3
t002 2 % 2,7
1267 2 % 2,7
t008 2 % 2,7
t016 2 % 2,7
t790 2 % 2,7
t304 1 % 1,3
t459 1 % 1,3
t359 1 % 1,3
t311 1 % 1,3
t091 1 % 1,3
t7576 1 % 1,3
t2816 1 % 1,3
t4565 1 % 1,3
Toplam 75 % 100

Sma-PFGE kiime dagilimi ile spa tip dagiliminin kiyaslanmasi sonucu t030’un,
C kiimesinde yer alan 1 izolat hari¢ tamaminin Sma-PFGE yo6ntemi ile olusan A ve B

kiimeleri icerisinde yer aldiklar1 goriildi ki bu iki kiimenin benzerlik oraninin % 84,1
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oldugu belirlenmisti (Sekil 11/ Tablo 17). Sma-PFGE ile ortaya ¢ikan A ve B major
kiimelerinde t030 disinda 9 farkli spa tipi daha bulunmaktaydi. Diger taraftan Sma-
PFGE yontemi ile olusan 3. biiylik kiime olan G kiimesindeki suslarin da 5 farkli spa
tipine dagildiklar1 goriildii (Sekil 11).

ikinci siklikta tespit edilen t223’iin G, H ve J kiimelerine dagildig1, bu kiimelerin
Sma-PFGE ile % 80,1 oraninda benzerlik gosteren iliskisiz kiimeler olduklar1 goriildii.
t127°nin; B ve F kiimelerine, t037’nin; B, D ve G kiimelerine, t005’in ise G ve M
kiimelerine dagildig: tespit edildi (Sekil 12/ Tablo 14).
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Sekil 12. Sma-PFGE ve spa tiplerinin korelasyonu.
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Sekil 12 (devam). Sma-PFGE ve spa tiplerinin korelasyonu.

A kiimesinin 2 izolat hari¢ tamami t030’dan olusmaktaydi. Iki izolattan bir
tanesi t7576 olup BURP analizinde t030 ile ayn1 klonal kompleks igerisindeydi. Diger
izolat ise t311 olup, t030 ile iliskisizdi. B kiimesi en biiyiik kiime olup igerisinde farkl
spa tipleri igermekteydi. B, C ve G kiimeleri haricindeki diger kiimeler tek spa tipi veya

ayni1 klonal kompleks igerisindeki spa tiplerini igermekteydi.
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Tablo 14. Staph.

aureus suslarinin PFGE ve spa tiplendirmeye gore kiyaslanmasi.

PFGE
spotipi Sus Mo
Kime Alt Kiime
Al 44
A2 37
A3 59
Ad E
AS 23, 26
AB 15, 22,40
AT 1030 35
AR 38
AD 72
AKUMES | A10 7
All 27
Al2 76
Al3 47, BE
AL t7576 4B
Al4g 311 g7
Bl &0
B3 45 61,67
B4 25,9
BB 53, 54,82
BED t030 g1
Bll 28
B12 20
B13 BE
B KUMESI | B14 B5
18, 52,69
t127 57
1
31
B1D 32
74,79
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PFGE
spatipi Sus Mo
Kime Alt Kime
Cl t30 21
C KUMES! c2 304 55
D1 49 51
02 37 34
D KUMES]
03 459 73
F1 65
FKOMEST | F2 t127 15
G1 037 446
G2 g0
G5 5
GE t223 11, 14
G KUMES] | &7 36
G8 g3
G4 005 71
G9 16, 33
=3 1267 12
H KUMESI
JELUMESI
K KUMESI
L KUMESI
M KOMES
M KUMESI




StaphType yaziliminda yer alan BURP algoritmasi sayesinde tiirler birbirinden 5
tekrardan daha az farkli olan komplekslere ayrildi. Buna gore 5 tane spa CC tespit
edildi. Kiime 1°’de (CCO005); t005’den koken alan t790, t223, t4565, t2816, t016
bulunmaktaydi. Kiime 2 (CC459); t459° dan koken alan t37, t30, t7576’y1 icermekteydi.
Kime 3’de t002 ve t311, kime 4’ de t267 ve t359, kiime 5’ de t008 ve t304
bulunmaktaydi. t091 ve t127 ise kiime olusturmamaktaydi (Sekil 13).
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Sekil 13. spa klonal komplekslerinin dagilimi (BURP grafikleri).
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Izole edildigi materyal ile spa tip dagilimi incelendiginde en fazla cesitlilik yara
stiriintii orneklerinde tespit edildi. Bu izolatlarda 16 ¢esit spa tipi goriildi. TAK
izolatlarinin ise % 70’1 t030°dan olusmaktaydi. Kan kiiltlirlerinin % 45,4’i t030, %
27,31 1223, % 27,371 t030 ile ayni klonal komplekste bulunan t037 idi. Diger izolatlar
da gesitli spa tiplerini icermekteydi (Tablo 15).

Tablo 15. izole edilen materyallere gore spa tipi dagilim.
spa Yara TAK Kan Balgam Dren Idrar Bogaz BAL Toplam

ucu kiltiiri

TAK: Trakeal aspirat Kkiiltiirii, BAL: Bronkoalveolar lavaj
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Calismaya dahil edilen 75 izolatin 11’1 polikliniklere ayaktan basvuran
hastalardan, 64’ ise kliniklerde yatan hastalardan elde edildi. Poliklinikten elde edilen
11 izolat 8 spa tipi, kliniklerden elde edilen 64 izolat ise 16 spa tipi icermekteydi (Tablo
16).

Tablo 16. spa tiplerinin poliklinik ve kliniklere dagilimi.

spa tipi Poliklinik Klinik Toplam
t030 1 30 31
t223 - 9 9
t127 2 5 7
t037 - 6 6
t005 3 1l 4
t002 1 1 2
t267 1 1 2
t008 1 1 2
t016 g 2 2
t790 2 2
t304 1l - 1
t459 E 1 2
t359 = al 1
t311 - 1 1
t091 1 - 1
t7576 - 1 1
t2816 - 1 1
t4565 - 1 1
Toplam 11 64 75

Sonuglarin antibiyotipleme sonugclari ile korelasyonu sonunda t030 izolatlarinin
24’1 niin (% 77,4); siprofloksasin, fusidik asit, gentamisin, tetrasiklin, eritromisin ve
rifampisine % 100 oraninda direng gosteren ancak trimethoprim-siilfametoksazol
(TMP-SMX) duyarli suglarin yer aldigr X1, X2, X3 ve X4 diren¢ gruplari igerisinde
toplandiklar1 goriildii. Siprofloksasine duyarli olan bir t030 izolat1 ise X19 direng
paterni icerisindeydi. t030 ile ayn1 CC igerisinde yer alan t7576, X2 igerisinde; t037 de
benzer sekilde B-laktam dis1 direncin fazla goriildigi X1, X2, X5 ve X6 gruplar

igerisindeydi.
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spa tipi t223 olan 9 izolattan 6’s1 B-laktam haricinde sadece TMP-SMX’e
direngli olan X8 grubunda yer alirken, ikisi X8’e benzeyen X9 ve X12 grubunda, birisi
ise farkli olarak bir ¢ok antibiyotige direngli olan X2 grubunda yer aldi. t127’nin 6
tanesi X18 (eritromisin, klindamisin, tetrasiklin direngli) paterni gosterirken bir tanesi

tetrasikline duyarl olup X19 grubundayd: (Tablo 17).

Tablo 17. spa tiplerinin antibiyotip dagilimi.

Spa tipleri

Antibivotip | 030 | 223 | t127 | €037 | 1005 | 016 | 1008 | 1190 | 267 | 1002 | 839 | 439 | 5504 | 17376 | 301 | L2816 | #4365 | 1091

B

|
=3
(=]
—
o

Xl
X2
X3
X4

[ ]

X5 - - - (2|1

X4 - |- |- |1

X7 P T e T e T e - |1

X0

X10 N T P 6

X1 - - - - - 2

X1 - |1

X3 B O e e e

X4

XI5

X16

[ .

X17

X13 = IET TR

X19 ro- 12 - - - |- |- |- |2

X s = = [= e ler [e e H

xn = 1B IE IEE E

X1 - - - - - - e e e - - - - | - |- - 1

| =] | =] ] o] S| | ] b B | =] B o] ] ed] o] ] lea] ] 2] O

Toplam AP T R R R T R Qi R Rt ne g T ] 1 1

Dort hastanin ikiser 6rnegi farkli numunelerden izole edildikleri i¢in ¢alismaya
dahil edildiler. 3 ve 42 numaral1 6rnekler ayni hastanin sirasiyla kan ve yara (diabetik
ayak) &rnekleriydi. Yaklasik 5 ay ara ile alinmislardi. Her ikisi de t790°d1. Ornek 3 B8,
ornek 42 B7 grubundaydi ve benzerlikleri % 89,7°di. 5 ve 11 numarali 6rnekler aym
hastanin sirastyla kan ve yara ornekleriydi. Ikisi de t223’dii. Ornek 5 PFGE ile G5

kiimesinde; Ornek 11 ise G6 kiimesinde gruplandi. Birbirlerine % 97,2 oraninda
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benzemektelerdi. 46 ve 51 numarali 6rnekler ayni hastanin sirasiyla yara ve kan
ornekleriydi. Her ikisi de t037 olup 6rnek 51 D1 kiimesinde, 46 ise G1 kiimesinde
gruplandi1 ve birbirlerine % 74,5 oraninda benzemektelerdi. 66 ve 67 nolu 6rnekler ayni
hastanin sirasiyla TAK ve yara kiiltiirleriydi. Her ikisi de t030 idi. Ornek 66 B13, 67 ise
B3 grubundaydi ve benzerlikleri % 88’di.

Tablo 18. Test suslarimin 6zellikleri ve siirveyans yontemleri ile korelasyonlari.

Yas Cinsiyet | Klinik Ornek | PFGE | spa Antibiyogram
1 56 E Onk. P Balgam | B t127 X19
2 77 K Goglis H.S | Balgam | A t030 X1
3 71 E Enf. S Balgam | B t790 X8
4 54 E Enf. S Kan G t037 X1
5 11 E C.Onk. S Kan G t223 X8
6 8 K C.Hem. S Kan A t030 X19
7 6 E C.Yog. B TAK A t030 X1
9 30 K D. Hem. Balgam | B t030 X2
11 11 E C. Yog. B. YaraS. | G t223 X8
12 7 E Derma. P. YaraS. | G t267 X21
13 5 I C.Yog.B. | TAK J t223 X2
14 53 E D.Yog. B.2 | TAK G t223 X8
15 0 E C.Yog. B.. | TAK F t127 X18
16 8 K C. Alerji P. | Bogaz |G t005 X7
17 29 E Derma. P. YaraS. | B t002 X19
18 1 E BeyinC.Y.B | Balgam | B t127 X19
19 50 E D. Yog. B.2 | TAK A t030 X1
20 9 E C.Yog.B. | TAK B t030 X17
21 33 E Enf. S. Yara S. | C t030 X16
22 9 K C.Yog.B. | TAK A t030 X3
23 38 E Uroloji Idrar A t030 X1
23 15 E Ortopedi Yara S. | K t359 X7
25 6 K C.Yog.B. | TAK B t030 X14
26 75 E D.Yog. B.2 | TAK A t030 X4
27 7 E C.Yog.B. | YaraS. A t030 X3
30 35 K Kadin H.S YaraS. | N t267 X7
31 64 E Gogis H.S. | BAL B t016 X11
32 64 E Gogiis H. S. | Balgam | B t016 X11
33 16 I8 Derma. P Yara S. | G t005 X7
34 50 E D. Hem. S Kan D t037 X18
35 50 K D. Yog. B.2 | Kan A t030 X15
36 58 E Yanik U. YaraS. | G 1223 X12
37 59 E Rean. Balgam | A t030 X2
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Tablo 18. Devam

38 37 13 Noroloji Kan A t030 X1
Y.B
40 81 E Reanim. TAK A t030 X1
42 55 E Reanim. YaraS. | B t790 X7
44 19 E Reanim. TAK A t030 X1
45 43 E Reanim. Dren B 1030 X1
46 18 E Plast. C.S. YaraS. | G t037 X5
47 59 K G.C.S. 1 Yara S. | A t030 X2
48 60 E Reanim. TAK A t7576 X2
49 31 K Yanik U. YaraS. | D t037 X6
50 85 E Enf. S. YaraS. | B t037 X1
51 19 E Plast. C. S. | Kan D 1037 X5
52 22 E Reanim. TAK B t127 X18
53 62 K Reanim. TAK B t030 X1
54 58 E Reanim. TAK B t030 X2
55 41 E Derma. P. Yara S. | C t304 X7
56 4 E C. Enf. P. Bogaz | M t005 X10
57 22 E Reanim. TAK B t127 X18
59 64 K Reanim. TAK A t030 X1
60 75 K D. Yog. B.2 | TAK B t030 X4
61 4 K C.Yog. B.. | TAK B t030 X1
64 13 I8 C.Sag.2S. | YaraS. M t4565 X8
65 44 E Goz H. S. Dren F t127 X18
66 3 K C.Yog.B. | TAK B t030 X1
67 3 K C.Yog.B. | YaraS. | B t030 X3
68 34 E Nefro. P. YaraS. | G t091 X23
69 43 E Nefro. P YaraS. | B t127 X18
70 1 E C. Enf. S. Yara S. | B t002 X19
71 45 K Yanik U. YaraS. | G t005 X7
72 1 E C.Sag.2S. | Kan A t030 X15
73 46 K UrolojiS. | Dren |D t459 X13
74 17 K C.Gas- YaraS. | B t008 X22
HepS.
75 14 K C.Onk S. Kan H t223 X8
76 77 K Noro. Y. B. | Kan A 1030 X1
77 14 E C.Hem. S. | Kan H t223 X8
78 5 K C. Enf. P. YaraS. | N t2816 X7
79 17 K C. Cer. P. YaraS. | B t008 X22
80 70 E Néro. S. Idrar | G 223 X8
81 73 E UrolojiP. | Idrar | B t030 X1
83 47 K BeyinC.S. | YaraS. | G t223 X9
85 30 IE Gogis H. S. | Balgam | B t030 X1
86 30 E D.Endok.S. | YaraS. | A t030 X1
87 311 E C.K.D.CS. | YaraS. | A t301 X20
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Calismanin yapildigr siire igerisinde hastanemizde uygulanan aktif siirveyans
sistemi tarafindan toplam 12 sus hastane enfesiyonu olarak degerlendirildi. Bu suslardan
5 tanesi t030, 3 tanesi t127, 3 tanesi t037, 1 tanesi ise t223 olarak tiplendirildi ve PFGE
paternine gore de A, B, D, F ve G gruplaria dagildi (Tablo 19).

Tablo 19. Hastane enfeksiyonu etkeni olan suslarin 6zellikleri.

Numarasi Ornek Enfeksiyon spa tipi PFGE tipi
7 TAK ViP t030

14 TAK ViP 223 G
15 TAK ViP t127 F
18 Balgam Pnémoni t127 B
34 Kan Bakteriyemi t037 D
49 Yara stirlintii Yanik t037 D

enfeksiyonu

51 Kan Bakteriyemi t037 D
52 TAK ViP t127 B
54 TAK ViP t030 B
59 TAK ViP t030 A
61 TAK VIP t030 B
76 Kan Bakteriyemi t030 A

TAK: Trakeal aspirat Kiiltiirii, BAL: Bronkoalveolar lavaj, VIP: Ventilator iliskili pnémoni.
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S. TARTISMA

Staph. aureus asemptomatik nazal tasiyiciliktan komplike olmayan cilt
enfeksiyonlarina, yiiksek mortalite ile seyreden bakteriyemiden, endokardit ve
osteomyelit gibi ciddi enfeksiyonlara kadar degisen genis bir spektrumda klinik
tablolara yol agabilen eski ve dnemli bir patojendir. Metisilinin klinik kullanimindan
kisa bir siire sonra 1961°de baslayan MRSA sorunu giderek artarak once hastanelerin
sonra herhangi bir tibbi miidahale dykiisii olmayan toplum bireylerinin problemi haline
gelmistir. HK-MRSA’ya gore daha kiiclik bir SCCmec elementi tasiyan TK-MRSA
suslar, HK-MRSA suslarina gére daha hizli ¢ogalarak genis kitlelere yayilma sansi
bulmus ve bazi cografi bolgelerde toplum kokenli enfeksiyonlarin yani sira hastane
kokenli enfeksiyonlar i¢in de major patojen haline gelmistir!'®°.

Toplum saghigini tehdit eden diger enfeksiyon ajanlarinda oldugu gibi, yatakh
tedavi kurumlarinda ve toplumda, tedavi basarisizliklarinin yasandigi ciddi saglik
problemlerine yol agcan MRSA suslarinin; hareketinin takibi, salginlarda kaynak ve
yayillim yollarinin tespiti ve daha da Onemlisi epidemik klonlarin evrimleri ve
yayilisinin incelenmesi ile zaman igerisindeki degisikliklerin takibi ic¢in duyarli,
uygulanabilir ve tekrarlanabilirli§i olan yeterli diskriminatif giice sahip molekiiler
metodlarin kullanilmasina ihtiyag vardir. Bu amagla siirveyans amacli her laboratuvar
kendi bolgesinde izole edilen MRSA suslarini tiplendirmek i¢in imkan ve kabiliyetleri
igerisinde yer alan en uygun metod veya metodlarin kombinasyonunu tercih etmelidir.

MRSA siirveyansi i¢in bugiine kadar kullanilan metod veya kombinasyonlardan
hi¢ birisi tam olarak istenilen ayrim giicline sahip bulunmasada PFGE, MLST, SCCmec
tiplendirme ve spa tiplendirme, ¢aligmalarda en ¢ok refere edilen yontemler olmustur.
Uzun bir siire PFGE yontemi Stap. aureus suslarmin tiplendirilmesinde altin standart
olarak kabul edilmistir. Bir ¢ok iilke kendi lokal klonlarin1 PFGE verilerine gore 6zel
olarak isimlendirmistir. Ancak elde edilen bu verilerin yeteri kadar ayrim giiciine sahip
olmadig1 diistiniilerek, bu klonlar igerisinde yer alan suglarin daha ayrintili klonal
iliskilerini tespit i¢in ilave farkl yontemler kullanilmistir. Buna karsilik, MLST ve spa
fiplendirme metodlarinin yardimi ile elde edilen sonuclarin laboratuvarlar arasinda
yiiksek tekrarlanabilir olusu, standardizasyonunun kolaylig1 ve biitiin diinyada ortak bir

isimlendirmenin olmast bu yontemleri PFGE yoOntemine goére daha avantajli hale
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getirmistir. MLST, spa tiplendirmeye gore daha diisiik ayrim giiciine sahip olmasina
ragmen, klonal evrimlesmenin takibinde daha {istiin bir yontemdir. Buna karsilik spa
tiplendirme yontemi kabul edilebilir bir ayrim giicline saglamasinin yan sira tek bolgeyi
hedef aldig1 i¢in daha diisiik maliyete sahip olma ustiinliigii getirmektedir. Ayrica son
stirimlerde StaphType yazilimina eklenen BURP algoritmasi sayesinde elde edilen
veriler evrimin izlenmesinde MLST ile de yiiksek derecede uyumlu
bulunmustur'>16:18.192021

Bu yontemler ile her biyocografik bolgenin hastane ve toplum kokenli suslar
arasinda ¢ok sayida tip ve kiime elde edilse de, genelikle bolgesel farkliliklar gostermek
tizere belirli klonlarin dominant olduklar tespit edilmistir. Mesela ABD’de ST8-t008
(USA300) ve ST5-t002 klonlari hakimken*-'2%122 Avrupa’da ST22-t032’nin daha
yaygim klon oldugu, Fransa ve Belgika’da Amerika’ya benzer sekilde ST8-t008!10%161
sikken doguya dogru gidildikce Bulgaristan ve Romanya gibi Balkan iilkeleri ve
iilkemizde de en baskin spa tipinin t030, MLST tip ST239 ve SCCmec tip III’oldugu
tespit edilmistir'®. Cin’de en yaygm klonun ST239-t030 ve BURP analizine gore t030
ile aym1 CC igerisinde olan ST239-T037'%?, Kore’de!!’ en yaygm klonun ST239-t037,

163 en yaygin klonun ST5-t002 ve ST239-t037 oldugu yapilan ¢alismalarda

Tayvan’da
gosterilmistir.

Biz bu c¢alismada 2012-2013 yillar1 arasinda kalan 12 aylik siire igerisinde
hastanemiz kliniklerinde takip edilen hastalara ait orneklerden izole edilen 75 MRSA
susunu molekiiler siirveyans i¢in altin standart yontem olarak kabul edilen PFGE
yontemi ve yine son yillarda bu amag ile kullanilan en popiiler yontemlerden biri olan
spa tiplendirme yontemleriyle inceledik. Test izolatlarinin PFGE ile 11 kiime, spa
tiplendirme ile 18 tipe dagildigini tespit ettik. spa tiplendirme ile 31 izolatin (% 41,3)
t030 tipine ait olduklarin1 gordiik. Bunu 9 izolat ile t223 (% 12), 7 izolat ile t127 (%
9,3), 6 izolat ile (% 8) t037 ve 4 izolat ile t005 (% 5,3) izliyordu. PFGE kiimeleri
arasinda birbirine % 84,1 oraninda benzeyen A ve B kiimeleri tiim izolatlarin % 61’ini
olusturmaktaydi ve bu kiimelerde t030 dominant spa tipiydi. Ancak t030’dan bagka A
kiimesi 2, B kiimesi 6 spa tipini daha icermekteydi. Ugiincii en sik spa tipi olan ve
BURP analizi ile t030 ile aym1 klonal kompleks icerisinde bulunmayan t127 de B
kiimesi igerisindeydi. Ikinci en sik spa tipi olan t223 de birbirine % 80,1oraninda

benzeyen G, H ve J kiimesi igerisinde bulunmaktaydi. En sik goriilen bu spa tipleri
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disindaki diger daha az ya da sporadik goriilen spa tipleri, ¢esitli PFGE kiimelerine
dagilmisti. Sonug¢ olarak dominant spa tipleri PFGE ile de yakin iligkilendirilirken
sporadik tiplerde homojen olmayan bir dagilim s6z konusuydu.

Kullandigimiz iki silirveyans yontemi dogalar1 geregi genetik varyasyonun
tespitinde iki farkli hedefi kullanmaktadir. PFGE kontrollii ortamda total genomun
enzimatik hidrolize cevabii incelerken spa tiplendirme analizi sadece spa geninin
tekrar bolgesindeki polimorfizmi hedef almaktadir. Bakteri klonunun mutasyon hiz1 ki
yaklasik olarak bir aylik period igerisinde en az bir major fragmentte kirilma
beklenmektedir, PFGE fragment paternini degistireceginden test suslarinin izolasyon
tarihleri ile ¢alisma tarihleri arasindaki siire farklarinin minor diizeyde de olsa PFGE
sonuglarini etkilemesi beklenir. Oysa spa bdlgesinin mutasyon hizinin tiim genoma gore
daha az oldugu ve ¢ok daha uzun zaman araliginda test sonuglarini etkilemeyecek kadar
Onemsiz olacagini disiindiirmektedir. Ancak ¢ok sayidaki ¢aligmada spa tiplendirmenin
daha diskriminatif bulunmasi bazi Staph. aureus klonlarinda spa genindeki mutasyon
hizinin daha yiiksek olmasi1 varsayimi ile agiklanmuistir.

Vainio ve ark. (2010) 589 kan kiiltiirii izolatiyla yaptiklar1 ¢aligmada 38 spa tipi
ve 25 PFGE tipi belirlemistir. Bu ¢alismada Finlandiya’da TK-MRSA’da en sik goriilen
PFGE paterni olan FIN-4 (n;220) ve HK-MRSA’da en sik goriilen FIN-16’nin (n;196)
% 90 oraninda sirastyla t172 ve t067 spa tipi igerdigi tespit edilmistir. Bu dominant
PFGE tipleri icerisindeki tiim spa tiplerinin yine ayni spa klonal kompleksi igerisinde
yer aldig1 gosterilmistir. Dominant bir spa tipi igeren FIN-5 haricinde diger sporadik
PFGE kiimelerinin ise belirgin dominantligi olmayan farkli spa tiplerini icerdigi
bildirilmistir. Farkli bir bakis acisi ile ¢alismada elde edilen spa tiplerinin % 48’inin
birden fazla PFGE kiimesiyle iliskili oldugu belirtilmistir®’. Bizim c¢alismamizda da
benzer sekilde dominant spa tipleri PFGE ile de yakin iliskilendirilirken, sporadik
tiplerde homojen olmayan bir dagilim belirlendi.

Calismamizda spa tiplendirmeyi tercih etmemizin amaci gesitli calismalarda spa
BURP analizi ile elde edilen sonuglarin MLST ile yiiksek korelasyon gdsterdiginin
belirlenmesiydi. Strommenger ve ark. (2006) Almanya’da yaptiklari bir ¢alismada 6 ay
boyunca Ulusal Stafilokok Referans Laboratuvarma gonderilen ve 1176’s1 (% 81)
MRSA; 283’1 (% 19) MSSA olarak tanimlanmig toplam 1459 izolati incelemislerdir.

Biitiin izolatlar1 spa tiplendirme yontemi ile tiplendiren bu ¢alismada, suslarin 283 spa
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tipi igerisinde yer aldiklarimi tespit edilmis ve ¢ok daha az sayida olmasina ragmen
MSSA izolatlarindaki cesitliligin MRSA izolatlarindan daha fazla oldugunu ve ¢ogu
tiplerin sadece bir susu temsil ettigini bildirmislerdir. MSSA izolatlar1 arasinda tek
predominant tipin t008 oldugunu buna karsilik MRSA’da suglarin % 50’sinin t032 ve
t003 spa tipi kiimesinde toplandigini tespit etmislerdir. Bu iki major tipi t008 ve t002
spa tiplerinin izledigini belirtmislerdir. Arastirmacilar daha sonra MRSA ve MSSA
suslar1 arasindan sectikleri 73 izolati PFGE ve MLST ile tekrar degerlendirmislerdir.
Caligma sonucunda; spa tiplendirme BURP analizi ile MLST eBURST analizi arasinda
0,983; MLST ile spa tiplendirme arasinda 0,963; PFGE kiime analizi ile spa tiplendirme
BURP analizi arasinda 0,915 uyum izlenmistir. Ek olarak Almanya’da sik izlenen
klonlardan biri olan CC22’ye ait olan 442 izolatin spa tiplendirme ile 37 tipe PFGE ile
sadece 2 kiimeye ayrildigmi gormisler, spa tiplendirmeyi daha diskriminatif
bulmuslardir'é,

Berit Schulte ve ark. da (2012) Almanya’da 1996’dan beri en sik goriilen klon
olan “Rhine-Hesse” klonuna ait 79 izolati PFGE, spa ve MLST yontemleri ile
genotiplendirmislerdir. Bu ¢calismada PFGE ile diger klonlardan kolayca ayrilan tek bir
kiime olan Rhine-Hesse klonu igerisinde, MLST ile 2 (ikisi de CC5’de yer alan ST5 ve
ST225), spa tiplendirme ile de 7 tip tespit etmislerdir. Bu yedi spa tipinin t003, t045,
t264, 11486 dan olusan CC003/045 ve t002, t105, t1305 den olusan CC105 olmak iizere
2 BURP kiimesinde yer aldiklarini bildirmislerdir. t045 spa tipi haricinde spa CC ile
MLST tipleri arasinda %100 uyum izlenmis ve CC105 izolatlar1 STS, CC003 izolatlari
ST225 olarak tanimlanmistir'®4.

Biz calismamizda bir PFGE kiimesi igerisinde ayni klonal kompleks icerisinde
bulunmayan spa tiplerinin olabilecegini gordiik. Ornegin t030 ile t127 aym klonal
komplekste bulunmamalarina ragmen, her ikisi de PFGE B kiimesinde yer almaktaydi.
David ve ark. (2011) random olarak sectikleri 149 6rnegi inceledikleri ¢alismalarinda
benzer bir sonucu gozlemlemislerdir. Calismalarinda USA100, USA300, USAS500,
USAS800, USA900 ve daha onceden bilinen bir PFGE kalibina benzemeyen non-typable
(NT) olmak iizere toplam 6 PFGE tipi ve 17 spa tipi belirlemislerdir. USA100
kiimesinde baskin spa tipi t002 olmakla beraber BURP analizi ve MLST ile iliskisiz
oldugu gosterilen 3 spa tipinin daha bulundugunu tespit etmislerdir. Ayni sekilde
USAS00 kiimesi icerisindeki birbiriyle iligkisiz 3 spa tipi de PFGE ile birbirinden
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ayirtedilememistir. Ayrica en sik tespit ettikleri pulsotip olan USA300 kiimesi
icerisinde, t008 spa tipi dominant olmak iizere, toplam 8 spa tipinin yer aldigimi
belirlemislerdir'®’.

Kanada Hastane Enfeksiyonlari Surveyans Programi (CNISP) calisma grubu 13
yillik bir siirveyans sonrast 10 epidemik Kanada MRSA (CMRSAI1-10) pulsotipini
belirlemistir. Golding ve ark. ( 2008), CNISP’e ait 14000 izolattan her CMRSA tipini
temsil edecek sekilde sectikleri 1488 susu spa yontemi ile tiplendirmislerdir. Bu
calismada aragtirmacilar % 100 benzeyen 805 PFGE paterni, 114 spa tipi tespit
ettiklerini bildirmislerdir. spa tiplerinin BURP ile analizini yapan arastirmacilar suslarin
6 klonol komplekse ayrildigimi gormiislerdir. Klonal komplekslerle PFGE tipinin
iligkisini inceleyen arastirmacilar CC1’in sadece CMRSA 1’1, CC2’nin CMRSA 2’yi,
CC3’iin CMRSA 7’1, CC4’iin CMRSA 8’1 icerdigini belirlemistir. CC6’nin, MLST ve
PFGE ile de yakin iligkili bulunan CMRSA 5, 9 ve 10’u kapsarken; CC5’in yakin
iliskili olan CMRSA 3 ve 6 ile bunlarla uzak iligkili olan CMRSA 4’ i icerdigini
goérmiistiir. Yani spa BURP analizinin CMRSA 4°ii iligkisiz oldugu CMRSA 3 ve 6’dan
ayrramadigin tespit etmislerdir. CMRSA 3 ve 4, MLST CC8; CMRSA 6 ise MLST
CC30 kiimelerinde olup bu iki kiimenin spa ile ayrilamadigi baska calismalarda da
bildirilmistir'®. Bizim calismamizda da bazi spa tiplerinin birden fazla PFGE kiimesine
dagildigim gézlemledik. Ornegin; t127; B ve F kiimelerine, t037; B, D ve G kiimelerine
dagilmisti.

Calismamizda dominant spa tipleri olarak bulunan t030 ve t223 suslarinin, bir
t030 izolat1 hari¢, tamaminin PFGE analizine gore de iligkili (= %80 esik deger ile)
kiimeler igerisinde yer aldiklarim1 gordiik. Hudson ve ark. 2008-2010 yillar1 arasinda
yaptiklar1 bir ¢ok merkezli calismada 31 merkezden izole ettikleri 2246 susu
degerlendirmisler, ¢aligma sonucunda test suslarinin 134 spa tipine dagildigini, ancak
% 83’liniin t008 (% 46), 1242 (% 21,3) ve t002 (% 15,4) spa tipinde toplandigini
bildirmiglerdir. Bu arastirmacilar spa tiplerinin BURP analizine gore; % 78’inin iki
biiylik kiime olan spa CCO008 ve spa CC242°de yer almak iizere toplam 8 klonal
komplekse ayrildiklarini belirtmislerdir. Daha sonra test suglari igerisinden segtikleri
284 izolat1 MLST ile tiplendiren arastirmacilar t008 spa tipinin ST8, t242 ve t002 spa
tipinin ise ST5 oldugunu, bunlarin PFGE ile sirasiyla USA300 (dominant TKMRSA

klonu) ve USA100 suslar1 olduklarini tespit etmislerdir'®°.
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Bizim ¢alismamizda en sik goriilen spa tipi t030 olup, Tiirkiye’de yapilan ¢esitli
caligmalarda da yaygin klon olarak gosterilmistir. MLST tipi ST239 olan bu klonun ilk
olarak Brezilya’da ¢ok sayidaki hastanede genis yayilim gosterdigi tespit edilmis ve bu
sebeple bu klon Brazilya klonu olarak adlandirilmistir. Daha sonra Arjantin, Sili,
Uruguay gibi komsu Giiney Amerika iilkelerine ve Portekiz, Cek Cumbhuriyeti,
Yunanistan gibi Avrupa iilkelerine yayilan bu klon giliniimiizde ¢ogu Asya lilkesinde
epidemik olarak goriilmektedir '62.

Hongbin Chen ve ark. Cin’de 1994-2008 yillar1 arasinda hastanelerinde izole
ettikleri 302 MRSA susu ile yaptiklart ¢alismada 1994-2000 yillar1 arasinda baskin
klonun % 92,6 oraninda ST239-MRSA-III-spa t037 oldugunu, fakat 2000 yilinda sonra
bu klonun hizla azalarak 2002-2008 yillar1 arasinda goriilme sikliginin % 9,1°e kadar
diistiigiinii tespit ettiklerini belirtmiglerdir. Ancak bu klonun yerini 2000 yilindan 6nce
hi¢ rastlanmayan ST239-MRSA-III-spa t030 almaya basladigini ve 2008 yilinda bu
yeni klonun insidansinin % 89,6’ya ulastigini1 bildirmislerdir. Random secilen 15 t030
izolatina yapilan PFGE ile t037 ve t030 spa tiplerinin birbirinden farkl iligkisiz kiimeler
icerisinde yer aldiklarini tespit etmiglerdir. Diger taraftan ABD’de yaygin goriilen ST5-
MRSA-II-spa t002° de % 2 oraninda tespit ettiklerini bildirmislerdir'®>. Yong Chen ve
ark. da 2011-2012 yillar1 arasinda izole edilen 151 MRSA izolati ile yaptiktiklar1 bir
baska ¢ok merkezli calismada ST239-MRSA-t030 klonunun en sik goriilen klon
oldugunu (% 80,1) tespit etmislerdir'¢’.

Tiirkiye’de yapilan sinirlt sayidaki ¢aligmada tespit edilen baskin tipin bizim
calismamizla uyumlu sekilde t030 oldugu goriilsede, bildirilen oranlar bizim t030
oranimizdan ¢ok daha yiiksektir. Biz bu farkin 6rnek seciminden kaynaklanabilecegini
diistindiik. Bizim g¢aligmamizda degerlendirdigimiz test suslari say1 azlig1 sebebi ile
toplum veya hastane kokenli olarak ayirt edilememistir. Bu da toplum ve hastane
kokenli klonlarin farkliliginin gercekei degerlendirilmesinin yapilamamasina yol agmis
olabilir. Ancak elde edilen sonug¢ bolge genelinin profilini vermesi agisindan énemlidir.
Bu giderek artan siklikta bazi toplum kokenli izolatlarinin bilinen HK-MRSA
izolatlarinin yerini almaya basladig1 gerceginden hareketle daha sonra yapilacak
caligmalar i¢in bulgularimiz yol gosterici olacaktir.

Ergon ve ark. 2003-2004 yillarinda Dokuz Eyliil Universitesi hastanesinde yatan

farkli hastalardan gonderilen kan kiiltiirlerinden izole edilen Staph. aureus izolatlari
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arasinda en sik gorlilen antibiyogram profilini tasiyan, dokuz MRSA susunu
incelemisler ve sonug olarak bir PFGE paterninin hakim oldugunu ve dominant klonun
MLST-239, SCCmeclll, spa t030 oldugunu belirtmislerdir''*.

Alp ve ark. da 2005-2006 yillar1 arasinda Tiirkiye’nin alti bolgesindeki 8
tiniversite hastanesinden invaziv enfeksiyonlardan izole edilen 54 susla yaptiklar
caligmada 22’si birbiriyle yakin iligkili bir tanesi iliskisiz olmak iizere toplam 23 PFGE
paterni tespit etmistir. Orneklerin tamamina spa tiplendirme de yapan arastirmacilar
suslarin % 89’unun t030 oldugunu belirlemislerdir. Iki 6rnek t459, birer 6rnek ise t1459
ve t189 olarak gosterilmistir. Ayni kiimede oldugunu diistindiikleri 22 PFGE tipindeki
orneklerin tamami t030 ve t030°dan derive oldugu diisiliniilen t459 ve t1459 iken,
iliskisiz olan bir PFGE tipindeki tek izolat ise t189 olarak tespit edilmistir'®.

Yilmaz ve ark. ise Giresun Universitesi’nde {i¢ aylik bir zaman diliminde cesitli
klinik orneklerden izole edilen ve Enfeksiyon Kontrol Komitesi tarafindan 18’1
kolonizasyon, 30’u hastane enfeksiyonu etkeni olarak kabul edilen 48 MRSA susu ile
hastane enfeksiyonu etkeni olarak kabul edilen 7 MSSA susunu incelemislerdir. Bu
calismada PFGE ile MRSA izolatlarinda 14, MSSA izolatlarinda ise 7 farkli pulsotip
belirlenmistir. ki izolat disinda (1459, t632) MRSA izolatlarinin hepsinde spa tipi t030
olarak gosterilmistir. Farkli 3 spa tipinden birer temsilci secilerek MLST yontemi
uygulandiginda, tek MLST klonal kompleks tipi (CC8) ve tek MLST dizi tipi (ST239)
tespit edilmistir. Incelenen 7 MSSA izolatinin ise her birisinin spa tipi, MLST dizi tipi
ve MLST klonal kompleks tipinin farkli oldugu izlenmistir'®.

Bozdogan ve ark. 2008-2009 yillarinda 12 farkli ilden toplanan 397 izolatin;
SCCmec, PFGE, MLST ve spa tiplendirmelerini yaparak klonal iligkilerini aragtirmistir.
Bu calismada 2011 yili icinde 12 merkezin 4’{inden izole edilmis olan toplam 91 MRSA
izolatinin da spa tipleri incelenmistir. PFGE’de pulsotip A’nin Tiirkiye’deki MRSA
izolatlar1 arasinda en yaygin pulsotip oldugu goriilmiis (% 91,4), 18 susun (% 4,5)
pulsotip B ve 11 susun (% 2,8) pulsotip C oldugu tespit edilmistir. Bulunan 7 spa tipi
icerisinde 338 (% 85,1) sus ile en sik goriilen spa tipinin t030 oldugu belirlenmistir.
Bunu % 2,5 ile t005, % 2 ile t632 izlemistir. t030, 2011 yilinda da en yaygin olan tip
olarak belirlenmis ama % 70,3’e gerilemis ve bu merkezlerde sporadik spa tipleri tespit

edilmistir. En fazla azalma, 2006-2008 orneklerinde % 94,5 iken 2011 orneklerinde %

55,5’e diisen Istanbul 6rneklerinde goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda t030 oran1 % 41,3
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olarak belirlendi. Ama t030 ile ayn1 klonal kompleks icerisindeki t037 de % 8 oraninda
tespit edildi. Bundan bagka t459 ve t7576 da birer izolatla t030 ile ayn1 klonal kompleks
icerisindeydi. Bozdogan ve ark.’nin ¢alismasinda Tiirkiye’deki en yaygin MRSA klonu
olan ST239-SCCmec tip 111, t030 “Tiirkiye klonu-TR09” olarak ve ST737-SCCmec tip
IV, t005 en yaygin olarak goriilen toplum kokenli klon olup TR10 olarak
adlandirilmistir. Bizim ¢alismamizda da t005 % 5,3 oraninda tespit edildi ama ikinci en
stk goriilen spa tipi olan t223 (% 12) ve t790 (n:2), t4565 (n:1), t2816 (n:1), t016 (n:2)
de BURP analizi ile t005 ile ayn1 klonal kompleks igerisinde yer almaktaydi'”°.

Biz c¢alismamizda daha once iilkemizde hi¢ belirlenmeyen t127°yi en sik
tanimlanan ti¢giincii spa tipi olarak belirledik. Metisiline duyarli ve direngli t127 klonlar1
cesitli calismalarda insan, gida ve hayvanlardan izole edilmis ve toplum kdkenli olarak
kabul edilmistir. Metisiline duyarli spa t127, Almanya’da 2014 yilinda dondurma
kaynakli bir besin zehirlenmesi salgininda insan ve gida Orneklerinden izole
171

edilmistir' . Yine 2014 yilinda Cin’de yapilan bir ¢calismada yemekhane c¢alisanlarinin

nazal Kkiiltiirlerinde en sik izole edilen tiplerden birisi MSSA t127 olarak

belirlenmistir!’?

. Metisiline direngli t127° nin, 2004 yilinda Birmingham’da bir
yenidogan {nitesi salgini sirasinda bir hastane calisan1 ve 4 bebekte kolonize oldugu
tespit edilmistir. Yayinladiklar1 makalelerinde epidemik TK-MRSA klonlarindan
olmayan ve SCCmec tip IV tasiyan bu klonun bir TK-MRSA oldugunu ve
epidemiyolojik takibin énemini vurgulamislardir.!”>.Londra’da yapilan bir ¢calismada da
2000-2006 yillar1 arasinda TK-MRSA’lar icerisinde en sik t127 tespit edilmigtir!”™.
Italya’da 2011 yilinda domuz yetistiricilerinin ve domuzlarin nazal kavitesi ile ¢iftlikten

175

alinan ¢evresel orneklerden MRSA t127 izole edilmistir' °. Bu klon bizim hastanemizde

de TK-MRSA igerisinde en sik goriilen ikinci tip olarak tespit edilmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

C.U. Balcali Hastanesi poliklinik ve kliniklerde takip edilmekte olup, enfeksiyon
Oon tanis1 ile alinan klinik materyalleri Merkez Laboratuvarima gonderilen hasta
orneklerinden izole edilerek Vitek 2 sistemi ile identifikasyonu ve antibiyotik
duyarlilig1 belirlenen 75 MRSA izolatinin, muhtemel bir salgina 151k tutmak amaci ile
klonal iligkilerinin PFGE ve spa dizi tiplendirme metodlar1 kullanilarak

degerlendirildigi ¢aligmamizda;

1. Degerlendirilen MRSA susglarinin iliski oran1 > % 85 olarak kabul edildiginde,
PFGE yontemi ile 11 major kiime igerisinde toplandiklar1 ve % 84,1 benzerlik
orani ile iligskisiz kabul edilerek A ve B kiimesine dagilan izolatlarin tim
izolatlarin % 61,3 1inii olusturdugu,

2. MRSA izolatlarin spa dizi tiplendirme yontemi ile 18 tip igerisine dagildiklar1 ve
bu tiplerin BURP algoritmas: ile incelendiginde 5 CC ve 2 tek iiyeli tip
olusturduklari,

3. spa tipi t030’un % 41,3’lik insidans ile dominant genotip oldugu ve bu
genotipte yer alan suslarin antibiyotik direng profili ve Hastane Enfeksiyonlar
Kontrol Komitesi tarafindan tanimlanmis “hastane enfeksiyonu” olgularindan en
sik izole edilen izolatlar olusu nedeni ile hastane klonu oldugu,

4. spa tipi t030’un, bir sus haricinde, PFGE ile A ve B kiimesi igerisinde yer
aldig,

5. Toplum kdkenli oldugu diistliniilen spa tiplerinin ayni CC igerisinde bulunmayan
t223 ve t127 olup, bu genotiplerin dagiliminin sirasiyla % 12 ve % 9,3
oranlarinda oldugu,

6. Birbirinden farkli zamanlarda ve farkli yerlerden alinan birden fazla izolati
bulunan hastalarin sonuglari incelendiginde 3 hastada izolatlarin ayn1 PFGE ve
spa tipinde oldugu, bir hastadan izole edilen suslarin ise spa tipinin

degismemesine ragmen PFGE tipinin farkli oldugu tespit edildi.
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Hastane ve toplum kokenli MRSA suslarinin long-term ve short-term
siirveyansinda yiiksek tekrarlanabilirlik ve ayrim giliciine sahip olan PFGE bir¢ok
arastirmaci tarafindan altin standart olarak kabul edilmistir. Ancak bazi klonlar icin
daha yiiksek ayrim giiciine sahip olan spa dizi tiplendirme metodu 6zellikle sporadik
suslarin tanimlanmasinda ek bir ayrim ve isimlendirme saglamaktadir. Ayrica spa dizi
tiplendirme BURP algoritmas1 sayesinde izolatlarin evrimsel iligkilerinin analizine de
imkan saglayacaktir. En az PFGE kadar iyi standardize edilmis olan spa tiplendirmenin
ortak dil olusturulmasi ve verilerin tiim diinya ile kolay karsilastirilabilmesini saglamasi
nedeniyle tek basina veya PFGE yontemi ile birlikte kullanilmasi MRSA klonlarinin
hastane ve toplumda yerel, iilkesel ve evrensel anlamda takibi i¢in son derece faydali
olacaktir. Kanaatimizce kisa donemli salgin incelemelerinde ve uzun dénemli soy
iligkisi arastirmalarinda spa dizi tiplendirme yonteminin PFGE ile birlikte kullanimi ve
bu calismanin daha uzun siire ve daha fazla 6rnek kullanilarak tekrarlanmasi faydali

olacaktir.

99



10.

KAYNAKLAR

Lowy FD. Staphylococus aureus infections. N Engl J Med 1998; 339:520-532.

Aires de Sausa M, De Lencastre H. Bridges from hospitals to the laboratory:
genetic portraits of methicillin resistant Staphylococcus aureus clones. FEMS
Immunol Med Microbiol 2004; 40: 101-111.

Deurenberg RH, Vink C, Kalenic S, Friedrich AW, Bruggeman CA,
Stobberingh EE. The molecular evolution of methicillin resistant Staphylococcus
aureus. Clin Microbiol Infect 2007;13: 222-235.

WitteW. International dissemination of antibiotic resistant strains of bacterial
pathogens. Infect Genet Evol 2004; 4: 187-191.

Kluytmans-Vandenbergh MF, Kluytmans JA. Community-acquired
methicillin-resistant Staphylococcus aureus: current perspectives. Clin Microbiol
Infect 2006; 12: 915.

Salgado CD, Farr BM, Calfee DP. Community-acquired methicillin-resistant
Staphylococcus aureus: a meta-analysis of prevalence and risk factors. Clin Infect
Dis 2003; 36:131-139.

Seybold U, Kourbatova EV, Johnson JG, Halvosa SJ, Wang YF, King MD,
Ray SM, Blumberg HM. Emergence of community-associated methicillin-
resistant Staphylococcus aureus USA300 geno-type as a major cause of
healthcare-associated bloodstream infections. Clin Infect Dis 2006; 42: 647—656.

Singh A, Goering RV, Simjee S, Foley SL, Zervos MJ. Application of
molecular techniques to the study of hospital infection. Clin Microbiol Rev 2006;
19: 512-530.

Struelens MJ. Consensus guidelines for appropriate use and evaluation of
microbial epidemiologic typing systems. Clin Microbiol Infect 1996; 2:2—11.

Murchan S, Kaufmann ME, Deplano A, de Ryck R, Struelens M, Zinn CE,
Fussing V, Salmenlinna S, Vuopio-Varkila J, El Solh N, Cuny C, WitteW,
Tassios PT, Legakis N, Van Leeuwen W, Van Belkum A, Vindel A, Laconcha
I, Garaizar J, Haeggman S, Olsson-Liljequist N, Ransjo U, Coombes G,
Cookson B. Harmonization of pulsed-field gel electro-phoresis protocols for
epidemiological typing of strains of methicillin-resistant Staphylococcus aureus: a
single approach developed by consensus in 10 European laboratories and its
application for tracing the spread of related strains. J Clin Microbiol 2003; 41:
1574-1585.

100



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Tenover FC, Arbeit RD, Goering RV, Mickelsen PA, Murray BE, Persing
DH, Swaminathan B. Interpreting chromosomal DNA restriction patterns
produced by pulsed-field gel electrophoresis: criteria for bacterial strain typing. J
Clin Microbiol 1995; 33: 2233-2239. Harbarth S.

Enright MC, Day NP, Davies CE, Peacock SJ, Spratt BG. Multilocus sequence
typing for characterization of methicillin-resistant and methicillin-susceptible
clones of Staphylococcus aureus. J Clin Microbiol 2000; 38: 1008—1015

Harmsen D, Claus H, Witte W, Rothganger J, Claus H, Turnwald D, Vogel
U. Typing of methicillin-resistant Staphylococcus aureus in a university hospital

setting by using novel software for spa repeat determination and database
management. J Clin Microbiol 2003; 41: 5442-5448.

Aires de Sousa M, Boye K, de Lencastre H, Deplano A, Enright MC, Etienne
J, Friedrich A, Harmsen D, Holmes A, Huijsdens XW, Kearns AM,
Mellmann A, Meugnier H, Rasheed JK, Spalburg E, Strommenger B,
Struelens MJ, Tenover FJ, Thomas J, Vogel U, Westh H, Xu J, Witte W.
High interlaboratory reproducibility of DNA sequence-based typing of bacteria in
a multicenter study. J Clin Microbiol 2006; 44: 619-621.

Strommenger B, Kettlitz K, Weniger T, Harmsen D, Friedrich AW, Witte.
Assignment of Staphylococcus Isolates to Groups by spa Typing, Smal

Macrorestriction Analysis, and Multilocus Sequence Typing. J Clin Microbiol
2006; 44(7): 2533-2540.

Strommenger B, Braulke C, Heuck D, Schmidt C, Pasemann B, Nubel U,
Witte W. spa Typing of Staphylococcus aureus as a Frontline Tool in
Epidemiological Typing. J Clin Microbiol 2008; 46: 574-581.

Cookson BD, Robinson DA, Monk AB, Murchan S, Deplano A, de Ryck R,
Struelens MJ, Scheel C, Fussing V, Salmenlinna S, Vuopio-Varkila J, Cuny
C, Witte W, Tassios PT, Legakis NJ, van Leeuwen W, van Belkum A,Vindel
A, Garaizar J, Haeggman S, Olsson-Liljequist B, Ransjo U, Muller-Premru
M, Hryniewicz W, Rossney A, O’Connell B, Short BD, Thomas J, O’Hanlon
S, Enright MC. Evaluation of molecular typing methods in characterizing a
European collection of epidemic methicillin-resistant Staphylococcus aureus

strains: the HARMONY collection. J Clin Microbiol 2007; 45: 1830-1837.

Koreen L, Ramaswamy SV, Graviss EA, Naidich S, Musser JM, Kreiswirth
BN. spa typing method for discriminating among Staphylococcus aureus isolates:

implications for use of a single marker to detect genetic micro- and
macrovariation. J Clin Microbiol 20045 42: 792—799.

101



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Montesinos I, Salido E, Delgado T, Cuervo M, Sierra A. Epidemiologic
genotyping of methicillin-resistant Staphylococcus aureus by pulsed-field gel
electrophoresis at a university hospital and comparison with antibiotyping and
protein A and coagulase gene polymorphisms. J Clin Microbiol 2002; 40: 2119—
2125.

Shopsin B, Gomez M, Montgomery SO, Smith DH, Waddington M, Dodge
DE, Bost DA, Riehman M, Naidich S Kreiswirth BN. Evaluation of protein A
gene polymorphic region DNA sequencing for typing of Staphylococcus aureus
strains. J Clin Microbiol 1999; 37: 3556-3563

Tang YW, Waddington MG, Smith DH, Manahan JM, Kohner PC,
Highsmith LM, Li H, Cockerill FR, Thompson RL, Montgomery SO, Persing
DH. Comparison of protein A gene sequencing with pulsed-field gel
electrophoresis and epidemiologic data for molecular typing of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus. J Clin Microbiol 2000; 38: 1347-1351.

Hallin M, Deplano A, Denis O, De Mendonca R, de Ryck R, Struelens MJ.
Validation of pulsed-field gel electrophoresis and spa typing for long term,

nationwide epidemiological surveillance studies of Staphylococcus aureus
infections. J Clin Microbiol 2007; 45: 127—-133.

Ruppitsch W, Indra A, Stoger A, Mayer B, Stadlbauer S, Wewalka G,
Allerberger F. Classifying spa types in complexes improves interpretation of
typing results for methicillin-resistant Staphylococcus aureus. J Clin Microbiol
2006; 44: 2442-2448.

Diindar V, Diindar DO. Stafilokok Enfeksiyonlari. In: Topcu AW, Séyletir G,
Doganay M, Ed. Enfeksiyon Hastaliklart ve Mikrobiyolojisi. 3. Baski, Istanbul:
Nobel Tip Kitapevleri, 2008; 2065-2077.

Bannerman TL. Staphylococcus, Micrococcus and other catalase-positive cocci
that grow aerobically. In Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH, Pfaller MA,
Yolken RH, Eds. Manual of Clinical Microbiology. 8" Ed., Washington: DC
Publishing Company, 2003: 384-404.

Peacock SJ. Staphylococcus. In Borriello SP, Murray PR, Funke G, Eds. Topley
& Wilson’s Microbiology and Microbial Infections. 10™ Ed., London: Hodder
Arnold Publishing Company, 2005: 771-832.

Bulger RJ, Sherris JC. Decreased incidence of antibiotic resistance among
Staphylococcus aureus. Ann Intern Med 1968; 69:1099—-1108.

Ayliffe GAJ. The progressive intercontinental spread of methicillin resistant
Staphylococcus aureus. Clin Infect Dis 1997; 24: 74-79.

102



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Duckwort GJ, Lothian JL, Willams JD. Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus: report of an outbreak in a London teaching hospital. J Hosp Infect 1988;
11: 1-15.

Hiramatsu K, Cui L, Kuroda M, Ito T. The emergence and evolution of

methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Trends In Microbiology 2001; 9:
486—493.

Ploy M, Grelaud C, Martin C. de Lumley L, Deniset F. First clinical isolate of
vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus in a French hospital. Lancet
1998; 351:1212.

Hiramatsu K, Aritaka N, Hanaki H, Kawasaki S, Hosoda Y, Hori S, Fukuchi
Y, Kobayashi I. Dissemination in Japanese hospitals of strains of Staphylococcus
aureus heterogeneously resistant to vancomycin. Lancet 1997; 350:1670-1673.

Centers for Disease Control and Prevention. Staphylococcus aureus with
reduced susceptibility to vancomycin-United States 1997. MMWR 1997; 46: 765-
766.

McManus J. Vancomycin resistant staphylococcus reported in Hong Kong. BMJ
1999; 318:626.

Kim MN, Pai CH, Woo JH, Ryu JS, Hiramatsuet K. Vancomycin intermediate
Staphylococcus aureus in Korea. J Clin Microbiol 2000; 38: 3879-3881.

Centers for Disease Control and Prevention. Staphylococus resistant to
vancomycin-United States, 2002. MMWR 2002; 51: 565-7.

Peacock S. Staphylococcus aureus. In: Gillespie SH, Hawkey PM, Eds.
Principles and Practice of Clinical Bacteriology. 2™ Ed., England: John Wiley &
Sons Ltd 2005; 73-98

Que YA, Moreillon P. Staphylococcus aureus (including staphylococcal toxic
shock). In: Mandel GL, Bennet JE, Dolin R, Eds. Principles and Practice of
Infectious Diseases. 7" Ed., Philadelphia: Churchill Livingstone, 2010; 2543—
2579

Cengiz A.T. Staphylococcus. In: Ustagelebi S. Temel ve Klinik Mikrobiyoloji.
Ankara: Giines Kitabevi, 1999:339-346.

Koneman EW, Allen SD, William MJ, Schereckenberger PC, Winn WC.
Gram-positive cocci, Part I: Staphylococci and related gram-positive cocci. In:
Winn W, Allen S, Janda W, Kneman E, Procop G, Schreckenbrger P, Woods G.,
Eds. Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology, 6th Ed.,
Philadelphia: Lippincott Williams and Wilkins, 2006: 623—-671.

103



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Havaei SA, Moghim S, Bardebari AM, Narimani T, Azimian A, Akbaril M.
The comparison of Staphylococcus aureus types 5 and 8 with respect to
methicillin resistance in patients admitted to Al-Zahra Hospital by PCR. Adv
Biomed Re. 2013; 2: 13.

Graille M, Stura EA, Corper AL, Sutton BJ, Taussig MJ, Charbonnier JB,
Silverman GJ. Crystal structure of a Staphylococcus aureus protein A domain
complexed with the Fab fragment of a human IgM antibody: Structural basis for
recognition of B-cell receptors and superantigen activity. PNAS 2000; 97: 5399—
5404

Atkins KL, Burman JD, Chamberlain ES, Cooper JE, Poutrel B, Bagby S,
Jenkins ATA, Feil EJ, van den Elsen JMH. S.aureus IgG-binding proteins SpA
and Sbi: Host specificity and mechanisms of immune complex formation.
Molecular Immunology 2008; 45:1600-1611

Khrustalev VV, Ghaznavi-Rad E, Neela V, Shamsudin MN, Amouzandeh-
Nobaveh A, Barkovsky EV. Short repeats in the spa gene of Staphylococcus
aureus are prone to nonsense mutations: stop codons can be found in strains
isolated from patients with generalized infection. Res Microbiol 2013; 164:913-
922.

Foster TJ, Geoghegan JA, Ganesh VK, Ho6k M. Adhesion, invasion and
evasion: the many functions of the surface proteins of Staphylococcus aureus.
Nature Reviews Microbiology 2014; 12: 49-62.

Schaffer AC, Lee JC. Vaccination and passive immunisation against
Staphylococcus aureus. Int J Antimicrob Agents 2008; 32: 71-78

Tomita T, Kamio Y. Molecular biology of the pore-forming cytolysins from
Staphylococcus aureus, alpha, gamma hemolysins and leukocidin. Biosci Biotech
Biochem 1997, 61: 565-572.

Lindsay JA, Ruzin A, Ross HF, Kurepina N, Novick RP. The gene for toxic
shock toxin is carried by a family of mobile pathogenicity islands in
Staphylococcus aureus. Mol Microbiol 1998; 29: 527-43.

Stefani S, Chung DR, Lindsay JA, Friedrich AW, Kearns AM, Westh H,
Mackenzie FM. Meticillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA): Global

epidemiology and harmonisation of typing methods. Int J Antimicrob Agents
2012; 39:273-82.

Tibavizco D, Rodriguez JY, Silva E, Cuervo SI, Cortés JA. Therapeutic
approach to Staphylococcus aureus bacteremia. Biomedica. 2007; 27: 294-307.

Akova M, Cetinkaya-Sardan Y. Enfektif endokardit, perikardit, myokardit. In:

Topeu AW, Soyletir G, Doganay M, Ed. Enfeksiyon Hastaliklari ve
Mikrobiyolojisi. 3. Baski, Istanbul: Nobel Tip Kitapevleri, 2008; 1003-1016.

104



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Xue T1, You Y, Hong D, Sun H, Sun B.The Staphylococcus aureus KdpDE
two-component system couples extracellular K+ sensing and Agr signaling to
infection programming. /nfect Immun 2011; 79: 2154-2167.

Fournier B, Philpott DJ. Recognition of Staphylococcus aureus by the Innate
Immune System. Clin Microbiol Rev 2005;18: 521-540.

Krishna S, Miller LS. Innate and adaptive immune responses against
Staphylococcus aureus skin infections. Semin Immunopathol 2012; 34: 261-280.

Kupper TS, Fuhlbrigge RC. Immune surveillance in the skin: mechanisms and
clinical consequences. Nat Rev Immunol 2004; 4: 211-222.

Nestle FO, Di MP, Qin JZ, Nickoloff BJ. Skin immune sentinels in health and
disease. Nat Rev Immunol 2009; 9: 679-691.

Takeuchi O, Akira S. Pattern recognition receptors and inflammation. Ce// 2010;
140: 805-820.

Girardi M. Cutaneous perspectives on adaptive immunity. Clin Rev Allergy
Immunol 2007; 33: 4-14.

Miller LS. Toll-like receptors in skin. Adv Dermatol 2008; 24: 71-87.

Lai Y, Cogen AL, Radek KA, Park HJ, Macleod DT, Leichtle A, Ryan AF, Di
NA, Gallo RL. Activation of TLR2 by a small molecule produced by
Staphylococcus epidermidis increases antimicrobial defense against bacterial skin
infections. J Invest Dermatol 2010; 130: 2211-2221.

Segal AW. How neutrophils kill microbes. Annu Rev Immunol 2005; 23: 197-223.

Pilsczek FH, Salina D, Poon KK, Fahey C, Yipp BG, Sibley CD, Robbins SM,
Green FH, Surette MG, Sugai M, Bowden MG, Hussain M, Zhang K, Kubes
P. A novel mechanism of rapid nuclear neutrophil extracellular trap formation in
response to Staphylococcus aureus. J Immunol 2010; 185:7413-7425.

Corbin BD, Seeley EH, Raab A, Feldmann J, Miller MR, Torres VJ,
Anderson KL, Dattilo BM, Dunman PM, Gerads R, Caprioli RM, Nacken W,
Chazin WJ, Skaar EP. Metal chelation and inhibition of bacterial growth in
tissue abscesses. Science 2008; 319: 962-965.

Athanasopoulos AN, Economopoulou M, Orlova VV, Sobke A, Schneider D,
Weber H, Augustin HG, Eming SA, Schubert U, Linn T, Nawroth PP,
Hussain M, Hammes HP, Herrmann M, Preissner KT, Chavakis T. The
extracellular adherence protein (Eap) of Staphylococcus aureus inhibits wound
healing by interfering with host defense and repair mechanisms. Blood 2006; 107:
2720-27217.

105



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

Foster TJ. Immune evasion by staphylococci. Nat Rev Microbiol 2005; 3: 948—
958 53.

Rooijakkers SH, van Kessel KP, van Strijp JA. Staphylococcal innate immune
evasion. Trends Microbiol 2005; 13: 596-601.

Otto M. Basis of virulence in community-associated methicillin-resistant
Staphylococcus aureus. Annu Rev Microbiol 2010; 64: 143-162.

Liu GY, Essex A, Buchanan JT, Datta V, Hoffman HM, Bastian JF, Fierer J,
Nizet V. Staphylococcus aureus golden pigment impairs neutrophil killing and

promotes virulence through its antioxidant activity. J Exp Med 2005; 202: 209-
215.

Karavolos MH, Horsburgh MJ, Ingham E, Foster SJ. Role and regulation of
the superoxide dismutases of Staphylococcus aureus. Microbiology 2003; 149:
2749-2758.

Kim HK, Thammavongsa V, Schneewind O, Missiakas D. Recurrent

infections and immune evasion strategies of Staphylcoccus aureus. Current
Opinion on Microbiology 2012; 15: 92-99.

O'Shea JJ, Paul WE. Mechanisms underlying lineage commitment and plasticity
of helper CD4+ T cells. Science 2010; 327:1098-1102.

Mathews WC, Caperna JC, Barber RE, Torriani FJ, Miller LG, May S,
McCutchan JA. Incidence of and risk factors for clinically significant

methicillin-resistant Staphylococcus aureus infection in a cohort of HIV-infected
adults. J Acquir Immune Defic Syndr 2005; 40: 155-160.

Skiest D, Brown K, Hester J, Moore T, Crosby C, Mussa HR, Hoffman-
Roberts H, Cooper T. Community-onset methicillin-resistant Staphylococcus
aureus in an urban HIV clinic. HIV Med 2006; 7: 361-368.

Kim HK, Kim HY, Schneewind O, Missiakas D. Identifying protective antigens
of Staphylcoccus aureus, a pathogen that suppresses host immune responses,
FASEB J 2011; 25: 3605-3612.

Struelens MJ, Hawkey PM, French GL, Witte W, Tacconelli E. Laboratory
tools and strategies for methicillin-resistant Staphylococcus aureus screening,

surveillance and typing: state of the art and unmet needs. Clin Microbiol Infect
2009; 15: 112-119.

Herschleb J, Ananiev G, Schwartz DC. Pulsed-field gel electrophoresis. Nat
Protoc 2007; 2: 677-684.

Li W, Raoult D, Fournier PE. Bacterial strain typing in the genomic era. FEMS
Microbiol Rev 2009; 33: 892-916.

106



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Chung M, de Lencastre H, Matthews P, Tomasz A, Adamsson I, Aires de
Sousa M, Camou T, Cocuzza C, Corso A, Couto I, Dominguez A,
Gniadkowski M, Goering R, Gomes A, Kikuchi K, Marchese A, Mato R,
Melter O, Oliveira D, Palacio R, Sa-Leao R, Sanches IS, Song JH, Tassios
PT, Villari P. Molecular typing of methicillin-resistant Staphylococcus aureus by
pulsed-field gel electrophoresis: comparison of results obtained in a
multilaboratory effort using identical protocols and MRSA strains. Microb Drug
Resist 2000; 6:189-198.

Maiden MC, Bygraves JA, Feil E, Morelli G, Russell JE, Urwin R, Zhang Q,
Zhou J, Zurth K, Caugant DA, Feavers IM, Achtman M, Spratt BG.
Multilocus sequence typing: a portable approach to the identification of clones
within populations of pathogenic microorganisms. Proc Natl Acad Sci 1998; 95:
3140-3145.

Aanensen DM, Spratt BG. The multilocus sequence typing network: mlst.net.
Nucleic Acids Res 2005; 33: 728-733.

Enright MC, Spratt BG. Multilocus sequence typing. Trends Microbiol 1999; 7:
482-7.

Emori TG, Gaynes RP. An overview of nosocomial infections, including the role
of the microbiology laboratory. Clin Microbiol Rev 1993; 6: 428-442.

van Belkum A,Tassios PT, Dijkshoorn L, Haeggman S, Cookson B, Fry NK,
Fussing V, Green J, Fei El, Gerner-Smidt P, Brisse S, Struelens M. Guidelines
for the wvalidation and application of typing methods for use in bacterial
epidemiology. Clin Microbiol Infect 2007; 3: 1-46.

Frenay HM, Bunschoten AE, Schouls LM, van Leeuwen WJ,
Vandenbroucke-Grauls CM, Verhoef J, Mooi FR. Molecular typing of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus on the basis of protein A gene
polymorphism. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1996; 15:60-4.

Frenay HM, Theelen JP, Schouls LM, Vandenbroucke-Grauls CM, Verhoef
J, van Leeuwen WJ, Mooi FR. Discrimination of epidemic and nonepidemic
methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains on the basis of protein A gene
polymorphism. J Clin Microbiol 1994; 32(3): 846-7.

van Belkum A. The role of short sequence repeats in epidemiologic typing. Curr
Opin Microbiol 1999; 2(3): 306-11.

Hallin M, Friedrich AW, Struelens MJ. spa Typing for Epidemiological
Surveillance of Staphylolococcus aureus. Methods in Molecular Biology 2009;
551: 189-202.

107



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

Mellmann A, Weniger T, Berssenbrugge C, Rothganger J, Sammeth M,
Stoye J, Harmsen D. Based Upon Repeat Pattern (BURP): an algorithm to
characterize the long-term evolution of Staphylococcus aureus populations based
on spa polymorphisms. BMC Microbiol 2007; 7: 98.

Berger-Bachi B, Rohrer S. Factors influencing methicillin resistance in
staphylococci. Arch Microbiol 2002; 178:165-171.

Deurenberg RH, Stobberingh EE. The evolution of Staphylococcus aureus.
Infect Genet Evol 2008; 8: 747-763.

Mongkolrattanothai K, Boyle S, Murphy TV, Daum RS. Novel non-mecA-
containing staphylococcal chromosomal cassette composite island containing
pbp4 and tagF genes in a commensal staphylococcal species: a possible reservoir

for antibiotic resistance islands in Staphylococcus aureus. Antimicrob Agents
Chemother 2004; 48: 1823-1836.

Turlej A, Hryniewicz W, Empel J. Staphylococcal Cassette Chromosome mec
(SCCmec) Classification and Typing Methods. Polish Journal of Microbiology
2011; 60(2): 95-103.

ItoT, Katayama Y, Asada K, Mori N, Tsutsumimoto K, Tiensasitorn C,
Hiramatsu K. Structural comparison of three types of staphylococcal cassette
chromosome mec integrated in the chromosome in methicillin-resistant
Staphylococcus aureus. Antimicrob Agents Chemother 2001; 45: 1323-1336.

Katayama Y, Ito T, Hiramatsu K. 2000. A new class of genetic element,
staphylococcus cassette chromosome mec, encodes methicillin resistance in
Staphylococcus aureus. Antimicrob Agents Chemother 2000; 44: 1549-1555.

Berglund C, Ito T, Ikeda M, Ma XX, Soderquist B, Hiramatsu K. Novel type
of staphylococcal cassette chromosome mec in a methicillin-resistant

Staphylococcus aureus strain isolated in Sweden. Antimicrob Agents Chemother
2008; 52: 3512-3516.

Chongtrakool P, Ito T, Ma XX, Kondo Y, Trakulsomboon S, Tiensasitorn C,
Jamklang M, Chavalit T, Song JH, Hiramatsu K. Staphylococcal cassette
chromosome mec (SCCmec) typing of methicillin-resistant Staphylococcus

aureus strains isolated in 11 Asian countries: a proposal for a new nomenclature
for SCCmec elements. Antimicrob Agents Chemother 2006; 50: 1001-1012.

Li S, Skov RL, Han X, Larsen AR, Larsen J, Serum M, Wulf M, Voss A,
Hiramatsu K, Ito T. Novel types of staphylococcal cassette chromosome mec

elements identified in CC398 methicillin resistant Staphylococcus aureus strains.
Antimicrob Agents Chemother 2011; 55(6): 3046-3050

108



98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

International Working Group on the Staphylococcal Cassette Chromosome
elements. SCCmec up to date. Erisim: (http://www.sccmec.org/). Erisim Tarihi:
2015.

International Working Group on the Classification of Staphylococcal
Cassette Chromosome Elements (IWG-SCC). Classification of staphylococcal
cassette chromosome mec (SCCmec): guidelines for reporting novel SCCmec
elements. Antimicrob Agents Chemother 2009; 53: 4961-4967

Hiramatsu K, Katayama Y, Yuzawa H, Ito T. Molecular genetics of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Int J Med Microbiol. 2002; 292: 67-
74.

Ito T, Okuma K, Ma XX, Yuzawa H, Hiramatsu K. Insights on antibiotic
resistance of Staphylococcus aureus from its whole genome: genomic island SCC.
Drug Resist Updat 2003; 6: 41-52.

Malachowa N, DeLeo FR. Mobile genetic elements of Staphylococcus aureus.
Cell Mol Life Sci. 2010; 67: 3057-3071.

Kluytmans J, van Belkum A, Verbrugh H. Nasal carriage of Staphylococcus
aureus: epidemiology, underlying mechanisms, and associated risks. Clinical
Microbiology Reviews 1997, 10: 505-520.

Parras F1, Guerrero MC, Bouza E, Blazquez MJ, Moreno S, Menarguez
MC, Cercenado E. Comparative study of mupirocin and oral co-trimoxazole plus
topical fusidic acid in eradication of nasal carriage of methicillin- resistant
Staphylococcus aureus. Antimicrob Agents Chemother 1995; 39: 175-179

European Centre for Disease Prevention and Control (EDCC). Erigim:
(http://www.ecdc.europa.eu/en/healthtopics/antimicrobial _resistance/database/Pag
es/map_reports.aspx). Erisim tarihi: 2015

Duman Y. Tekerekoglu MS, Otlu B. Toplum ve hastane kokenli Staphylococcus
aureus klinik izolatlarinda Panton-Valentine Lokosidin varliginin ve klonal
iliskinin arastirilmasi. Mikrobiyol Bul 2013; 47(3): 389-400.

Ulusal Hastane Enfeksiyonlari Siirveyans Agi (Uhesa) Raporu Ozet Veri,
2013 Erisim: (http://www.sb.gov.tr/DH/dosya/1-88693/h/uhesa-analiz-2013).
Erigim tarihi: 2015.

Enright MC, Robinson DA, Randle G, Feil EJ, Grundmann H, Spratt BG.
The evolutionary history of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA).
Proc Natl Acad Sci USA 2002; 99: 7687-7692.

109



109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

Grundmann H, Aanensen DM, van den Wijngaard CC, Spratt BG, Harmsen
D, Friedrich AW. Geopraphic distribution of Staphylococcus aureus causing
invasive infection in Europe: a molecular-epidemiological analysis. PLoS Med
2010; 12; 7(1): e1000215.

Song JH, Hsueh PR, Chung DR, Ko KS, Kang Cl, Peck KR, Yeom JS, Kim
SW, Chang HH, Kim YS, Jung SI, Son JS, So TM, Lalitha MK, Yang Y,
Huang SG, Wang H, Lu Q, Carlos CC, Perera JA, Chiu CH, Liu JW,
Chongthaleong A, Thamlikitkul V, Van PH. Spread of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus between the community and the hospitals in Asian
countries: an ANSORP study. J Antimicrob Chemother 2011; 66: 1061-1069.

Mejia C, Zurita J, Guzman-Blanco M. Epidemiology and surveillance
methicillin-resistant Staphylococcus aureus in Latin America. Braz J Infect Dis
2010; 14(1.2): 79-86

Campanile F, Bongiorno D, Borbone S, Stefani S. Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus evolution: the multiple facets of an old pathogen. Eur
Infect Dis 2010; 4(1): 70-76

Ergon MC, Bicmen M, Giilay Z. Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi’ndeki
dominant metisiline direncli Staphylococcus aureus susunun molekiiler
yontemlerle tiplendirilmesi. ANKEM Derg 2010; 24(2): 65-70.

Rodriguez-Noriega E, Seas C, Guzman-Blanco M, Mejia C, Alvarez C,
Bavestrello L, Zurita J, Labarca J, Luna CM, Salles MJ, Gotuzzo E.
Evolution of methicillin-resistant Staphylococcus aureus clones in Latin America.
Int J Infect Dis 201035 14(7): 560-566.

Moodley A, OosthuysenWF, Duse AG, Marais E. Molecular characterization of
clinical methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolates in South Africa. J
Clin Microbiol 2010; 48(12): 4608-4611.

D'Souza N, Rodrigues C, Mehta A. Molecular characterization of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus with emergence of epidemic clones of sequence
type (ST) 22 and ST 772 in Mumbai, India. J Clin Microbiol 2010; 48(5): 1806-
1811.

Niibel U, Roumagnac P, Feldkamp M, Song JH, Ko KS, Huang YC, Coombs
G, Ip M, Westh H, Skov R, Struelens MJ, Goering RV, Strommenger B,
Weller A, Witte W, Achtman M. Frequent emergence and limited geographic
dispersal of methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Proc Natl Acad Sci USA
2008; 105(37): 14130-14135.

Harris SR, Feil EJ, Holden MT, Quail MA, Nickerson EK, Chantratita N,
Gardete S, Tavares A, Day N, Lindsay JA, Edgeworth JD, de Lencastre H,
Parkhill J, Peacock SJ, Bentley SD. Evolution of MRSA during hospital
transmission and intercontinental spread. Science 201035 327(5964): 469-474.

110



119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

Gray RR, Tatem AJ, Johnson JA, Alekseyenko AV, Pybus OG, Suchard MA,
Salemi M. Testing spatiotemporal hypothesis of bacterial evolution using
methicillin-resistant Staphylococcus aureus ST239 genome-wide data within a
bayesian framework. Mol Biol Evol 2011; 28(5): 1593-1603.

Otter JA1, French GL. Community-associated meticillin-resistant
Staphylococcus aureus strains as a cause of healthcare associated infection. J
Hosp Infect 2011; 79(3): 189-193.

CDC: Community-associated MRSA information for clinicians. Erigim:
http://www.cdc.gov/ncidod/dhgp/ar_mrsa_ca_clinicians.html. Erisim tarihi: 2015.

Pallin DJ, Egan DJ, Pelletier AJ, Espinola JA, Hooper DC, Camargo Jr CA.
Increased US emergency department visits for skin and soft tissue infections, and
changes in antibiotic choices, during the emergence of community-associated
methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Ann Emerg Med 2008; 51: 291-298.

Planet PJ, LaRussa SJ, Dana A, Smith H, Xu A, Ryan C, Uhlemann AC,
Boundy S, Goldberg J, Narechania A, Kulkarni R, Ratner AJ, Geoghegan
JA, Kolokotronis SO, Princea A. Emergence of the epidemic methicillin-
resistant Staphylococcus aureus strain USA300 coincides with horizontal transfer
of the arginine catabolic mobile element and speG-mediated adaptations for

survival on skin. mBio 2013; 17(6): 00889-13.

Liu C, Graber CJ, Karr M, Diep BA, Basuino L, Schwartz BS, Enright MC,
O'Hanlon SJ, Thomas JC, Perdreau-Remington F, Gordon S, Gunthorpe H,
Jacobs R, Jensen P, Leoung G, Rumack JS, Chambers HF. A population-
based study of the incidence and molecular epidemiology of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus disease in San Francisco 2004-2005. Clin Infect Dis 2008;
46(11): 1637-1646.

Tenover FC, McAllister S, Fosheim G, McDougal LK, Carey RB, Limbago B,
Lonsway D, Patel JB, Kuehnert MJ, Gorwitz R. Characterization of
Staphylococcus aureus isolates from nasal cultures collected from individuals in
the United States in 2001 to 2004. J Clin Microbiol 2008; 46: 2837-2841.

Ellington MJ, Perry C, Ganner M, Warner M, McCormick Smith I, Hill RL,
Shallcross L, Sabersheikh S, Holmes A, Cookson BD, Kearns AM. Clinical
and molecular epidemiology of ciprofloxacin-susceptible MRSA encoding PVL in
England and Wales. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2009; 28: 1113-1121.

Tietz A, Frei R, Widmer AF. Transatlantic spread of the USA300 clone of
MRSA. N Engl J Med 2005; 353:532-533.

Stapleton PD, Taylor PW. Methicillin resistance in Staphylococcus aureus:
mechanisms and modulation. Sci Prog 2002; 85: 57-72.

111



129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

De Lencastre H, Oliveira D, Tomasz A. Antibiotic resistant Staphylococcus
aureus: a paradigm of adaptive power. Curr Opin Microbiol 2007;10(5): 428-35.

Weller TM. The distribution of mecA, mecR1 and mecl and sequence analysis of
mecl and the mec promoter region in staphylococci expressing resistance to
methicillin. J Antimicrob Chemothery 1999; 43: 15-22.

Oliveira DC, de Lencastre H. Methicillin-resistance in Staphylococcus aureus is
not affected by the overexpression in trans of the mecA gene repressor: a
surprising observation. PLoS ONE 2011; 6(8): 23287.

Garcia-Castellanos R, Mallorqui-Fernandez G, Marrero A, Potempa J, Coll
M, Gomis-Riith FX. On the transcriptional regulation of methicillin resistance:
Mecl repressor in complex with its operator. J Biol Chem 2004; 279(17): 17888-
17896.

Aiba Y, Katayama Y, Hishinuma T, Murakami-Kuroda H, Cui L,
Hiramatsua K. Mutation of RNA Polymerase-Subunit Gene Promotes
Heterogeneous-to-Homogeneous Conversion of [ -Lactam Resistance in

Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus. Antimicrob Agents Chemother
2013; 57(10): 4861-4871.

Kondo N, Kuwahara-Arai K, Kuroda-Murakam H, Tateda-Suzuki E,
Hiramatsu K. Eagle-type methicillin resistance: new phenotype of high
methicillin resistance under mec regulator gene control. Antimicrob Agents
Chemother 2001; 45(3): 815-824.

McDougal L, Thornsberry C. The role of B-lactamase in staphylococcal
resistance to penicillinase resistant penicillins and cephalosporins. J Clin
Microbiol 1986; 23: 832-839.

Tomasz A, Drugeon HB, De Lencastre HM, Jabes D, McDougal L, Bille J.
New mechanism for methicillin resistance in S. aureus: clinical isolates that lack
the PBP 2a gene and contain normal penicillin-binding proteins with modified
penicilin-binding proteins with modified penicilin binding capacity. Antimicrob
Agents Chemother 1989; 33: 1867-1869.

Yilmaz S, Diktas H. New antibiotics in development against multidrug-resistant
bacteria. J Clin Anal Med 2013; 4(3): 249-252.

Emaneini M, Taherikalani M, Eslampour MA, Sedaghat H, Aligholi M,
Jabalameli F, Shahsavan S, Sotoudeh N. Phenotypic and genotypic evaluation
of aminoglycoside resistance in clinical isolates of staphylococci in Tehran, Iran.
Microb Drug Resist 2009; 5(2): 129-32.

Chandrakanth RK, Raju S, Patil SA. Aminoglycoside resistance mechanisms in
multidrug-resistant Staphylococcus aureus clinical isolates. Curr Microbiol 2008;
56: 558-562.

112



140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

Kim TJ, Na YR, Lee JI. Investigations into the basis of chloramphenicol and
tetracycline resistance in Staphylococcus intermedius isolates from cases of
pyoderma in dogs. Vet Med B 2005; 52: 119-124.

Parent R, Roy PH. The chloramphenicol acetyltransferase gene of Tn2424: a
new breed of cat. J Bacteriol 1992; 174(9): 2891-2897.

Uyamk MH, Yazgi H, Bilici D, Ozden K, Karako¢ E. Hastane kokenli
Staphylococcus  aureus Tirlerinde Makrolid-Linkozamid-Streptogramin B
direncinin arastirilmasi. Ankem Derg 2009; 23(2):66-70.

Ulusoy S. Streptograminler (kinopristin/dalfoprustin). Ankem Derg 2004; 18(2):
174-1717.

Saderi H, Emadi B, Owlia P. Phenotypic and genotypic study of macrolide,
lincosamide and streptogramin B (MLSB) resistance in clinical isolates of
Staphylococcus aureus in Tehran, Iran. Med Sci Monit 2011; 17(2): 48-53.

Warsa UC, Nonoyama M, Ida T, Okamoto R, Okubo T, Shimauchi C, Kuga
A, Inoue M. Detection of tet(K) and tet(M) in Staphylococcus aureus of Asian
countries by the polymerase chain reaction. J Antibiot 1996; 49(11): 1127-1132.

Ng LK, Martin I, Alfa M, Mulvey M. Multiplex PCR for the detection of
tetracycline resistant genes. Mol Cell Probes 2001; 15(4): 209-215.

Goulda IM, Cauda R, Espositoc S, Gudiol S, Mazzei T, Garauf J.
Management of serious methicillin resistant Staphylcoccus aureus infections:
what are the limits?. Int J Antimicrob Agents 2011; 37: 202-209.

Shigemuraa K, Tanakaa K, Yamamichia F, Shirakawaa T, Miyakea H,
Fujisawaa M. Does mutation in gyrA and/or parC or efflux pump expression play
the main role in fluoroquinolone resistance in Escherichia coli urinary tract
infections ?: A statistical analysis study. Int J Antimicrob Agents 2012; 40: 516-
520.

Kim JY, Jeon SM, Kim H, Lim N, Park MS, Kim SH. Resistance to
fluoroquinolone by a combination of efflux and target site mutations in

Enteroaggregative Escherichia coli isolated in Korea. Osong Public Health Res
Perspect 20125 3(4): 239-244.

Nurjadi D, Olalekan AO, Layer F, Shittu AO, Alabi A, Ghebremedhin B,
Schaumburg F, Hofmann-Eifler J, Van Genderen PJ, Caumes E, Fleck R,
Mockenhaupt FP, Herrmann M, Kern WYV, Abdulla S, Grobusch MP,
Kremsner PG, Wolz C, Zanger P. Emergence of trimethoprim resistance gene
dfrG in Staphylococcus aureus causing human infection and colonization in sub-
Saharan Africa and its import to Europe. J Antimicrob Chemother 2014; 69(9):
2361-2368.

113



151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

Mohd-Zain Z, Kamsani NH, Ahmad N. Molecular insights of co-trimoxazole
resistance genes in Haemophilus influenzae isolated in Malaysia. Tropical
Biomedicine 2013; 30(4): 584-590.

Desroches M, Potier J, Laurent F, Bourrel AS, Doucet-Populaire F,
Decousser JW. Prevalence of mupirocin resistance among invasive coagulase-
negative staphylococci and methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
in France: emergence of a mupirocin-resistant MRSA clone harbouring mupA. J
Antimicrob Chemother 2013; 68: 1714-1717.

Perichon B, Courvalin P. VanA-type vancomycin-resistant Staphylococcus
aureus. Antimicrob Agents Chemother 2009; 53(11): 4580-4587.

Hiramatsu K, Hanaki H, Ino T, Yabuta K, Oguri T, Tenover FC. Methicillin-
resistant  Staphylococcus aureus clinical strain with reduced vancomycin
susceptibility. J Antimicrob Chemoter 1997; 40(1): 135-136.

Wootton M, Howe RA, Hillman R, Walsh TR, Bennett PM, MacGowan AP.
A modified population analysis profile (PAP) method to detect hetero-resistance

to vancomycin in Staphylococcus aureus in a UK hospital. J Antimicrob
Chemother 2001; 47(4): 399-403.

Hiramatsu K. Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus: a new model of
antibiotic resistance. Lancet Infect Dis 2001; 1(3): 147-55.

Rajan V, Kumar VG, Gopal S. A cfr-positive clinical staphylococcal isolate
from India with multiple mechanisms of linezolid-resistance. Indian J Med Res
2014; 139(3): 463-467.

Mishra NN, Bayer AS, Weidenmaier C, Grau T, Wanner S, Stefani S, Cafiso
V, Bertuccio T, Yeaman MR, Nast CC, Yang SJ. Phenotypic and genotypic
characterization of daptomycin-resistant methicillin-resistant Staphylococcus
aureus strains: relative roles of mprF and dit operons. PLoS ONE 2014; 9(9):
e107426.

Siimer S. Daptomisin; siklik lipopeptid antibiyotiklerin ilk ve tek tiyesi. Selcuk
T1p Derg 2012; 28(3): 205-208.

Hudson LO, Murphy CR, Spratt BG, Enright MC, Elkins K, Nguyen C,
Terpstra L, Gombosev A, Kim D, Hannah P, Mikhail L, Alexander R,
Moore DF, Huang SS. Diversity of methicillin-resistant Staphylococus aureus

(MRSA) strains isolated from inpatients of 30 hospitals in orange county,
California. PLoS ONE 2013; 8(4): e62117.

Johnson AP. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus: the European
landscape. J Antimicrob Chemother 2011; 66(4): 43-48.

114



162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

Chen H, Liu Y, Jiang X, Chen M, Wang H. Rapid change of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus clones in a Chinese tertiary care hospital over a
15-year period. Antimicrob Agents Chemother 2010; 54(5): 1842-1847.

Ho CM, Ho MW, Lee CY, Tien N, Lu JJ. Clonal spreading of methicillin-
resistant SCCmec Staphylococcus aureus with specific spa and dru types in
central Taiwan. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2012; 31(4): 499-504.

Schulte B, Bierbaum G, Pohl K, Goerke C, Wolza C. Diversification of clonal
complex 5 methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains (Rhine-Hesse
clone) within Germany. J Clin Microbiol 2013; 51(1): 212-216.

David MZ, Taylor A, Lynfield R, Boxrud DJ, Short G, Zychowski D, Boyle-
Vavra S, Daum RS. Comparing pulsed-field gel electrophoresis with multilocus
sequence typing, spa typing, staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec)
typing, and PCR for panton-valentine leukocidin, arcA, and opp3 in methicillin-

resistant Staphylococcus aureus isolates at a U.S. Medical Center. J Clin
Microbiol 2013; 51(3): 814-819.

Golding GR, Campbell JL, Spreitzer DJ, Veyhl J, Surynicz K, Simor A,
Mulvey MR. A preliminary guideline for the assignment of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus to a Canadian pulsed-field gel electrophoresis epidemic
type using spa typing. Can J Infect Dis Med Microbiol 2008; 19(4): 273-281.

Chen Y, Liu Z, Duo L, Xiong J, Gong Y, Yang J, Wang Z, Wu X, Lu Z,
Meng X, Zhao J, Zhang C, Wang F, Zhang Y, Zhang M, Han L.
Characterization of Staphylococcus aureus from distinct geographic locations in
China: an increasing prevalence of spa-t030 and SCCmec type IIl. PLoS ONE
2014; 9(4):¢96255.

Alp E, Klaassen CHW, Doganay M, Altoparlak U, Aydin K, Engin A,
Kuzucu C, Ozakin C, Ozinel MA, Turhan O, Voss A. MRSA genotypes in
Turkey: persistence over 10 years of a single clone of ST239. J Infect 2009;58:
433-438.

Yilmaz SK, Acuner IC, Strommenger B, Bek Y. Witte W. Tiirkiye’nin Orta
Karadeniz bolgesinde metisiline direngli Staphylococcus aureus kokenlerinin
enfeksiydzite-rezistotip-genotip kiimelenmesi. Mikrobiyol Biil 2014; 48(1): 14-27.

Bozdogan B, Yildiz ("),Oryasln E, Kirdar S, Giilcii B, Aktepe O, Arslan U,
Bayramoglu G, Coban AY, Coskuner SA, Giidiiciioglu H, Karabiber N,
Oncii S, Tatman M, Ozkiitik N, Ozyurt M, Sener AG. t030, Tiirkiye’deki
hastanelerden izole edilen metisiline direngli Staphylococcus aureus izolatlari
arasinda en yaygin spa tipidir. Mikrobiyol Biil 2013; 47(4): 571-581.

115



171.

172.

173.

174.

175.

Fetscha A, Contzenb M, Harteltc K, Kleiserd A, Maassene S, Raub J,
Kraushaara B, Layerg F, Strommenger B. Staphylococcus aureus food-

poisoning outbreak associated with the consumption of ice-cream. Int J Food
Microbiol 2014; 187: 1-6.

Ho J, O'Donoghue MM, Boost MV3. Occupational exposure to raw meat: a
newly-recognized risk factor for

Staphylococcus aureus nasal colonization amongst food handlers. Int J Hyg
Environ Healt 2014; 217(2-3): 347-353.

David MD, Kearns AM, Gossain S, Ganner M, Holmes A. Community-associated
meticillin-resistant Staphylococcus aureus: nosocomial transmission in a neonatal
unit. J Hosp Infect 2006; 64: 244-250.

Otter JA, French GL. The emergence of community-associated methicillin-
resistant Staphylococcus aureus at a London teaching hospital, 2000-2006. Clin
Microbiol Infect 2008; 14: 670-676.

Franco A, Hasman H, Iurescia M, Lorenzetti R, Stegger M, Pantosti A,
Feltrin F, Ianzano A, Porrero MC, Liapi M, Battisti A. Molecular
characterization of spa type t127, sequence type 1 methicillin-resistant
Staphylococcus aureus from pigs. J Antimicrob Chemother 201135 66(6): 1231-
1235.

116



Adi Soyadi

Dogum Tarih ve Yeri
Medeni Durumu

Telefon

E.posta

Mezun Oldugu Tip Fakiiltesi
Varsa Mezuniyet Derecesi
Gorev Yerleri

Yabanci Dil(ler)

OZGECMIS

: Yildiz Kalayci

: 16.03.1984 Gaziantep

: Evli

: 05056102705

: yldzozdmr@hotmail.com

: Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
: Birincilik

: Kilis Verem Savag Dispanseri

: Ingilizce

117



