T.C.

ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
SAGLIK B iLIMLER i ENSTITUSU
MiK-YL—2010-0004

SIGIRLARDAN ve SEKTOR CALI SANLARINDAN
IZOLE EDILEN MET iSILiN DIRENCLI
STAFILOKOKLARDA SCC mec TIPLERININ
BELIRLENMESI

EmeliNEGOL

DANISMAN
Yrd. Dog. Dr. Siiheyla TURKYILMAZ

AYDIN-2010



T.C.

ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
SAGLIK B iLIMLER i ENSTITUSU
MiK -YL—2010-0004

SIGIRLARDAN ve SEKTOR CALI SANLARINDAN
IZOLE EDILEN MET iSILiN DIRENCLI
STAFILOKOKLARDA SCC mec TIPLERININ
BELIRLENMESI

EmeliNEGOL

DANI SMAN
Yrd. Dog. Dr. Siiheyla TURKYILMAZ

AYDIN-2010



ONSOZ

Yirminci yuzyllin baglarinda hekimler tum bakteriyel infeksiyonlarin ded
edilebilir olduzuna inanirlarken, gunumuzde c¢oklu antibiyotik daiee sahip
mikroorganizmalardan olan metisilin direncli stakibklara (MRS) bgl infeksiyonlarin
tedavisinde gucluklerle kafasiimaktadir. Penisiline direncli stafilokoklarin reedoldgu
infeksiyonlarin tedavisinde kullaniimak tzere ggilen metisilinin kullanima girmesiyle,
baslangicta tedavi barisi sglanms olsa da, bir siire sonra metisiline direncllauortaya
cilkmis ve oOnce hastanede kazangmnfeksiyonlarda, yakin zamanda da toplumda

kazanilmg infeksiyonlarda etken olarak kalesiimaya balanmstir.

Son yillarda sgikli insan ve hayvanlarda MRS’in ylksek prevalasmsan oranda
bildiriimektedir. Hayvanlarin, insanlar ve hayvanlaarasinda MRS’In karikh
bulssmasinda potansiyel bir rezervuar aidugosteriimg ve bu durum hayvanlarin,
insanlar ve dier hayvanlar ile sik ve yakin temasa sahip olmalaraciklanmgtir. Bu
nedenle MRS tayiciliginin izlenmesi, MRS yayiliminda hayvandan insar@oiipzis),

insandan hayvana (humanoozis) gecaydinlatiimasi agisindan énemlidir.

Gunumizde MRS, insanlar ve hayvanlarda gorulen @neatojenler haline
gelmistir. Nazal MRS’lar, tayicilar ve sglam bireyler igin de risk kayrgadirlar. Bunlar
ile gelisen bulama ya da hastaliklar sonucunda, hayvanlagryia olmasi direk olarak
insan sglgini tehdit etmektedir. Ozellikle de veteriner hekim hayvan bakicilari ve

aileleri hayvanlarla yakin temas halindedirler.

MRSda, MSSdan farkli olarak, Staphylococcal Cassdfthromosome mec
(SCCmec) olarak isimlendirilen bir diren¢ adasiuouhaktadir. SCC, “Staphylococcal
Cassette Chromosome” icin; mec ise, metisilin dine® neden olan genetik elemani
simgelemek igin kullaniimaktadir. SCCmec’te bulurem 6nemli genler ccrA, ccrB ve
mecA genleridir. Son yapilan siniflandirmada bu gtakslerin yapisina gore SCCmec
sekiz tipe ayrilmaktadir: SCCmec tip I, Il ve llhdstanede kazanilgii (HK-MRS)
klonlar, SCCmec tip IV ve V ise “toplumda kazangm(TK-MRS) klonlar olarak

tanimlanmaktadir.



Stafilokoklarda metisilin direncinin belirlenmesrfotipik ve genotipik yontemlerle
yapilabilmekle beraber, molekiler olarak mecA gensaptanmasi, fenotipik yontemlere
kiyasla daha duyarhdir. Polimeraz Zincir ReaksiydRCR) ile mecA geninin saptanmasi

altin standart olarak kabul edilmektedir.

Molekuler ya da genotipik tiplendirme teknikleri NBR epidemiyolojilerinin
incelendgi calismalarda siklikla kullanilmakta ve bustar arasindaki klonal gkinin daha
iyi anlagilabilmesini s@lanmaktadirlar. SCCmec analizi, molekiler tiplenddr
yontemlerden amplifikasyona dayanan yontemlerisgete yer almakta ve MRS’larin
hastane ya da toplumda kazangtiplerinin belirlenmesinde kullaniimaktadir.

Yurdumuzda MRS’larin molekiler epidemiyolojilerinincelendgi sinirli sayida
calisma bulunmakla beraber; Ozellikle metisilin direngbagulaz negatif staflokoklarin
(MRKNS) molekuler tiplendirme yontemlerinden birimlan SCCmec analizi ile
incelendgi bir calisma su anki bilgilerimize goére bulunmamaktadir. Bu gala, i)
mastitisli sgir stt ve siir ile sektdr ¢cakanlarindan alinan nazal sivap orneklerinden izole
edilen stafilokok sglarinda metisilin direncinin belirlenmesi, i) m&tin direncli
Staphylococcus aureus’un (MRSA)gdr MRSdan ayirt edilmesi icgin kullanilabilecek
tripleks polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontegalistirilmesi, iii) metisilin direncli
stafilokok sylarinin SCCmec tiplerinin multipleks PCR ile inaeheesi ve bdylece
MRS’larin  SCCmec tiplerinin Aydin yo6resindeki durunun belirlenebilmesi igin
gerceklgtirilmi stir.

Bu argtirma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arema Projeleri Birimi
(VTF-10026 no’lu proje) tarafindan desteklegtini
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AiRrRiS
1.1. Stafilokoklarin ve Stafilokoklarda Metisilin Direncinin Tarihcesi

Stafilokoklari ilk olarak 1878'de Robert Koclik mikroskobunda tanimlag)i
1880’de Pasteur sivi besiyerinde Urgtmi iskocyall cerrah Alexander Ogston 1881'de
stafilokoklarin ~ fareler ve kobaylar icin patojen dagunu gosterirken bu
mikroorganizmalara; Uremeleri sirasinda birbirlden ayrilmayip, Uzim salkimina
benzeyen dizensiz kimeler glurmalari sonucu Staphylococcus ( Staphyle Gzim
salkimi) adini vermgtir. Ogston patojen oldiwnu vurgulamak icin “mikrokoklar,
aktiviteleri diguk ve yayillma alanlari sinirh olgunda yuzeysel supuratif inflamasyona
yol acan, ancak etkinlikleri daha fazla olursa agiima imkani bulurlarsa septisemi ve
piyemi olwturan mikroorganizmalardir” ifadesini kullangtir. Rosenbach 1884’de ilk kez
insandan izole etrgtir. Ilk olarak Staphylococcus albusolarak adlandirilan
mikroorganizmanin birden fazla alt tir icefdibelirlenms; 1970’lerden itibaren
Staphylococcus epidermidissindaki dger Koagulaz Negatif Stafilokok (KNS) turleri de
taninmaya bdanmstir (Bannerman 2003, Peacock 2005). Alexander Fighm 1928'de
penisilini bulmasi ve 1940’da Florey ve Chain tardén penisilin Gretiminin Bariimasi
ile stafilokok infeksiyonlarinin tedavisinde ©Onemlbir aama kaydedilngtir.
Staphylococcus aureuswslarinda ise penisilin direncini 1944’de Kirby taamistir
(Shopsin ve ark. 2001). 1950'li yillarda penisitinyani sira tetrasiklin, eritromisin ve

streptomisin gibi antibiyotiklere de direng gelisigbzlenmgtir (Haznedarglu 2009).

Ik semisentetik penisilinaza direncli antimikroldiyaan metisilin 1959’da klinik
kullanima girmgtir. Iki yil sonra, ilk Metisilin direncli S. aureus(MRSA) izolati
Ingiltere’de bildirilmitir. S. aureusswslarindaki bu direng 1960’h yillarda Avrupa’da ve
1970’li yillarda ABD’'nde 6nemli bir sorun haline lg@stir. MRSA sular 6zellikle
1980’'li yillarda hastane kaynakli salgin etkenirakabildirilirken, coklu direncg ile sik
karsilasiimistir (Griineberg 1997 ardan 2000).

Hayvanlarda ise ilk MRSA izolati 1972 yilinda mésti sigirlardan izole edilirken,
bunu 1988 yilinda kedi ve 1989 yilinda kopek idalatizlemitir. Daha sonra diinyanin



pek cok yerinde izolat sayisinin artmasi ile MRS#eksiyonlarinin hayvanlarda da
onemli bir sorun olmaya bdigl goralmitir (Leonard ve Markey 2008, Morgan 2008).

MRSA sularinin artik insan ve hayvanlar arasinda fabddigi bildiriimektedir
(Juhdsz-Kaszanyitzky ve ark. 2007, Morgan 2008)mHuastitisli sgirlardan hem de
onlarin bakicilarindan MRSA sw izole edilmesi, MRSA siarinin insan ve hayvanlar
arasinda bukabildigi yani zoonotik 6nemlerinin olabilegmi gdstermgtir. Hastane
kokenli MRSA klonlarinin kopeklerde (Rich ve arkO(5) ve mastitisli gir sutlerinde
(Tarkyilmaz ve ark. 2010) bulunmasi MRSA skuinin insanlardan hayvanlara
bulssabildigini disindurmigtir. Weese ve ark. hem at ciftliklerinde hem dstéwaede
tedavi goren atlarda 6nemli oranlarda MRSA belmanve alt tiplendirmede kanikli at-
insan bulaini ortaya konulmgtur (Weese ve ark. 2005). Ayrica Kanada’'da yapban
calismada burada izole edilen bolgesel MRSAuswn sglikl atlarin nazal mukozalarina
iyi adapte ve kolonize olgw, bu hayvanlarla yakin temas sonrasi insanlaradtilecegi
bildirilmi stir (Willey ve ark. 2006). Duijkeren ve ark 2004igda s&hlikli bir kopegin
burnundan ve bir hegite olan sahibinden ayni MRSA @inu izole etmiler ve insandan
kopeze MRSA syunun gecgebildiini yani etkenin humanoz olabilegiai de
bildirmislerdir (Duijkeren ve ark.2004).

Coklu direngli MRSA sglarina b&l infeksiyonlarin artmasi nedeniyle, son 25
yildir glikopeptid grubu antibiyotiklerden 6zell&lvankomisin, stafilokokal nozokomiyal
infeksiyonlarin tedavisinde kullaniimayaskenmstir. ilk olarak 1995'de Fransa'da (Ploy
ve ark. 1998), 1996’da Japonya’da (Hiramutsu ve 2897), 1997'de ABOQCDS 1997),
Hong Kong (Mcmanus 1999) ve Kore'de (Mi-Na ve a&R00) insanlarda ve Turkiye'de
sigirlarda (Turkyllmaz ve ark. 2010) vankomisine afeaecede duyarl. aureugVISA)
swlarinin izole edilmesi diren¢ sorununun ne kadaendin oldusunu gosternsiir.
Insanlarda ilk vankomisine direncd. aureusVRSA) suu, Haziran 2002'de ABD’nde
diyaliz tedavisi goren 40 yandaki bir erkek hastanin kateter ucundan izoldmestir
(CDS 2002).VRSA sular cesitli Ulkelerden gittikce artan sayida bildirilmesirkasin,
henliz tlkemizde boyle darin bulunmadiini bildirmislerdir (Bas Oncil 2006).Ancak
Tarkiye’ de heterojen direncli slar gorilmeye bdanmstir, ilk heterojen direng (hVISA)
swsu 1998 yilinda bildirilirken; (Gulay ve ark. 1998gteroglikopeptit (vankomisin ve
teikoplanin) direnci KNS sgarinda,S. aureusularina gore daha ytiksek oranda (% 11 ve
% 13) saptanmtir (Yasar ve ark. 2004).



Sonu¢ olarak; gunumizde MRSA skrnnin  olduk¢ca bukaci olmalari,
patojenitelerinin yuksek, neden olduklarn infeksilavda tedavi seceneklerinin sinirli
olmasi, zoonoz ve humanoz olabilmeleri gibi nedelde dolay! ciddi bir sdik sorunu

haline geldgi sdylenebilir..

1. 2. Stafilakoklarin Genel Ozellikleri

Stafilokoklar Micrococcaceaeilesinin tyesi olup, deri ve mukozalarda kolonize
olabilen, dgisik turleri ile farkli hastaliklar yapabilen 6nembir bakteri cinsidir.
Stafilokok cinsi icinde en ¢ok biliner8. aureudur. Gecmjte sadece normal flora Gyesi
olarak kabul edilen KNS turleri gunumuzde zararstkenler olmady bilinmektedir
(Taponen ve Pyorola 2009). Klinik drneklerden dnizole edilen stafilakok trd, bir deri
flora Uyesi olanS. epidermidisir (Kawamura ve ark. 1999, Alen ve ark. 2006).
Stafilokoklar genelde bulunduklari yerde konakla lpylu ve simbiyotik bir ilgkiye
sahiptirler, ancak deri ve mukozal travma, enjeisiyeya cerrahi midahaleler ile dokuya
girmesi sonucu patojen olabilirler (Bannerman 2003)

Bergey'in 1986'da yaph1 sistematik bakteriyoloji siniflamasina  gore,
Micrococcaceae ailesinde Stomatococcus ve Planococcuge birlikte yer alan
Staphylococcuse Micrococcustiirleri Gram pozitif, katalaz pozitif koklardir (&h ve ark.
2008). Bununla birlikte DNA dizi analizi, DNA-rRNAibridizasyonu, 16S rRNA'nin
karsilastirmali oligontkleotid analiziStaphylococcusre Micrococcus turlerinin yakin
iliskili olmadigini gostermektedir. Staphylococcusturleri ayni zamandaBacillus
Brochothrix Gemella Listeria ve Planococcusle de nispeten yakin gkili bulunmustur.
Bu tlrler gecici olarak stafilokoklar ilacillus-Lactobacillus-Streptococcugimesinin
Bacillaceae ailesindeki dger turler ile birlikte siniflandiriingtir. Sonraki cakmalar,
mikrokoklarin oksidaz pozitif oldtunu, G+C oraninin (%63-73 mol) yuksek didou,
laboratuvar keullarinda stafilokoklarin tersine furazolidon (1@@/ml) ve lizostafine (200
png/ml) direncli iken, basitrasine (0,04 pg/ml) ddyalduklarini gosternstir (Bannerman
2003, Peacock 2005). Stafilokok tdrlerinin siniflarimasi 6zet olarak Cizelge 1.1'de

verilmistir.



Cizelge 1. 1 Stafilokok tirlerinin siniflandiriimasi (Todar 1499

Domain Bacteriae

Alem Eubacteria

Bolum Firmicutes

Sinif Bacilli

Takim Bacillales

Aile Staphylococcaceae
Cins Staphylococcus
Tar S. aureus

(insan ve hayvanlarda hastalilk S. epidermidis
yapan en dnemli turler) S. saprophyticus

S. haemolyticus
S. lugdunensis
Gunumize kadaBtaphylococcugenusunda 41 tur saptarstm (Trilzsch ve ark.
2007). Stafilokok turleri DNA/DNA ilgkileri ve fenotipik 6zelliklerine gére her gecenngi
desismekle birlikte en az doért grup altinda toplanakalir i) S. epidermidisgrubu .
epidermidis S. capitis S. warnerj S. haemolyticus, S. hominie S. saccharolyticus
turleri), ii) S. saprophyticugrubu . saprophyticysS. cohnii, S. xylosusirleri), iii) S.
simulansgrubu §. simulans, S. carnostigrleri), iv) S. sciuregrubu §. sciure, S. lentus
turleri) yer almaktadir (Tunger 2004, Tlnger ve.&R05).S. aureus, S. auricularis, S.

intermedius, S. hyicuge S. caseolyticuberhangi bir gruba sokulamagtr.

S. aureusinsanlarda ve hayvanlarda stafilokok infeksiyomlar neden olan en
onemli tarddr. Firsatcl patojenler oléh epidermidisve S. saprophyticuda siklikla
infeksiyon olygtururken; daha nadiren . Shaemolyticus, S. hominis, S. warneri, S.
saccharolyticus, S. cohnire S. simulansda firsat¢i infeksiyonlara sebep olmaktadirlar
(Bilgehan 2000). Bugline kadar tanimlangwian en dnemli stafilokok turleri Cizelge 1.
2.’de gosterilmgtir (Peacock 2005, Alen ve ark. 2006).



Cizelge 1. 2.Bugiinekadar tanimlanngien énemli stafilokok tir ve alt turleri (Peacock
2005, Alen ve ark. 2006).

Tar Alttlr Referans
S.arlettae Schleifer ve ark. 1984
S. aureus anaerobius De la Fuente ve ark 1985
S. aureus* aureus Rosenbach 1884
S.auricularis* Kloos and Schleife 1983
S. capitis* capitis Kloos and Schleifer 1975
S. capitis* ureolyticus Bannerman and Kloos 1991
S.caprae* Devriese ve ark. 1983
S. carnosus¥ rnosuS Schleifer ve Fischer 1982
S. carnosus¥ utilis Probst ve ark 1998
S. chromogenes§ Devriese et al. 1978, Hajek ve ark. 1986
S. cohnii* cohnii Schleifer ve Kloos 1975
S. cohnii* urealyticum Kloos ve Wolfshohl1991
S.condimenti Probst ve ark. 1998
S.delphini§ Varaldo ve ark.1988
S.epidermidis* Winslow ve Winslow 1908; Evans 1916
S.equorums§ @gm Schleifer ve ark.1984
S.equorums§ nehs Place ve ark.2003
S .felis§ Igimi ve ark. 1989
S.fleurettii Vernozy-Rozand ve ark.2000
S.gallinarum8 Devriese ve ark.1978
S.haemolyticus* Schleifer ve Kloos 197%
S.hominis* onhinis Kloos ve Schleifer 1975
S.homini*s pbiosepticus Kloos ve ark.1998
S.hyicus8 Sompolinski 1953, Devriese ve ark. 1978
S.hyicus chromogenes Devriese ve ark. 1978
S.intermedius Hajek 1976
S.kloosii¥ Schleifer ve ark.1984
S.lentus§ Kloos et al.1976, Schleifer ve ark 1983
S.muscae Hajek ve ark. 1992
S.pasteuri* Chesneau ve ark.1993
S.piscifermentansg Tanasupawat ve ark.1992
S.saccharolyticus* Kilpper-Balz ve Schleifer 1981
S.saprophyticus kovi Hajek ve ark. 1996
S.saprophyticus* saprgicus Shaw ve ark.195]]
S.schleiferi* atpulans Igimi ve rak. 1990
S.schleiferi chkeiferi Freney ve ark.1988
S.sciuri carnaticus Kloos ve ark. 1997
S.sciuri§ entus Kloos ve ark1976
S.sciuri§ odentium Kloos ve rak 1997
S.sciuri§ CilBi Kloos ve ark 1976
S.simulans* Kloos ve Schleifer 1975
S.succinus aas Place ve ark. 2003
S.succinus fucs Lambert ve ark. 1998
S.vitulinus§ Websteret ve ark. 1994
S.warneri* Kloos ve Schleifer 1975
S.xylosus* Schleifer ve Kloos 1975

* Insanlarda ve insangdprimatlarda bulunanlar
¥ Diger hayvanlarda bulunanlar
§ Daha ¢ok dga ve toprakta bulunanlar



1. 3. Morfolojik ve Kimyasal Ozellikleri
1. 3. 1. GOrunum ve Boyanma

Stafilokoklar; 0,5-1,5 um capinda, Gram pozitif,varak, hareketsiz, sporsuz
mikroorganizmalardir. Zorunlu anaerop ol& saccharolyticusve S. aureus subsp.
anaerobius disinda fakiltatif anaerop olup gonlukla aerop Uremeyi tercih ederler.
Genellikle katalaz pozitif. saccharolyticusS. aureus subsp. anaerobiuaric), oksidaz
negatif §. sciurj S. lentusve S. vitulinusharig), kapsulstiz mikroorganizmalardir. Kati
besiyerinde bdlunebilme 6zellikleri nedeni ile nmgkopta cgunlukla dizensiz kiimeler
(Uzim salkimi) olgtururlar. Partlan ornek icinde, infekte viicut sawhda veya sivi
besiyerlerinde morfolojik 6Ozellikleri Gc¢lu-dortlt 1da zincir yapan koklarseklinde
degisebilir. Bu gorinumleri ile streptokoklara benzeystafilokoklar, katalaz testinin

pozitif olmasi ile ayirt edilirler (Bannerman 20@3gacock 2005).
1. 3. 2. Ureme ve Kiiltur Ozellikleri

Kanli agar, nutrient agar, triptik soy agar veyayibekalp inflizyon agar gibi
besiyerlerinden izole edilen stafilokok turleringogunlugu 30-37C’de 18-24 saat iginde
1-3 mm capinda koloni ajtururlar. S. aureuskolonileri 18—-24 saatte pigmenti (krem
rengi, sari-portakal rengi), S tipi, yuvarlak, hdabarik ve ¢gunlugu kanlh agarda beta
hemoliz yapan koloniler ofgurur. Belirgin kapsul olgturan sglar parlak ve islak
gorinime sahip olabilirS. aureusin kanli besiyerinde kucik, pigmentsiz ve hemoliz
olusturmayan koloniler seklinde Ureyen kicuk koloni varyantlari tanimlasginn
(Bannerman 2003, Peacock 2005, Morgan 2008). KNBnKeri ise hafif konveks
kabarik, S tipi, parlak ve genellikle pigmentsizdhyirt edici besiyeri olan mannitol salt
agarda (MSA) yuksek ymnlukta tuz variginda dreyebilen stafilokoklardan ola®.
aureus diger stafilokoklardan mannitoli fermente ederek 48-§&at inkibasyon
sonucunda koloniler etrafinda sari hale olusturyt@siayrilir. Fakat dier bazi
stafilokoklar (Orn.S. saprophyticysda mannitolii fermente ederek benzer koloniler

olusturabilir.

Kuvvetli slaym tabakasi dfturan nadir tirler mukoid koloni morfolojisi

gosterirler. S. haemolyticuskolonileri genellikle S. epidermidis ve S. hominis



kolonilerinden buyikturS. epidermidisve S. saprophyticususlarinin bazilarinda beta
hemoliz goérulebilir (Bannerman 2003, Alen ve arB08).

1. 3. 3. Biyokimyasal Ozellikleri

Stafilokok identifikasyonunda en onemli test koagutestidir. BugurS. aureus
identifikasyonu icin tip koagulaz testi referansntgin olarak kabul edilmektedir.
Stafilokoklar glukozu fermantatif olarak parcal@ son trtn olarak laktik asit ghururlar.
Ayrica laktoz, stukroz, mannoz, trehaloz ve maltdauermente edebilirler. Mannitoli ise

sadeces. aureusermente edefJuhasz-Kaszanyitzky ve ark. 2007, Morgan 2008)

Stafilokoklarin ¢gunlugu % 7,5-10 NaCl iceren basit besiyerlerinde Urdirédi
Swlarin en uygun ureme isilart 30°87 ve pH 7-7,5 arasindadir. Furazolidon ve
lizostafine duyarl olmalarina kan, basitrasin ve lizozime direng gosterirler. ikari
nitritlere indirgerler.S. aureussiya ve kurulga dayanikhdir. Stafilokoklar dezenfektan ve
antiseptiklere duyarlidir. Kuarterner amonyum kiotiilesikleri ile etkin bir sekilde
dezenfekte edilebilir ayrica alkol ve iyot gibi eefptiklere de oldukca duyarlidir
(Bannerman 2003, Alen ve ark. 2006).

1. 3. 4. Genom Yapisi

Genomu yaklgk 2000-3000 kbp bir kromozom ile profajlar, pladier ve
transpozonlardan odur. Stafilokoklarin DNA’larindaki G+C orani % 30-@% (Tunger
2004, Peacock 2005).

S. aureuggenomu, 2500 yakin geni kodlgddistinulen 2800 kbp uzungunda tek
bir kromozomdan okup, G+C icergi yaklasik % 32 dir.S. epidermidign genomu, 2500
kbp uzunlgundaki bir kromozom ve g¢#li sayidaki plazmidlerden ofur. Bu tirler %
32'lik G+C igerigine sahiptir ve 2400-2500 kodlannsekans icermektedir (Baba ve ark.
2002, Holden ve ark. 2004, Gill ve ark. 200S}afilokoklarin genomu yaklasik 2800 baz
ciftli sirkiler bir kromozomdan okur ve buna ek olarak profajlar, plazmidler ve
transpozonlardan ojur. Bakterinin virulansindan ve direncinden sorunolan genler
diger S. aureuskokenlerine, bgka stafilokok tiurlerine ve farkli cins Gram-pozitif
bakterilere en sik aktarilma yolu transdisiyondiimger 2004).



1. 3. 5. Virulans ve Patojenite

Stafilokok turleri pek cok hicresel komponent, emziekstraselller toksin ve
hemolizin Ureterek konak hiicrede tahribata sebepaktadirlar.S. aureusla bulunan
kalin peptidoglikan tabaka virulense katkida bulaktadir. Peptidoglikan tabaka ayni
zamanda beyaz kan hucrelerin agregasyonu ve koreplesistemini aktivasyonu ile
sonuclanan makrofajlar tarafindansige sitokinlerin salgilanmasini da uyari&. aureus
ayni zamanda oOzellikle MRSA gdarinda bulunan 5 serotip iceren mikrokapsul de
salgilamaktadir (Lowy 1998).

S. aureuski yolla infeksiyona neden olur. Ya vicuda k@maendovaskuler hasarli
noktalarindan girer, beyaz kan hicresi-fibrin-trasib kompleksi olgturur ve “microbial
surface component reacting with adherence matrixecates” (MSCRAMM) denilen
molekdller olarak tanimlanan ytizey molekulleri ygau yapsir ya da endotel hiicrelere
adezin-reseptor etkgami yoluyla yapsabilir ya da fibrinojen gibi serum proteinleri yolu
ile kopruler olgturarak bglanabilir (Todar 2005). Safilokoklar konak hiicregedikten
sonra bgisiklik yanitta gorev alan hicreler tarafindan fagposdilirler. Stafilokoklarin
kan dolaiminda bulunmasi bakteriyemi ile sonuclanir, ethegsitli proteolitik enzimleri
ve toksinleri salgilayarak kogu dokulara yayillmasini kolayarir (Timbury ve ark. 2002).
Genelde Once kolonizasyon, ardindan infeksiyon raegdyelir.

S. aureugnukozalara veya epitelyal tabakaya penetregldiaman peptidoglikan
tabaka, teikoik asit ve protein A gibi hiicre duMasmponentleri ve ekstraselller Grunleri
aracllglyla konakta kemotaksis ve fagositoz yanitlarisotu Opsonizasyonun ardindan
fagosite edilen stafilokoklar fagositer vakuolleginde hizla oéldarilir. Bu 6ldirme
isleminde hidrojen peroksit, siperoksit vezeti reaktif radikaller ile fagositler icindeki
distk pH, laktoferrin ve granuler katyonik proteintgirev alir. Ancak bazi durumlarda
aureusfagositer hureler icinde de gamini surdurebilir veya kogia ait dger savunma
mekanizmalarinda bozukluklar ya da yetersizlikledeniyle sik tekrarlayan, invaz8.
aureusinfeksiyonlari olgabilir. Infekte endotel hiicreler infeksiyona gaimmun yanitin
bir parcasi olan nekroz ve apse solonu ile sonuglanan doku nekroz faktort Uretirler
(Tunger 2004, Moreillon ve ark. 2005). Stafilokakh en onemli virulens faktorleri

asaglda Ozetlennsiir:



1. 3. 5. 1. Kapsul

S. aureusin Ozellikle mukoid turlerinde polisakkarid yapidar mikrokapsul
bulunmaktadir. Bu ekzopolisakkarit, bakteriyi fagosdan korur ve konak hucrelerine
Ozellikle de kateterler gibi yabanci cisimlere aimsini kolaylatirir. Stafilokoklarda 11
mikrokapsuler polisakkarit serotipi tanimlargtm. S. aureusularinin % 70-80'ninde tip
5 ve tip 8 kapsul serotiplerine rastlagtm (Moreillon 2005, Peacock 2005penisiline
direncli S. aureususlarinin buyik cgunlugu tip 5 kapsul icerirken, toksigok sendromu
toksini Ureten sglarin ¢gunda tip 8 kapsul bulunmaktadir (Moreillon 2005a&wk
2005, Alen ve ark. 2006

1. 3. 5. 2. Hicre Duvari

1. 3. 5. 2. 1. Peptidoglikan TabakaHucre duvarinin esas yapisini giuan, hem
Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerde balurkarmaik bir makromolekuldur.
Stafilokoklarda peptidoglikan tabaka hiicre duvarmukagirhiginin yaklgik % 50-60'ini
olusturur. insan hiicrelerinde bulunmayip bakteri hiicresindaersiisundan antibakteriyel
ilaclar icin iyi bir hedef olgturmaktadir. Bu tabaka ¢ boélimdenspiu Bunlarin ilkip 1—
4 glikozid balar ile balanan N-asetil glukozamin (NAG) ve N-asetil muranakit
(NAMA) alt gruplarindan olgan disakkarid yapidiikinci tabaka N-asetil muramik asite
bagli D ve L aminoasitlerinden ofmus pentapeptid zincirdir. S. aureusda NAMA de
baglanan pentapeptid yapisi sirasi ile; L-alanin, Dtayhik asit, L-lizin, D-alanin, D-
alanin seklindedir. Son tabaka da ise NAMA'’e ghaolan pentapeptid yan zincirleri,
pentaglisin kopruleri ile bir zincirde D-alanin itiger zincirdeki L-lizin arasinda olacak
sekilde birbirlerine capraz Ig@mnir. Capraz bdlar hicre duvarinin gamlihg ile
yakindan ilgkilidir ve bu ba&larin yapisi turler arasinda farklihk goster®. aureusla
capraz bglanti orani yuksektir ve bu 6zellik bakterinin lz@m enzimine kan direncli
olmasini splar (Unal 2004, Lodise ve ark. 2005). Transglikazil disakkarid
pentapeptidlerin  birbirlerine lgmnmalarini, transpeptidaz pentapeptid kopruler
olusturarak peptidoglikan yapinin retikiler bir yapizkamasini ve D-karboksipeptidaz
pentapeptid yapi icindeki son D-alaninin zincirdeyrilmasina neden olur. Beta-laktam
antibiyotikler, peptidoglikan sentezini, spesifikamk karboksipeptidaz ve o6zellikle de
transpeptidazlari inhibe ederek durdururlar. Buiralere penisilin bglayan proteinler



(PBP) adi verilir, cinku inhibisyon beta-laktam ibiyotiklerin bu enzimlere bdanmasi
sonucu geliir (Unal 2004, Lodise ve ark. 2005, Moreillon vé.a2005).

Stafilokoklarin peptidoglikan tabakasi; makrofggjlan sitokin salinimini
uyarir, komplemanin aktivasyonuna yol acar ve trositbagregasyonuna neden olur.
Ayrica monositlerden IL-1 salinimini uyararak pamonikleer l6kositlerin infeksiyon
bdlgesine toplanmalarina ve sonucta apseuotwna da yol acar. Ter, gbzyave
|6kositlerde bulunan lizozim (muramidaz) enzimirtiedefi stafilokok ve gger Gram
pozitif bakterilerin peptidoglikan tabakasifii-4 ba&laridir. Stafilokoklardaki pentaglisin
koprulerinin lizostafin enzimine 6zgil bir duyargl vardir (Unal 2004, Lodise ve ark.
2005, Moreillon ve ark. 2005).

1. 3. 5. 2. 2. Teikoik Asit:Teikoik asit, suda eriyebilen, fosfodiesterglza ile
baglanarak uzun zincirler olturan seker-alkol-fosfat polimerleridir. Peptidoglikan
tabakasindaki N-asetil muramik asit molekuliine ddsfster bglariyla kovalent olarak
baglanmstir. Hucre duvart kuru @rliginin yaklgik olarak % 30-50’sini olgturur.
Kalinhginin yaklgik 10- 12 nm arasinda olgu belirlenmitir. iki tiptir; bunlar ribitol
teikoik asit ve gliserol teikoik asittir. Teikoiksd; S. aureusla 6zgun ribitol (5-karbon
monosakkarid) fosfat polimeri yapisinda ikeis. epidermidisle gliserol fosfat
yapisindadir. Sadece Gram pozitif bakterilerin Buduvarinda bulunan bu yapi hicre
yuzeyine negatif yuk vererek, g# metal iyonlarinin, katyonlarin lokalizasyonumde
otolitik enzimlerin aktivasyonunda rol oynar. Skafioklarin tlire 6zgu antijenleri teikoik
asitlerdir. Mukozalarda bulunan 6zgul reseptorléiibronektin, fibrinojen, laminin,
trombospondin, vitronektin, elastin, sialoprotei kollojen) ile birlgerek stafilokoklarin
konasa adherensini gar (Unal 2004, Lodise ve ark. 2005, Moreillon v&.2005).

1. 3. 5. 2. 3. Yuzey ProteinleriProtein A, elastin, kollajen, fibronektin glayan
proteinler ve kimelkgnme faktori (clumping faktor) kimyasal yapilari véiche duvari
yerlesimleri birbirlerine benzeyen stafilokoksik yilizey opginleridir. Bu proteinler
stafilokoklarin konak dokularinda kolonize olmasaneh onemli faktorlerdir (Cengiz ve
ark. 1999, Tunger 2004, Peacock 2005, Alen ve 20K6). Protein A, 42 kilo dalton
agirhginda olup bu grubun prototipidirilk olarak 1940'da Wervey tarafindan
tanimlanmgtir. Buyuk bir kismi peptidoglikan yapiya kovalesiarak bglanmstir. Bir

kismi ise hicre di ortama salinmaktadir (Moreillon ve ark. 2005, ¢dde&k 2005, Alen ve
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ark. 2006). En onemli Ozedii IgG3 dsindaki tim 1gG ve IgA2 ile bazi IgM’lerin Fc
reseptorleri ile birlgebilmesidir. Bu nedenle protein A’'nin antikomplert&an ve

antifagositer etkinfii vardir (Cengiz ve ark. 1999, Alen ve ark. 2006).
1. 3. 5. 3. Enzimler

1. 3. 5. 3. 1. KatalazTum stafilokoklar §. saccharolyticuse S. aureus subsp.
anaerobiushari¢) tarafindan uretilen toksik hidrojen peroksie,0,), toksik olmayan
oksijen ve suya awtiran bir enzimdir. Bakteriler, bu enzim sayesiridgositlerin icinde

toksik oksijen radikalleri tarafindan oldurtlmeyieethc kazanirlar (Alen ve ark. 2006).

1. 3. 5. 3. 2. KoagulazStafilokoklar tarafindan dretilen bir plazma piagrha
proteinidir. iki tip koagllaz bulunur; serbest koagilaz veglbaclumping factor)

koagulazdir. Bu enzimlerin farkli mekanizmalarlazphay pihtilgtirdiklari belirlenmgtir.

Koagulaz testi lam yontemiyle gla tip yontemiyle serbest koagulazin tayini icin
kullanilir. Lam koagulaz testi negatif olan stafibdlar icin mutlaka tip koagulaz testi de
uygulanmalidir. Koagulaz negatif tirlerde var ofamtumping faktér” nedeniyle testin
pozitif olabilecgi de unutulmamalidir. Koagulaz pozitif olangdr stafilokoklar; S.
intermedius S. lugdunensjsS. hyicus S. delphini S. lutraeve S. schleiferi subslir.
Bugiin S. aureusidentifikasyonu igin tip koagulaz testi referandntgem olarak kabul
edilmektedir. Koagulaz pozitif stafilokoklarin (KPSlzerinde olgan kalin fibrin
tabakasinin, mikroorganizmay! fagositozask&oruyarak, patojenge katki sgladigi ileri
surulmektedir (Cengiz ve ark. 1999, Alen ve arkd&0

1. 3. 5. 3. 3. Slaym faktér:Slaym maddesi amorf kapsul yapisinda, glikokaliks
materyali olup % 40 karbonhidrat, % 27 protein mgektedir. Cok kuvvetli antijenik
yapida oldgundan, tayanlarasiringa edildginde cok yiksek titrede antikor cevabi elde
edilir. Slaym pozitif stafilokok sglarinin daha virilan ve antibiyotiklere daha didenc
olduklari bildirilmektedir. Slaym faktoér hiicresehintin yaniti baskilar, opsonizasyonu,
notrofil kemotaksisini ve nétrofil fagositozunu ible eder (Cengiz ve ark. 1999, Alen ve
ark. 2006).

1. 3. 5. 3. 4. LipazS. aureusswlarinin timi ve KNS’larin yakkak % 30’'undan
fazlasi lipaz enzimi dretir. Lipaz, ger hidrolize ederek vicudun lipid iceren

bdlgelerinde stafilokoklarin yamasini sglamakta ve ylzeyel dokulari invaze ederek
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fronkul ve karbonkul gibi infeksiyonlarinin gginine neden olmaktadir (Cengiz ve ark.
1999, Alen ve ark. 2006).

1. 3. 5. 3. 5. Hiyaluronidaz: Konak bg& dokusu matriksinde asit
mukopolisakkaritlerden olan hiyaltronik asiti pdegarak mikroorganizmanin kolayca
yaylimasini sglar. Antijenik 6zellge sahip bir enzimdirS. aureussuslarinin % 90’dan

fazlasi hiyalironidaz okturur (Cengiz ve ark. 1999, Alen ve ark. 2006).

1. 3. 5. 3. 6. Fibrinolizin (Stafilokinaz): Stafilokoklar tarafindan ortama salinan
kinazlar, plazmada bulunan plazminojeni aktive eklgrlazmin olgturur. Fibrinolitik etki

ile fibrini parcalayarak organizmanin yaylimasi@adrmci olur (Alen ve ark. 2006).

1. 3. 5. 3. 7. Fosfatidilinozitol — Spesifik Fosfigaz C: Ozellikle erikin tip
solunum zorlgu sendromu ve dissemine intravaskuler koagulasydanbn hastalardan
izole edilen sglarda saptanan bir enzimdir. Buskr antimikrobiyal ajanlara 6zellikle de
penisiline daha direnclidir (Alen ve ark. 2006).

1. 3. 5. 3. 8. Deoksiriboniikleaz: DNaz enzimleri endo ve ekzonikleaz
aktivitesine  sahip, nikleik  asitleri 3’-fosfomondiéotidlere parcalayan
fosfodiesterazlardirS. aureussuslarinin % 90'dan fazlasinda bulunur. Isiya dirergli
enzimdir (Alen ve ark. 2006).

1. 3. 5. 3. 9. Beta-laktamazStafilokoklar salgiladiklari beta-laktamaz enziihei i
penisilin grubu antibiyotiklerdeki beta-laktam hasiknin hidroksil grubunu parcalayarak
etkisizletirir. Genetik tginma plazmid ve transpozonlarlagkair (Bannerman 2003,
Peacock 2005, Alen ve ark. 2006).

1. 3. 5. 4Toksinler

1. 3. 5. 4. 1. Sitolitik Toksinler: Stafilokoklar, konak hticre morfolojisini ve/veya
fonksiyonunu etkileyen ¢ok sayida ekstraselllldssito Gretebilir. Bu toksinler sayesinde
stafilokoklar ygun inflamatuar yanit olan bolgelerde Gremelerinirdgiebilirler.

Bunlardan en iyi tanimlananlari hemolizinler vedéldindir (Cengiz ve ark. 1999).
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1. 3. 5. 4. 2. Hemolizinler

Hemolizinler, ¢&li hayvan eritrositleri Uzerinde hemolitik etki agip
yapmamalarina, hemoliz i¢in gerekli 1s1 dereceszamana, toksisite derecelerinegha
olarak ayrimlar gosterirler. Bu toksinler dort trpt

1. 3. 5. 4. 2. 1. Alfa hemolizin (Alfa Toksin)En gu¢li membran hasar proteini
olup 33 kDa a&rlhigindadir. S. aureus swlarinin  ana hemolizinidir. Bakteriyel
kromozomlarda ve plazmidlerde kodlanir. §av eritrositleri icin hemolitik aktivitesi
ylksektir. Insan makrofaj ve trombosit hiicre membranlari Uderilitik etkiye sahiptir
fakat monositlere etkisizdir. Hemolitik, dermonetikove sitolitik etkileri vardir. Formol
ile toksoid haline getirilebilir (Cengiz ve ark. 99 Moreillion 2005, Peacock 2005, Alen
ve ark. 2006).

Baz! alfa-hemolizinler gier hiicrelere ek olarak l6kositleri de eritebilir a&osidin
ya da Panton-Valentine Toks{RVL) olarak adlandirilir. Fer hemolizinler kromozom
Uzerinde kodlanmgtir ve ¢c@u S. aureuswunda bulunur. PVL toksini ise alfa-hemolizinin
bir homolgudur, mobil bir faj Gzerinde kodlanir ve transfatilebilir. PVL, Ozellikle
Toplum Kdkenli-Metisilin DirencliS. aureugTK-MRSA)’a bazli toplum kokenli cilt ve
yumwak doku infeksiyonlari ile akut nekrotizan pnémenilen izole edilers. aureus
swlar tarafindan salgilanan 6nemli bir virulans €akidir (Moreillon 2005). PVL,
birbirlerini sinerjik olarak etkileyen F (fast) \& (slow) adinda iki protein komponentinden
olusmus bir ekzotoksin olup; konak I6kositlerinin membranhda porlar olgturarak bu
hiicrelerin erimesine neden olmaktadir. Bunlarinekidler &irliklari 32 ve 35 kDa’dur.
Her biri iyi antijen yapisinda olup her birindenriaioksoid olgturulur. Toksin aktivitesi
icin bu alt birimlerin her ikisi de gereklidir. Tekn, hiicre zarinda potasyum veseti
katyonlara kan gecirgenlgi arttirici gézeneklerin acilmasini ghayarak etkili olur.
Lokositler ve makrofajlar tGizerine litik etkisi vardLokositler tarafindan fagosite edilseler
de I6kosidin Ureten stafilokoklar hiicre icerisindeemeye devam ederler. Bu toksini
bulunduran tdrlerin infeksiyonlarinda hizli ilerlemkanama ve nekrotizan pndémoni
tablosu gorulmektedir (Cengiz ve ark. 1999, Mom&ill2005, Peacock 2005, Alen ve ark.
2006). PVL sentezleyen gdar tarafindan olgturulan infeksiyonlar dahagsiddetli
seyretmekte, hatta akut nekrotizan pnémonilerdagidjibi 6ltimle sonuclanabilmektedir.
Ozellikle toplum kokenli sglar tarafindan sentezlenmekle birlikte, yapilanispahlar

PVL-pozitif S. aureussuwlarinin hastanelerde yayilabigini, hatta hastane kaynakl
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salginlara neden olabildigini gostermektedr.aureuszolatlar arasinda ortalama olarak
%2-10 arasinda PVL pozitigh bildiriimektedir (Lina ve ark. 1999, Morgan 2008)

1. 3. 5. 4. 2. 2. Beta Hemolizin (Beta Toksingtafilokokal sfingomyelinaz olup
35 kDa airigindadir. En iyi koyun eritrositlerine, daha az alarda insan ve taan
eritrositlerine litik etki gosterir. Toksinin en émli 6zelligi sicak-s@uk lizis yapabilme
yetengidir. Eritrositler Gzerindeki etkisi gukla artar. Fibroblast ve |6kosit hiicrelerine de
toksik etki gosterir. Antijeniktir, antitoksini il@otralize olur ve formol ile toksoid haline
getirilebilir (Cengiz ve ark. 1999, Moreillion 200Beacock 2005, Alen ve ark. 2006).

1. 3. 5. 4. 2. 3. Gama Hemolizin (Gama Toksinjnsan eritrositleri tizerine orta
derecede etkilidir. Tasan ve koyun eritrositleri duyarhdir. Ozellikle takokal kemik
infeksiyonlarinda kanda bu toksine faantikor dizeyinin yiksek bulunmasi, toksinin bu
hastaliklarda etkili oldgunu digiundirmektedir (Cengiz ve ark. 1999, Moreillion 2005
Peacock 2005, Alen ve ark. 2006).

1. 3. 5. 4. 2. 4. Delta Hemolizin (Delta Toksin)Hicre membran buttnglini
bozar ve adenilat siklazi aktive ederek cAMP salina neden olur. Bu enzimatik aktivite,
Stafilokoksik Toksik Sok Sendromu (STSS) ve stafilokokal besin zehirlesinde rol
oynar.insan, tayan ve maymun eritrositlerine etkilidir. Ayrica, kigit, makrofaj, lenfosit
ve trombositleri de hasargnatir. Alfa ve delta toksin insanda hastalikstlwan stafilokok
suslarinda en ¢ok bulunanlard®. aureusularinin % 95’inde bunlardan biri veyagéri
bulunurken, % 82’inde her ikisi de birlikte buluniatektedir (Cengiz ve ark. 1999,
Moreillion 2005, Peacock 2005, Alen ve ark. 2006).

1. 3. 5. 4. 3. Enterotoksin:Isiya direncli, 108C’ye 30 dakika dayanabilen,
polipeptid yapisinda maddelerdir. EnterotoksininrBAC1, C2, C3, D, E ve F olmak lzere
sekiz immunolojik tipi vardir. Enterotoksin; makapfve yardimci T hicrelerinden,
sirasiyla IL-1 ve IL-2 salinimini uyarip, sindirkanalinda stper antijen olarak davranir.
S. aureussslarinin % 35-50’inin bu toksinleri ofturabildigi saptanmytir. A ve D besin
zehirlenmelerinde sik ksitagilan toksinlerdir (Moreillon ve ark. 2005, Alen aek.2006).

1. 3. 5. 4. 4. Eksfoliyatif Toksin (Eksfoliyatin): Epidermolitik bir toksindir.
Stafilokokal infeksiyonlarin vezikiler ve eksfoliyladeri lezyonlarindan sorumludur.

Antijenik ve biyokimyasal 6zelliklerine goére ikipge ayrilir. Eksfoliyatif toksin A; Isiya
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duyarli ve plazmid orjinlidir, eksfoliyatif toksirB ise isiya direncgli ve yapisal geni
kromozomaldir. Bu iki protein yapisal olarak farldimasina rgmen benzer biyolojik
aktiviteye sahiptir. Stafilokokal Heanms Deri Sendromu (SSSS)'ndan sorumludur
(Moreillon ve ark. 2005, Alen ve ark.2006).

1. 3. 5. 4. 5. ToksikSok Sendromu Toksini—-1 (TSST-1):TSST-1; sistemik
olarak salinir ve toksilsok sendromuna neden olur. Stper antijen olarak aganr T
lenfosit proliferasyonu ve monositlerden IL-1 sahmi uyarir.S. aureusularinin %5-
25’1 TSST-1 geni tar. Son yillarda KNS’lara kg toksik sok sendromu da bildirilngtir
(Dinges ve ark. 2000, Moreillon ve ark. 2005, Alem ark. 2006).S. aureugarafindan

uretilen toksik komponent ve toksinlerin 6zeti Qgeel. 3.’de 6zetlenryiir.

Cizelge 1. 3S. aureudarafindan uretilen toksik komponent ve toksirflEmbury
ve ark. 2002).

Toksin Etki

Hemolizinler ¢, B, ) Sitolitik: ¢esitli hayvan turlerinde eritrositlerin lizisi
Koagulaz Plazmayi pihtgarir. Laboratuarlarda KPS ve KNS tirlerinin aymaa kullanihr
Fibrinolizin Fibrinin sindirimi

Lokosidin Lokositlerin tahribi

Hiyaluronidaz Hiyaluronik asidin parcalanmasi

DNA’se DNA hidrolizi

Protein A Lipolitik

Kapsdl Antifagositik

Epidermolitik toksin Epidermal yayilma ve eksfdiina

Enterotoksinler Kusma ishale sebep olan gida zgirinkesi

Tosik Sok sendrom Toksini | Sok, deri dokintisi
1. 4. Epidemiyoloji

MRSA 06zellikle 1980’lerin bgindan itibaren énemli bir klinik ve epidemiyolojik
sorun olarak ortaya c¢ikgtir (Haddadin ve ark. 2002, Moreillon 2005, Dindar ark.
2008).insanda hastalik etkeni olan stafilokoklar cilt vekozal yiizeylerde; anterior burun
mukozasi, nazofarinks, perineal bdlgede kolonizarlal. Calsmalar anterior burun
deliklerinin en sik kolonize olan bélge oklinu gostermsiir (Kluytmans ve Wertheim
2005).

Uc tip S. aureustasiyicilpl gosterilebir: sglikli bireylerin %10-35i surekli
tastyicidir ve bir sgu her zaman tarlar, %20-75 aralikh tayici iken %5-50 oranindasgki
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neredeyse hicbir zamanstacilik gotermez. Sidrekli tayicilarda bakteri yiuki daha
fazladir ve bu yizden bunlarda infeksiyon gek riski daha yuksektir. Streklistgucilik
cocuklarda esgkinlerden daha fazladir ve go kiside 10-20 yglar arasinda aralikli
tastyicilga dongur (Kluytmans ve Wertheim 2005).

Nazal tayiciligl etkileyen bska faktorler de vardir. Bunla®. aureusin hicre
duvarinda bulunan lipoteikoik asit ve bazi ylzegtginleri, viral infeksiyonlar sirasinda
burun epiteline adheransin artmasi, bazi insarslbkatijen (HLA) tipleri (DR3 gibi), ys
Irk, genetik yapi, immunolojik durum, kadinlardartmonal durum ve hastanede yagibi
durumlardir (Nouven ve ark. 20013. aureuskolonizasyonu genelde genetik 6zelliklerle
ili skilendirilirken, MRSA i¢in kolonizasyon ve infeksim acisindan en 6nemli risk
faktorleri, ya, altta yatan hastaliklar, yabanci cisimler oldbakrlenmitir. Ayrica MRSA
infeksiyonu acgisindan burunstgiciligl, antibiyotik kullanimi fazlafii ve uzun sureli
hastanede kalma da 6énemli risk faktorleri olarakdgime gelmektedir (Cetinkya ve ark.
1999).

S. aureustastyiciliginin 6zellikle hastane kaynakh infeksiyonlarin qunez ve
epidemiyolojisinde anahtar rol oyngdbilinmektedir. Hastadan hastaya bmeada sglik
calisanlarinin elleri en 6nemli aracidinfeksiyonlar genellikle kolonize sun cilt veya
mukozal yilizeylere olan travma sonucu normaldelstéasin bolgelere gigi ile gelisir.
Fakat bu travma genelde fark edilemeyecek kadarikilic (Forbes ve ark. 2002).
Hastanede uzun sureli yatiykisi, ygun antibiyotik kullanma, yanik Unitesinde tedavi
gorme, ygun bakim servislerinde kalma, intravaskiler katetarligi, cerrahi girgim
gecirme oykusu, MRSA ile kolonize veya infekte laage temas ve ayni ailede gh&
alaninda cafan ksi varligi MRSA infeksiyonu icin bglica risk faktorlerini
olusturmaktadir (Moreilln ve ark. 2005, Dindar ve DUnd008, Kluytmans 1997).
Nozokomiyal infeksiyonlarin en sik etkenlerinden bian MRSA sglarinin esas kayrga
infekte veya kolonize hastalar ile birliktegh&t personelleridir. MRSA sgdari 6zellikle
salik personellerinin elleri ile gier hastalara yayillmaktadir. Hastalarigkaanedenlerle
antibiyotik almalari kolonizasyon riskini ¢ok fazkartirmaktadir. Hava yoluyla byla
yogun bakim servislerinde pnémoni olgularinda ve vyairktesi birimlerinde 6nem
kazanmaktadir (Kluytmans 1997, Peacock 2005 ve Bxing Dundar 2008). Ayni
zamanda hastane personelindekiytailigin da esas olarak hasta bakimi sirasinda elde

edildigi bildirilmektedir. Turkiye'de farkl illerde yapan calsmalarda farkl oranlarda
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burun taiyicilig bildirilmistir. Elazig’da salik calisanlarindaki MRSA burun $ayiciligl
%35'it MRSA, %59,3 MRKNS olarak (Celik ve ark. 200&i)dirilmi stir. Kitahya'da 3048
kisde alinan burun oOrneklerinden 217’sinde na3alaureustasiyiciligl, bunlarinda 17
tanesinde metisilin direnci bulungtur (Gulbandilar 2009). Genel populasyonda ortalama
%33 olan tayicilik, salik calisanlarinda %50-90’'a wenaktadir. Ulkemizde yapilan bir
calismadaki sonucar Ukemizde merkezlere gorgisttenlik gostermekle birlikte hastane
personelinin yaklgk 1/3'nde taiyicilik olabilecgini gdstermesi acisindan 6nemlidir
(Kaleli ve ark. 1997).

Son yillarda TK-MRSA infeksiyonlari da giderek 6éndmazanmaya B@amistir.
TK-MRSA infeksiyonlari sglikli kisilerde, 6zellikle cocuk ve genc gkinlerde goruldr.
Cogunlugu PVL toksini tglyan bu sglar daha ¢ok deri-yungak doku infeksiyonlari ve
pndmoniye yol acarlar (Malteoau ve Giamarellou 2@&yle-Vavra Daum 2007). Bta
S. epidermidisolmak Uzere KNS’lar son yillarda hastane infekslgonin 6nemli
etkenleridir. Bu durumun nedeni normal flora bailkeer olmalari ve invazif gigimler
sonucu kolayca alinabilmeleridimsanlarda en fazla patojen olan@repidermidise S.
saprophyticusur. Bunu S. haemolyticysS. lugdunensjsS. hominisve S. schleiferi
izlemektedir.S. epidermidignfeksiyonlarinin buyik ggunlugu hastane kokenli ikers.
saprophyticusnfeksiyonlari genellikle toplum kékenlidir (Arch@005, Dindar ve Dindar
2008).

KNS’larin neden oldgu infeksiyonlarinda lizin tretimi ve slaym yapimmeinli
patojenite faktorlerindendir. Peritonitte de en @tken S. epidermidisolup bunu S.
haemolyticusizler. S. epidermidisg6z cerrahisi sonrasinda geln infeksiyonlarin en
onemli nedenlerindendirS. saprophyticusse 06zellikle akut driner sistem infeksiyonu
etkenleri arasind&scherichia colden sonra ikinci sirayi alir (Kloos ve Bannerm&94,
Archer 2005, Dundar ve Dindar 2008).

Metisiline direncli yada duyarli ola8. aureudar, hayvanlarda sistemik ve lokal
cesitli infeksiyonlara neden olmaktadir. Bu hastalrklnémoni, rinitis, bakteriyemi,
septik artiritis, osteomyelitis, omphalophlehitismetritis, mastitis, fistil, abse,
dermatitis, pyoderma ve postoperatif yara esifehlar seklinde gorulmektedir (Lee
2003, Goni 2004, Leonard 2006)insanlarda deri ve yursak doku, dolgm sistemi,

solunum sistemi, kas ve iskelet sistemi, santrat sistemi, Uriner sistem infeksiyonlar ile
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toksinlere bgli olarak gelsen ¢ok sayida infeksiyona neden olmaktadirlar (Moreve
ark. 2005, Peacock 2005, Dundar, Dundar 2008, &rebve Markey 2008).

MRSA infeksiyonlarinin sikfii Glkeden ilkeye, hastaneden hastaneye ve hatta
hastane icinde gesik servisler arasinda bile blytk farkhlik gostekteglir. Bu bakteri ile
gorilen infeksiyonlarin sikh iskandinav ulkelerinde % 1’den, Yunanistahalya,
Ispanya, Japonya ve Fransa da gldgibi % 80’lere kadar dgsmektedir (Martins ve
Cunha 2007). ABD ygun bakim Uunitelerinden izole edile8. aureusswlarinin %
52’sinde, ygun bakim dy Unitelerden izole edilenlerin ise % 42’sinde raiditie direng
saptanmytir (NNIS 2004). KNS acisindan bakggnda ABD’de bakteriyemilerden izole
edilen sglarin % 65’inin metisilin direncli oldgu bildirilmistir (Martins ve Cunha 2007).

Turkiye’de MRSA infeksiyonlari 6zellikle insan hekieri tarafindan yillardir takip
edilmektedir. 1996-1999 yillar arasinda yapilakutoayri cagmada bildirilen metisilin
direncinin ortalama % 47,5 oldu hesaplanng) 2000-2003 yillarinda ise sekiz ayri
calisma sonugclarinin ortalamasi da bu orana ¢ok yakid§%) bulunmgtur. Ancak son
yillarda hastanede yatan hastalardan izole e@leaureusswslarina iliskin verileri iceren
yayinlar, metisilin direncinin %52’ye yuksefgni gostermgtir (Derbentli 2004). Turkiye
geneline bakild@ginda KNS’larda 2003-2004 vyillarinda belirlenen miétie direng
oraninin (%50),S. aureusswlarindakine benzer olgu gozlenmgtir (Derbentli 2005).
Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi Balcall Has&imele 2007—2008 yillarinda, metisilin
direnc oraniS. aureussularinda %49, KNS siarinda ise % 60 olarak bulungtur.
Bozca ve arkzmir Egitim ve Arastirma Hastanesinde 2005-2006 yillarinda izole letiik
720 S. aureusve 1169 koagulaz negatif stafilokok (KNS)ssoda metisiline direng
oranlarini incelemgler S. aureussularinin % 34’0, KNS sglarin % 56’sini metisiline
direncli bulmylardir (Bozca ve ark. 2008). Yapilan eaialarda bildirilen MRSA
oranlari; Marmara Universitesi'nde 2000'de % 6712 % 60 (Korten 2003), Gazi
Universitesinde 2001'de % 73, 2002'de % 77'dir (Kax; ve ark. 2002). Erciyes
Universitesinde %66 (Esel ve ark. 2003), Ankaraversitesinde 1988'de % 32, 1995'te %
45; Hacettepe Universitesinde 1988'de % 20, 1995@e25;, 1995'te % 42 olarak
bildirilmistir (Cetinkaya 2000).  Adnan Menderes Universite® 2009 yili hastane
infeksiyonlari icinden izole edilen 198ssun 31'i (%15,6) MRKNS, 23’0 (%11,6) MRSA
olarak tespit edilngi (inegol 2010). Genelde yillar gectikge bir qrgozlenmektedir.

Ancak, Sipahi ve ark. Ege Universitesi hastanesiyaatiklari calgmalarinda metisilin
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direncinin 2001'de % 73,8 iken 2005'de %55,3 @lohw, 2003 butce uygulama talimati
sonrasinda metisilin ve ghr antibiyotiklere kan direngteki istatistiksel olarak anlamli
disUs uygulamanin yalnizca antibiyotik harcamalarindasUgl desil, antibakteriyel
direncte azalmaya da neden gidou dundurd@und bildirmektedirler (Sipahi ve ark.
2007).

Veteriner hekimlikte, insan hekingii ile kiyaslandginda MRSA ile ilgili daha az
saylda vaka bildirilmesine kan ginimizde evcil hayvanlarda MRSA infeksiyonhai
tastyicilikla ilgili calismalar artmgtir. Ginimizde MRSA ve MRSAg1cIg1, insanlarda
oldugu gibi hayvanlarda da son derece 6nemli bir pattjaime gelmitir. Ozellikle de
veteriner hekimler, hayvan bakicilari ve aileleaytanlarla yakin temas halindedirler.
Insan ve hayvanlarin kahkli olarak bu patojeni bukiirabilmesi ile TK- MRSA gesi bir
rezervuar potansiyeline glaaktadir. Ozellikle de at, domuz, kedi ve kopeki gigitli
evcil hayvanlarda MRSA sayiciligl ve hayvan rezervuagh bildirilmistir (Bochev ve
Russenova2005). 2001'de Macaristan’da yapilan antibiyotikedililigine yonelik bir
argtirmada, hayvanlarda ve hayvansal Urinlerde hichikada recA-pozitif stafilokok
izole edilememy; ancak, 2004 de devam eden busgafda, siir surtlerinde 5 MRSA
izolasyonu yapilmtir (Kaszanyitzky 2003).

Insanlarda oldgu gibi hayvan izolati olan MRSA infeksiyonlarinda ihkiibasyon
suresi klinik semptoma gore glgebilir ve hayvanlar klinik bulgu gostermedengek
periyotlarda kolonize olabilir. Kopek, kedi, at veiger evcil hayvanlar arasinda
asemptomatik MRSA tayiciligi bulunabilmekte ve bu hayvanlar hem insanlar hem d
diger hayvanlar icin rezervuar olarak gérev almakt@elianian 2003, Duquette ve Nuttall
2004, Weese ve ark. 2006).

Cssitli  Ulkelerde vyapilan c¢ajmalarda evcil hayvanlar arasinda MRSA
infeksiyonlari, kedi, kopek, at, 8r, koyun, domuz, taan, papgan ve tavuklarda
bildirilmistir. Hayvanlarda MRSA tayicisigina yonelik argtirmalar insan cajmalari
kadar fazla olmasa da her gecen gin artmaktadenthdum ve ark. 1998, Kirecci ve
Colak 2002, Kaszanyitzky ve ark. 2003, Weese ke2005).

Pet hayvanlarinda ¢eyicilik oraninin ortaya konulmasi guc¢ olup boylekalar
genellikle insan ya da hayvan hastaliklarinin tak#rasinda ortaya cikmaktadir.
Amerika’da bir hengirede MRSA tesbitini takiben yapilan incelemelerdbe; bireyin
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cocuyzunda ve evinde beslaglikopegin oral-nazal, anal mukozasinda MRSA izolasyonu
yapilms ve ev ortaminda aile i¢i bulaa old@gu anlgiimistir. Bu ¢alsmada kopgin daha
once antibiyotik tedavisi gérmetlive bu bulamanin hayvan sahibinden kaynaklahdi
belirlenmitir (Duijkeren ve ark. 2004). 1998 de Kore’'de K&z evcil kdpeklerde MRSA
bildirimi yapilmis ve veteriner hastanelerindesitle hastaliklardan tanisi konulan 12
kopekte MRSA izole edilngtir (Pak ve ark. 1999). Brezilya’da @&kl kedilerde
tastyicilik argtirmasinda, 148 kediden 11'i MSSA ve 3’ MRSA tapla4S. aureuszole
edilmistir (Lilenbaum ve ark. 1998)ingiltere’de ev hayvanlarina yénelik kapsamli bir
calismada, yapilan bir sirveyde 6519 hayvanin 95'in@ek@pek, 24 kedi, bir tgan ve
bir at) MRSA tespit edilmtir (Rich ve Roberts 2004). Asemptomatik MRSAsImola
insanlardan, veteriner hastanelerinde tedavi gtsyvanlara MRSA butabilmektedir
(Kiregci 2009).irlanda veteriner kliinde bir kdpekte cerrahi operasyon sonrasi MRSA
izolasyonu yapilmve ameliyatl gercekigiren veterinerin burun florasinda da ayng su
tespit edilmgtir. Ayrica bu ¢cagmada kopek izolatt MRSA'nin yaygin bir insarsswolan
epidemik-MRSA-15 oldgu belirlenmitir (Leonard ve ark. 2006). Loeffler ve ark.
2005'de veteriner hastanelerinde, hastanesagaharinin %17,9'unda MRSA g¢gyicilig
saptamylar ve bu personelin bulaada rol aldiklarini belirtrglerdir. TUrkiye’de pet
hayvanlarinda MRSA tayiciligi ile ilgili bir calisma Samsun’da yapilgtir. Calsmada
saglikll kdpeklerin burnundan izole edilen 8 aureuszolatinin 3 (%3,75)'Undene®@
geni pozitif olarak bulunmuve s&likli kdpeklerinmed geni tgiyicilgl nedeni ile insan
sali gl icin risk teskil edebilecgi bildirilmi stir (Findik ve ark. 2009).

Arastirmalar gerek ev ortaminda gerekse de veteringikldrinde yakin temas
sonrasi hayvan ile hayvan sahibi arasinda MRSAsbutaoldigunu ortaya koymaktadir.
Hayvan taiyiciligl, infeksiyon kayngl olarak ¢gu zaman g6z ardi edilmekte ve TK-
MRSA yayginlatikca bu oran sahipli evcil hayvanlara da yansiaaikt Bulgmanin ilk
olarak hayvandan mi yoksa sahibinden mi kaynakfandbelirlemek gtictir. Ancak sonuc
olarak hayvanlar etkeni nazal olarak bulundurabkiimeve MRSA geni bir rezervuar
potansiyeline ulgarak insangluna kagl varligini daha da guglendirmektedir (Weese ve
ark. 2006).

Son yillarda sgikli atlarda metisiline direngli koagulaz negat#tafilokok
(MRKNS)'larin yuksek prevalansi bildirilmektedir.Atlarin insanlar ve atlar arasinda

MRSin kasilikl bulasmasinda potansiyel bir rezervuar gidugosteriimg ve bu durum
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atlarin insanlar ve der atlar ile sik ve yakin temasa sahip olmalarage&lanmgtir. Bu
nedenle atlarda MRS gigiciliginin izlenmesi toplumda MRS yaylliminda atlarinsola
rolinin aydinlatiimasi acisindan onemlidir. MRKN&l&h hayvanlarin, 6zellikle de
atlarin nazal mukozalarinda yaygin olarak bulunidikt (de Martino ve ark. 2010).
MRKNS klonlarinin atlar ve atlarla yakin temastaarolpersonel arasinda keukli
bulssabildigi ve Kklinikte kullanilan malzeme ve cerrahi aleti@ahil klinik ortamlarin
yaygin olarak bu bakteriler ile kontamine olakiidigosteriimitir (Moodley ve
Guardabassi 2009). insan ve hayvanlarda bu bakteriler ileskilii risk faktorleri
bilinmemekle birlikte, insanlarda KNS infeksiyonlagenellikle hastanin kendi kolonize
swundan kaynaklangi bildirilmistir (Frebourg ve ark. 1999). Bir ya altindaki atlarda
MRSA tasiyiciligl da siklikla bulunabilmekte ve bu hayvanlarin lilkieya da tlkeler arasi
sevkiyatlarinda rezervuar olmasi kaygi verici dtaifade edilmektedir (Kaszanyitzky ve
ark. 2003). Kanada veteriner giiama hastanesi at kliniklerinde ¢ yili kapsayan b
calisma balatiimig; 2002 yilinda 17, 2003'te 10 ve 2004’te 36 atta 3ARkolonizasyonu
tespit edilmgtir (Weese ve ark. 2006).

Domuz vyetstiricili gi yapilan ulkelerde 6zellikle de Hollanda'da, domuz
populasyonunda MRSA deyicigl argtirlhmis ve bu hayvanlarin  TK-MRSA'nin
yayllmasinda onemli bir rezervuar ofgdu belirtiimistir (Neeling ve ark. 2007).
Hollanda’'da 9 farkli domuz kesimhanesinde 54@likh domuzun burun deliklerinden
kesim ©ncesi surintt numunesi anmue orneklerin 209 (%39)'unda MRSA tespit
edilmisdir (Neeling ve ark. 2007). Voss ve ark., 2005 dendz temasi olan (¢ gkien
MRSA izole etmjler ve 26 domuz ciftfindeki hayvanlarda %23 oraninda MRSA
tastyicihigl belirlemglerdir (Voss ve ark. 2005).

Blyukba hayvanlarin yani sira koyun ve keci gibi kiclkbdsyvanlarda da
MRSA izole edilmgtir (Bochev ve Russenova 2005). Portekizde, suobklimastitisli
ineklerden izole edilen 8. epidermidisusunda metisilin direncliii belirlenmitir (Nunes
ve ark. 2007). Kore'de 153 farkh ciftlikte, 3D4nastitisli inek sutiinden 835. aureus
ve 763 KNS izole edilnstir. Bu izolatlarin metisilin direnclifii arsstirildiginda 21
(%2,5)S. aureuwe 19 (%2,4) KNS’de direnclilik tespit edilgtir (Moon ve ark. 2007).

Insanlarda MRSA tayiciligl ile miicadelede nazalstsuciligl elimine etmek igin
intranazal mupiracin uygulamasi gibi antibakteriteelaviler yapilmaktadir. MRSA, nazal

yerlesimin disinda vicudun gier bolgelerinde kolonize olmgsia, mupiracin direnclii
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varsa ve 0zellikle ayni ailenin bireylerinde yap#d hayvanlarinda geyicilik bulunuyorsa,
nazal tedaviyi takiben reinfeksiyonlar siklikla gi@bilmektedir (Duquette ve Nuttall
2004). Hayvanlarda nazal stgciligin eliminasyonunda topikal uygulamalar pratik
olmadgindan ya da tedavide elvgsiz kaldgindan sistematik tedavi gerekmektedir
(Duijkeren ve ark. 2004)). Gunumizde hayvanlardezal taiyiciligi dnlemede kabul
edilebilir ve glvenli eradikasyon secenekleri buhamaktadir. Ulkeler arasi canli hayvan
ya da hayvansal besin ithalati nedeniyle TK-MRSAyayilarak uluslar arasi zoonotik bir

risk olabilecgi vurgulanmaktadir (Wulf ve ark. 2008).

Hollanda’da hastane kaynakli MRSA'ninsdi#t oranda (%1) goruldiii ve bunun
ise kat sglik kurallari ile sglandgi bildiriimektedir. Ayrica benzer bir micadelenitT
DRSA icin yapilmasi gerelgi ve bu amagla hastane glarinde risk gruplarinda tarama,
hayvan tayiciligina yonelik “bul ve yok et” uygulamalarinin dnemirgulanmaktadir
(Wulf ve ark. 2008). Hollanda'da TK-MRSA ile mucadedapsaminda, 99 veteriner hekim
ve 80 veteriner grencide tarama yapilmive 2 @renci ile 5 veteriner hekimde nazal
tastyicilik belirlenmitir. Bu tagiyicilarin diizenli olarak domuz ve inek surileg devaml
temas halinde olduklari, 6zellikle veterinegréncilerin klinik uygulamalarda maske ve
eldiven kullanmadiklar belirlenstir (Wulf ve ark. 2006). Bu nedenle hayvan temasi
sirasinda riskli meslek gruplarinda eldiven, maskeizme kullaniimali, bu kilere insan
hastanelerine ggie MRSA taramasi yapilmali, hayvanlarda ise rartar belirlenerek
hayvan hareketlerine yonelik gerekli dnlemler alatuahr.

Aile ici bulasmada, MRSA tedavisi goren bir bireyingdr aile yakinlari taranmakta
ancak c¢cgu zaman evde beslenen hayvanlardaki kolonizasybmah unutulmaktadir.
TK-MRSA ile mucadelede, hemstguci bireyler hem de onlarin besledikleri ya daegii
temas halinde olduklari evcil hayvanlar taranmaltakip edilmelidir (Duquette ve Nuttall
2004). Hospitalizasyonun bulunglu veteriner hastanelerinde, hastane kaynakli hayvan
hastaliklarina yonelik olarak 6ncelikle hastanespeelinde MRSA taramasi yapilmalidir.
Ancak gunumuizde bu uygulamalar sadece bazsmglitlkelerde ve sadece bilimsel
aragtirmalarda yapilmaktadir.  Veteriner hastanelerirdRSA/MRKNS’lar yolu ile
gelisebilecek capraz kontaminasyonlari en aza indirngek koruma kontrol programlari
gelistiriimelidir (Bilgehan 2002).
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1. 5. Stafilokoklarda Penisilin Direnci

Stafilokoklar siklikla insan ve hayvanlarin derime&koz membranlarinda kolonize
olurlar ve hizh birsekilde 6zellikle klinik kullanima yeni giren antikrobiyal ilaclara
diren¢g kazanma kapasitesine sahiptirler. BirgoHilskak susu icerisindeS. aureusen
yuksek patojenik potansiyele sahiptir ¢cinl&i aureustarafindan diren¢ genlerinin
kazanilmasi stafilokokal infeksiyonlarin tedavi wentroline mani olan en 6nemli
sorundur. MRSA sglari 6zellikle 6nemlidir ¢ciinkii hem toplum kaynaikifeksiyonlarin en
onemli nedenlerinden birisidir hem de tim dunyaalk B&li g1 ile ilgili infeksiyonlara yol

acarlar.

S. aureu: bagli gelisen dlumcul infeksiyonlar, 1941 yilinda penisilinf@i klinik
kullanima girmesinden sonra 6énemli 6lcide azgiimiAncak bundan c¢ok kisa bir siure
sonra penisiline direng goster&n aureutar ortaya ¢ikmg, bunu takip eden 20 yil icinde
hastane ve toplum kaynald. aureuszolatlarinin yaklatk %80’ penisiline direncli hale
gelmistir. Beta-laktamaz enziminin yol agtibu diren¢ sorunu, 1959 yilinda beta-laktamaz
enzimine dayanikli semisentetik bir penisilin olametisilinin klinikte kullaniminin
baslamasiyla almistir. Ancak, S. aureus infeksiyonlarinin tedavisinde metisilin
kullaniminin  balamasindan sadece iki yil sonra, 1961 yilinda illRSA izolati
tanimlanmgtir (Jevons 1961).

1. 5. 1. Metisilin Direnci ve Mekanizmalari

Beta-laktamaz enzimiyle hidrolize olmayan betalaktantibiyotiklere (metisilin,
oksasilin, nafsilin, kloksasilin, dikloksasilin) k& olan diren¢ “metisilin direnci” olarak
adlandinlir (Chambers 1988, Chambers 1997). Migtigirenci, ayni zamanda intrensek
direng olarak da tanimlanmaktadir. Boylece diren@ntibiyotigi inaktive eden beta-
laktamaz enzimiyle dgl, kromozomal yolla oldgu anlgiimistir (Maranan ve ark. 1993,
Mulligan ve ark. 1993) Metisilin diren¢ mekanizmaléc¢ grupta 6zetlenebilir: i) PBP2a

i) mecR1-mecsistemiiii) Direng fenotipini etkileyen ger faktorler (Sancak 2007).

1. 5. 1. 1. PBP2a: Metisiline duyarliS. aureugMSSA)’larda, be adet penisilin
baglayan protein (PBP) bulunurken, MRSA’larda bunlaiaolarak PBP2'ya da PBP 2a
olarak adlandirnlan 78 kDagailikta olan farkli bir PBP sentezlenmektedir (thaan ve
Tomasz 1986). PBP2a, gér PBP’lerden farkhh olarak beta-laktam yapisindaki

23



antibiyotiklere kagi disik afinite gostermektedir. Dolayisiyla, betalaktagrubu
antibiyotik varlginda, yuksek afiniteli PBP’lerin fonksiyonunu gdekr peptidoglikan
sentezini surdirebilme yetehiee sahip olan tek transpeptidazdir (Mulligan vie. 41993,
Chambers 1997). Beta-laktam grubu antibiyotiklesyrmalde hiicre duvarinda yer alan
PBP’lere bglanarak peptidoglikan sentezini engeller. MRSA’mnde bu antibiyotikler
PBP2a'ya bglanamazlar ve bunun sonucunda peptidoglikan sentkziam eder
(Deurenberg ve ark. 2007). PBP2a’yl kodlayan geh, kB buydkliglinde olan veme®
olarak adlandirilan bir gendir. Tum MRSA’lar bu gegahipken metisiline duyarli olan
swlarda bu gen bulunmamaktadir (Sancak 200ve®A geni SCQGnec adi verilen
Stafilakokal Kaset Kromozom (SCC) ailesinin metisitlirenci acisindan 6zelimis bir
dyesidir (Chambers 1997, Hiramatsu ve ark. 20@2ydtark. 2003).

1. 5.1.1. 1. Stafilakokal Kaset KromozonfSCC) Nedir?

SCC stafilokok turleri arasinda genetik maddgvatisine aracilik eden hareketli
bir elemandir. Yapi olarak patojenite adasina bemekée birlikte hi¢ virulans geni
icermemektedir. MRSA slarinin en belirleyici 06zelfii Staphylococcal Cassette
Chromosomeanec(SCQOmneq’e sahip olmalaridir. Bu hareketli genetik eleme@® geni
tarafindan kodlanan genspektrumlu beta laktam direnci icin 6nemli bir idelicidir.
Metisilin direncli stafilokok sglarinin ortaya ¢ikmasi duyarll garin kromozomlarina
SCQmec elemanlarinin kazaniimasi yolu ile olmaktadiiWG-SCC 2009).SCGOmec
kasetinin kokeni hala bilinememektedir. Fal&tsciurinin PBP ile MRSA'daki PBP2a
arasinda % 87,8 oraninda homoloji bulunmasi netiergyincel bilgiler giginda kdkeninin
bu bakteri oldgu distintlmektedir(Said-Salim ve ark. 2003).

SCQOmecelemanlari oldukca farklh yapisal organizasyonwgeaetik icergi ile tip
ve alt tiplere ayrilngtir. Gunimizde MRSA klonlari yaygin olarak pratil@€0nectipi
ve kromozomal yapisina (orpm Sekans Tipi: ST, Multi Locus Sequence Typing: $10)
dayanan sekans tipleri ile tanimlanmaktadir Orn2B$CGnec IV, ST22-IV olarak
kisaltilir (Enright ve ark. 2002). Eskideme tasimayan SCC ve SQ@ectip ve alttipleri
herhangibir standardizasyon yapiimadan bildiriinegkif. Bu nedenle ginimuize kadar
SCC elemanlarinin siniflandiriimasinda tutarsizlek belirsizlik olmytur. Bu konuda
Stafilokokal Kaset Kromozom Elemanlarinin Siniflarichasi Uluslararasi Cama Grubu

(International Working Group on the Classificatioof Staphylococcal Cassette
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Chromosome Elements (IWG-SCC)'nun gadalari sayesinde S@@c ve diger SCC
elemanlarinin grih bir sekilde siniflandirmasi yapilgtir (IWG-SCC 2009).

PBP2a, 2 kb’lik DNA segmentine lokalize bir gen molmed geni tarafindan
kodlanmaktadir.me®d geninin kodladgi PBP2a dier PBP’lerden farkl olarak beta-
laktam antibiyotiklere ileri derecede azagrafiniteye sahiptir. Beta-laktam antibiyotiklerin
varhiginda dger PBP’ler inhibe olurken, PBP2a fonksiyon gormegyam ederek hicre
duvar sentezi gorevini surdurlr ve bakterininsaraini devam ettirebilir. Bu nedenle
metisiline direnci olan bir stafilokok kokenininugarlilik testi yapilmaksizin tim beta-
laktam grubu antibiyotiklere  (penisilinler, betd&dam+betalaktamaz inhibitor
kombinasyonlari, tum sefalosporinler, monobaktamkarbapenemler) direncli olgu
kabul edilir (CLSI 2005).

Bu gen bazen indiklenebilir ve direnclisiardan duyarl sglara transfer edilebilir.
med geni regulasyonu gyan med (baskilayici gen) venedR1 (sinyal donitlricu
gen) ile birlikte SCC uzerinde gi@air ve stafilokok turleri arasinda transfer edilet
hareketli bir genetik eleman olarak kabul editre@ nin farkh stafilokok tirlerine yaygin
olarak d&ildigi anlgildiktan sonra, bunun stafilokok turleri arasindakledilen hereketli

bir genetik eleman tzerindestadigl 6ne surilmgtir (IWG-SCC 2009).

Cassette Chromosome Recombinasesr) (olarak bildirilen yer-spesifik gen
kompleksi SC@ec gen kasedinin ikinci ana genetik yapisidir ve kaséakteriyel
genoma integrasyonu ve ekzisyonundan sorumludiar ve ark. 1999, Katayama ve ark.
2000). SC@ecin tanimlanmasindan kisa sire sonra &@C elemanlarinin birgok
yapisal farkli elemanlari tanimlargnr. Bu elemanlarin 6nemli karekteristik 6zellikler
sOyledir: i) mec gen kompleksindane®@’'nin tasinmasi ii) ccr gen kompleksindeccr
gen(lerinin) tainmasi iii) stafilokokal kromozomdacr-ilgili rekombinasyonlarda hedef
olarak glev yapan ve SCC i¢in integrasyon bolge dizilant€gration site sequence (ISS))
olarak isimlendirilen stafilokokal kromozomda 6b#l bdlgede integrasyon iv) ISS iceren
dogrudan tekrar dizilerinin vagh. Son siniflandirmaya gor&. aureu%a belirlenen

SCQmectipleri Cizelge 1. 4.’de verilngtir.
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Cizelge 1. 4S. aureuta belirlenen SC@ectipleri (IWG-SCC 2009).

SCCmec tipi ccr gen komplekst mec gen kompleksi
[ 1 (A1B1) B

I 2 (A2B2) A

1T 3 (A3B3) A

\V; 2 (A2B2) B

Y, 5(C) C2

VI 4 (A4B4) B

VI 5 (C) c1

Vil 4 (A4B4)° A

dgenkompleksinde ccr genleri parantez icinde gosteritadir
PccrA4BA4genleriSCQmectip VIII'de bulunur

1. 5.1.1. 2. SCoec Elemanlarinin Siniflamasi

SCAanecic 6nemli gen kompleksi tarafindan gluwrulur; ccr gen kompleksimec

gen kompleksi ve J bdlgesi (IWG-SCC 2009).

ccr gen kompleksi:ccr gen allotipleri tarafindan ofturuur. Birggunun etrafinda
fonksiyonu tam olarak bilinmeyen Open Reading Fmarf@RFs) olarak isimlendirilen
diziler bulunurve kasetin bakteriyel genoma integrasyon ve eksiagdan sorumludur
Bunlar invertaz/rezolvaz ailesindearA, ccrB ve yeni tanimlanawecrC olmak tzere Ug¢
farkli rekombinaz kodlayan genlerdir. S@€&cin mobilitesini sa&larlar. ccrA invertaz
varliginda, SC@nec kromozomun dgru bdlgesine girer veccrB rezolvaz ile
kromozomdan tam bigekilde, eksiksiz olarak ayrilir (Zhang ve ark. 200Bartins ve
Cunha 2007).

Farkli allotiplere aitcr genleri %60—82 arasinda nukleotid bengedosterirken,
genelde %85 lzerinde nikleotid benzgjostererccr genleri ayni allotip icinde toplanir.
Ayirt edilen timccrC varyantlarinda %87 nin Ustinde dizi homolojisptaadgi icin
sadece tek birccrC allotipi vardir. ccrC genlerinin farkhlginin numara kullanilarak
allellerle ifade edilmesi 6nerilmektedir (6otrC1 allel 2 veyaccrC1 allel 8 gibi).ccrA
and ccrB genleri dort, ccrC genlerinin ise bir allotipi bulunmaktadiccr genlerinin

siniflandinimastekil 1. 1. veSekil 1. 2.’de gosteringtir.
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allotypes allotypes

ccrAl ccrB1
tjecrA2 < or = 50% identity ccrB2
| ecerA3 ccrA < ccrB \cerB3
" |eerA4 ccrB4
= or = 50% identity = or = 50% identity
ccrC

Sekil 1. 1. ccr genlerinin siniflandiriimast (IWG-SCC 2009).

ccr genes class B mec

]
1

.

mecA 18431 mec  orfx

&

ccrA ccrB iS1272 mecR1

Sekil 1. 2 ccr genlerinin siniflandirilmasi  (Biger 2009).

Onerilen adlandirma sisteminde, DNA dizi benzef%50 nin altinda ise ancak o
zaman yeni birccr geni bulunmyg kabul edilmekte, yeni bir allotipin tesisi icineigizi
homolojisinin %50-85 arasinda olmasi gerekmekteslir.kcsullar salandiysaccr geni
adlandirilabilir.

S. aureuslan bgka stafilokoklari da iceren turlerde bulunecr gen temsilcileri
arasinda filogenetik gki icindedir. Diger stafilokok tirlerinde bulunan DNA dizile8.
aureustlan farklihk géstermesine kan, bunlarin hepsccrA, ccrB veya ccrC olarak
siniflandinimgtir.  S. aureus disindaki  stafilokoklarda birka¢ ekstraccr allotipi
bulunmutur. Bunlar;ccrA5 S. pseudintermediusM241 syununccrA genidir, ccrB6 S.
saprophyticusATCC 15305 sgunun ccrB genidir ve ccrB7 S. saprophyticusTSU33
swununccrB genidir.ccr gen kompleksleri bulunusirasina gére numaralandirilir. Bugline
kadar iki farkl grup bildirilmgtir. Bunlardan biriccrA ve ccrB'’yi birlikte tasir, digeri
ccrC tagir. ccr’ daki allelik varyasyonlara dayanan bir seri afidr tanimlanngtir. S.
aureusda bulunarccr gen kompleksi, tip 1c€rA1B1 tagiyan), tip 2 ¢crA2B2 taglyan), tip
3 (ccrA3B3 talyan), tip 4 ¢crA4B4 tasiyan) ve tip 5 €crC tagiyan)’i icerir; bunlar

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile saptanabilir.
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mec gen kompleksi: mecgen kompleksiime@, reguile edici genler ve insertion
sequence denilen IS elemanlardansotu Beta laktam direng fenotipidir ve metisilin
direncinden sorumluduicerdikleri yapilara gérenecgen kompleksi dért sinifta incelenir
(Hiramatsu ve ark. 2001, Hanssen-Ericson 2006, tiMaCunha 2007).mec gen
kompleksinin siniflargekil 1. 3.’"de gosterilngtir.

Sekil 1. 3. mecgen kompleksinin siniflari (Biger 2009).

| 1
- i

e

Clazs B

Class C 1843y Amechl 15431

i L -
. C2 N H ; e |
IS431
" -
Class D :"'! --JI 2 ==
1 kb

A recHl
-

Sinif A mecgen kompleksi (class AneQ me@'nin yukarisinda tanmedR1l ve
med duzenleyici genlerini, gagisinda HVR olarak isimlendirilersau degisken boélgeyi ve
insertion sequence 431 iceren prototip komplekstir. Class Biec gen kompleksi
med’nin yukarisinda kisa bimedil, insertion sequence 1272 asagisinda HVR ve
insertion sequence 431 iceren komplekstir. Class @ecgen kompleksi, muhtemelen
bagimsiz olarak evrimigiklerinden, C1 ve C2 olmak Gizeneed?1 bolgesinin uzunlguna
ve 1S431'in yerlgimine gore iki farkl tipte olabilirme®d’nin yukarisinda kisa bimedr1
ile birlikte 1S431 ve gagisinda HVR ve 1831 icerir. Class Dmec, megen kompleksi
med’nin yukarisindamedrl ve gagisinda HVR ve 1S431°'den ajur. Ana mec gen
kompleksi siniflarinda eéli varyantlar bulunmstur. Bunlar, sinif A mec gen
kompleksindeme®@'nin yukarisina 1831 veya 1S1182 insersiyonu, veya sinifticgen
kompleksindeme®'nin yukarisina Tn4001 insersiyonudur. Bu varyansinifa eklenmngi
alt numara olarak gosterilir (IWG-SCC 2009).

J bolgesi: SCOnecelemanimecve ccr gen komplekslerinden Blea Ggtncl bir
bdlge olan J bdlgesi olarak isimlendirilemec ve ccr gen komplekslerinden kiea bir

bdlge olarak tanimlanan, S@@ctipleri arasinda farkhlik goésteren diziler icerid dizileri
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arasinda ‘“insersion sequence” denilen IS elemanfarkli antibiyotiklere direngten
sorumlu transpozonlar yer almaktadsmi ilk olarak L-C, C-M, ve |-R bdlgeleri olarak
bildirilen bu yap! daha sonra J bélgesi olarakigteilmistir. Artik J bdlgesi “birleme
bdlgesi” (junkyard region) olarak isimlendiriimekiie J1 (eskiden L-C) bdlgestcr
kompleksi ile sg kromozom arasinda, J2 (C-Mg¢r gen kompleksi venecgeni arasinda,
ve J3 (I-R)mecgen kompleksi ile sol krozomal bolge arasindakgedir. Ayni mecccr

kompleksinde J bolgesindekiggklikler SCCmecalttiplerini tanimlamak icin kullanilir.
1.5. 1. 1. 3. Bugiine Kadar Tanimlanan Sekiz SGec Tipi

Gunumize kadar yukarida belirtilen kriterlere gé&ekiz farklh SC@nec tipi
tanimlanmgtir. ilk olarak tanimlanan SQ@ectipl, II, ve lIl (ito ve ark. 1999ito ve ark.
2001)'t, SCnectip IV, V, VI, VII, VIII izlemi stir (Ma ve ark. 2002jto ve ark. 2004,
Oliviera ve ar. 2006, Berglund ve rak. 2008, Zhargy ark. 2009). Yeni SQ@ec
elemenlari ve mevcuhecsinifi veccr tipi esas alinarak isimlendirilmesi onerilmektedir
Ornesin SCQmectip | (1B) tip | ccr ve class Bmecgen kompleksi tar. Diger SCGnec
tipleri tipll (2A), tiplll (3A), tiplV (2B), tipV (5C2), tipVI (4B), tipVIl (5C1), ve tipVIIl
(4A) olarak adlandiriir. Bu nedenle S@€c tipleri roma rakamlari kullanilarak
tanimlanir bunu parantez icerisinder ve mecgen komplekslerinin tipi birlikte yazilarak
izler. Tiplll ve tipVI SCQOnec elemanleri yeni sekans bilgilerine goére duzenlgtimi
Tiplll SCCmec elemani 67 kb uzunfiwundadir ve en uzun S@t&c elemani oldgu
bildiriimektedir. Bununla birlikte, 2006 yilindaulks7-kb’lik elementin SC@ercuryve tip
I (3A) SCCmec (tip 3 ccr ve class Amec taslyan) olarak bilinen iki kicik SCC
elementinin ard arda gelmesinden sthgu bildirilmistir. SCQmecile SCQnercuryyi
birbirine karstirmamak icin bu yeni yapi SG{Y olarak isimlendirilmgtir. S. aureus
HDE?288 syu ilk olarak tipe IV SC@ec(Oliviera ve rak. 2001) olarak isimlendirilgi
ancak daha sonra TipVI S@t&c (4B) olarak yeniden tanimlangtir (Oliviera ve ark.
2001).

Gunumizde tanimlang8 SCQnectipi asagida 6zetlenngiir:

SCCmec Tipl; sinif B mec gen kompleksi ve tiplccr gen kompleksinden
olusmaktadir. 34,364 bp’lik olup, transpozon veya plaztasimamaktadir. Metisilin ve
agir metaller dgindaki ilaclara kag direng geni tamamaktadir.
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SCCmec Tipll; sinif A mec gen kompleksi ve tipllccr kompleksinden
olusmaktadir. 53,017 bp’lik olup metisilin direnci gturan me®@ ve medr1l genleri
disinda, J bolgesinde pUB110 plazmidi ve Tn554 tramepa taimaktadir. Tn554;
makrolid, klindamisin ve streptogramin B’ye kar direncten, pUB110 ise

aminoglikozidlere kan direncten sorumludur.

SCCmec Tiplll; sinif A mec gen kompleksi ve tiplliccr gen kompleksinden
olusmaktadir. Be tipin en bly@l 66,896 bp olupmed, med®1 dsinda pT181 plazmidi,
Tn554 transpozonu ve pseudo Tn554 (YTn554intaktadir. YTn554 kadmiyuma kar
direncten, pT181 tetrasiklin ve civaya fardirencten sorumludur. Ber tiplerde

bulunmayan ¥cr geni adi verilen geni de icerir.

SCCmec TiplV: sinif B mec gen kompleksi ve tipZcr gen kompleksinden
olusmaktadir. Bu yapi kii¢ctik olupe@ disinda direng geni tamaz.

SCCmec TipV; sinif C2mecgen kompleksi ile tipcr gen €crC) icermektedir.
Ito ve ark. tarafindan bir Avustralyassundan tanimlanmgiir. Bu kasetin boyutu 27,624 bp
olup tiplV’den biraz buyuktir. Sadece metisilinahci kodlayan genlere sahipfito ve
ark. 2001, Zhang ve ark. 2005, Martins -Cunha 2007)

SCCmec TipVI; sinif Bmecgen kompleksi ile tip4cr gen icermektedir.
SCCmec TipVII; sinif Clmecgen kompleksi ile tip®cr gen €crC) icermektedir.

SCCmec TipVIIl; sinif A mecgen kompleksi ile tip&cr gen icermektedir (IWG-
SCC 2009).

SCQmec tip I, Il ve lll esas olarak hastanede kazamnglmrmetisilin direncli
stafilokok sglarinda bulunur. Bunlar plasmid veya transpozablegig elemanlar tGizerinde
tasinir. SCQnectip 1l ve 1l coklu beta laktam di antimikrobiyallere dirence neden olur.
SCQmec tip IV ve V tipik olarak toplumda kazanilgnmetisilin direncli stafilokok
swslarinda bulunur. Bu SQ@ec tiplerinin boyutlari daha kuguktur ve géir coklu ilag
direnc genlerini tamazlar. (Zaoutis ve ark. 2006). Bu gen kasetletedgen kasetlerine
kiyasla c¢cok daha kucuktir ve bu o6zshi kolaylikla diger sylara yayilimini
kolaylastirdigi  disundlmektedir. Ayrica bu gen Kkasetlerinde beta Iaktadi!
antibiyotiklere direng¢ geni bulunmaz. TK-MRSA'da tsdin diren¢ kazanim
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mekanizmasi SC@ecgen kaseti aracgiyladir. Bu gen kasetinin boyutunun kigtk olmasi
ve hareketlilgini saglayan genlere sahip olmasi nedeniyle, gelecektali caslik
problemlerine neden olmasi vezei Gram pozitif bakterilerde de gérilmeyeslaamasi,
gerekli onlemler alinmazsa kacinilmaz bir son dtaca(Unal S 2006). TK-MRSA
prevalansinda agtigortlmesi ve insanlarin yani sira hayvan rezetauarn belirlenmesi
ile argatirmalar farkli bir boyut kazangtir (Kollef-Micek 2006, Aygin ve ark. 2007).
TK-MRSA'nin hastane kaynaklh klonlardan koken akartoplumda yayildii ya da
metisiline duyarli stafilokoklarin (MSSApe® genini MRSA lardan kazanarak toplumda
direncli kokenlerin yayildi seklinde iki gorg tzerinde durulmaktadir (O’Rourke 2003).
TK-MRSA'nin, balangicta bakim evlerinde yayan, damar ici ila¢c Eamlilarn ya da
kronik hastalg bulunan insanlar da goérilmesinegmen son zamanlarda askerler,
sporcular, cocuklar, tutuklular ve homoseksuelyaegibi yakin temasla populasyonlarda
da salginlar gedtirebildigi belirtiimektedir (CDC 2010). Farkh SGfec tiplerinin
Ozellikleri Cizelge 1. 5.'te gosterilrgtir.

Cizelge 1. 5Farkli SC@nectiplerinin 6zellikleri (File 2008).

Sus SCCmec Antibiyotik PFGE Toksinleri PVL Infeksiyon
Tipi Direnci tip genleri spektrumu
HK- Tip I, Il ve Coklu direng USA 100, Az Nadir Kan, solunum
MRSA [l ve uriner sistem
infeksiyonlari
TK- TipIVveV | Cokludireng USA 300 | Genellikle | Yaygin Deri ve
MRSA gorilmesine rgmen PVL yumusak doku
eritromisin ve beta varliginda infeksiyonlari
laktamlara direng fazla ve nekrotize
tipik olarak sinirhdir pnémoni

TK-MRSA: Toplum-kdkenli metisilin direnglstaphylococcus aureus
HK-MRSA: Hastane kdkenli metisilin direng@taphylococcus aureus
PFGE: Pulsed field gel electrophoresis

Ingiltere’de 1961'de izole edilen ik MRSA (NCTC M) sgunun Tip |,
Japonya’da 1982’de izole edilen MRSA (N3153wswn Tip I, Yeni Zelanda'da 1985'de
izole edilen MRSA (85/2082) sunun Tip Ill SCQGnecicerdigi saptanmgtir (Ito ve ark.
1999, Ito ve ark. 2001, Martins ve Cunha 20®8kil 1. 4."de SC@nec elemanlarinin
yapilari gosterilmtir.

31



Sekil 1. 4 SCQGnecelemanlarinin yapilarn (IWG-SCC 2009).




1.5. 1. 1. 4mecA Tasimayan SCC Elemanlarinin Siniflandiriimasi

Stafilokoklarda ilgin¢ bisekilde me® tasimayan ancak der karakteristik genler
(6rn. kapsul gen kiimesi, fusidik asit direng, aiieeng operonu) tayan SCC elemanlari
da bulunmstur. Bu elemanlar SQO@Ge ile sgagidaki 6zellikleri paylairlar: ccr genlerinin
(ccrAB velveya ccrC) tasinmasi, ISS boélgesinde integrasyon ve ISS iceren DR

sekanslarinin bulunmasi.

Bu tip elemanlar adlandirilmasi icin SCC’den sogea adini veya fonksiyonunu
yansitan kisaltmanin kullaniimasi 6nerilmektedirn&@in, SCQapl, tip 1 kapsul gen
kimesini talyan; SCQur, fusidik asit diren¢ genini §ayan; SC@g, civa direng
operonunu tgyan SCC elemanlaringaret etmektedir. ger SCC de belli bir fonksiyona

yonelik gen bulunamazsassin adinin yazilmasi 6énerilmektedir (6rn SG4¢

Metisilin direncinin fenotipik olarak ortaya konsiabakteriler arasinda gigkenlik
gostermektedir. Tum MRSA slari PBRa olusturmalarina rgmen, diren¢ daésik
derecelerde ortaya cikmaktadir. Birska deysle, metisilin direncinin fenotipik olarak
eksprese edilmesi, homojen ya da heterojen olmaketiki sekildedir. Homojen direncte,
hicrelerin hepsi yuksek konsantrasyondaki metisiarliginda Ureyebilme 0zefi
gostererek yuksek diizeyde direnc ortaya koyarlatetdjen direncte ise, o bakteri
toplulugunda bulunan tim hicreler metisilin direnci icirredei olan bilgiyi yanimed
genini tgimalarina rgmen bu toplulgun sadece belirli bir kisminda direng @gicikar
(Hartman ve Tomasz 1986). Heterojen diren¢ gostM&8A topluligunda, hicrelerin
cogunlugu (%99,9 veya daha fazlasi) stilt metisilin konsantrasyonlarina (1+8/mL)
duyarl iken, 107 ile 10° siklikta olmak (zere hiicrelerin bir kismi yiikseletisilin
konsantrasyonlarina (50 ug/mL) direng gostermektedir. Heterojen direng g@stesglar,
NaCl veya sukrozlu besiyeri kullaniimasi sdk derecede inktibasyon gibi bazi 6zel kilttr
kosullarinin sglanmasi durumunda homojen diren¢ gosterir halelgeliDezisik kultlr
kosullarina gore direncin ortaya konulmasinda meydgelan bu dgisiklik gecicidir ve
tamamen fenotipiktir (Chambers 1997). Bu durumdan ashlgilacazl gibi, metisilin
direncinin fenotipik olarak ortaya konulmasininiilsgyonu oldukca kagniktir.
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1. 5. 1. 2. mecR1-mecl sistemi

med geni, med?1 ve med olmak Uzere iki regulatuar gen ile kontrol edilmexkt. Bu
genler, beta-laktamaz geninin regulatuar genlem blaR1 ve blal ile yapi, fonksiyon ve
regulasyon mekanizmasi acisindan benzerlik goskeedie (Mulligan ve ark. 1993,
Chambers 1997).blal, blal geni tarafindan kodlanan, betalaktamaz geninin
transkripsiyonunu inhibe eden bir proteindifaR1 ise blaR1 geni tarafindan kodlanir ve
beta-laktamaz vaglinda beta-laktamaz gen transkripsiyonuna yol aged ve medi1,
med ic¢in ayni duzenleyici roli oynamed, me®'yl baskilayan bir proteinmed1 ise
sinyal uyarici bir protein kodlar (Kuwahara-Arai aek. 1996, Kobayashi ve ark. 1998).

1. 5. 1. 3. Direng fenotipini etkileyen dger faktorler

» Beta-laktamaz plazmidi: Beta-laktamaz enzim yapirblaZ adli gen tarafindan
kodlanir ve antirepresor oldnaR1 ve represor olablal olmak Uzere iki gen tarafindan
kontrol edilir. Transmembran bir protein olalaR1, beta-laktam vagiinda ona bganir
ve hicre dandan hiicre icine sinyal iletimini gayarak beta-laktamaz enziminin
sentezinin bgamasina yol acar (Maranan ve ark. 199fgR1 ve blal genleriblaZ genini
regule eden plazmid koékenli genlerdir. Bu genleayni zamanda metisilin direncinin
fenotipik olarak ortaya konmasinda rol @ddistinulmektedir. Beta-laktam grubunda yer
alan bir antibiyotik ile indiksiyon yapilgiinda, blaR1-blal sisteminde meydana gelen
induklenmemed1-med sisteminden daha hizli olmaktadir. YimeedR1-med sistemi ile
kiyaslama yapilganda,me@ geninin baskilanmashlaR1-blal sistemine gore daha zayif
olmaktadir (Ryffel ve ark. 1992, Hackbarth-ChamhbE®93). MRSA’larin cgunda beta-
laktamaz genini tayan plazmid bulunmasi venedk1l-med sisteminin defektif olmasi
nedeniyleme@ geninin esas olarakbfa sistemi” ile induklendii disinulmektedir. Ancak
beta-laktamaz genlerini sgizgan plazmid, alici hicreye verifginde PBP2a yapimi
konstitutif halden induklenebilir hale gelmekleltkite, PBP2amiktari ya da induklenebilir
olma durumu ile direng profili arasinda bigKi kurulamamgtir. PBP2ayapimi konstititif
olabilir, ama si heterojen direnc gosterebilir (Chambers 1997).dBumetisilin direng

fenotipinin belirlenmesinde bka faktorlerin de yer al@ini gbstermektedir.

» Fem faktorleri: Konstititif ya da indiklenebilir olsun olmasiPBP2amiktari ile
ortaya c¢ikan metisiline diren¢g fenotipi (homojendiejen) arasinda bir gkinin

gosterilememesi, metisilin direncinin ortaya konami etkileyen gger olasi faktorlerin
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araysina girilmesine yol acrgtir. Transpozonlarla inaktivasyon yoluyla metis#idirencli
suslardan duyarli sglar elde edilmesimecdisindaki genlerin tanimlanmasina yol agtmi
(Mariraju ve ark. 1987)mecbdlgesi dsinda bulunan bu genler, “auxiliary” veya “factors
essential for the expression of methicillin resise&l ya da kisacaféni genleri olarak
tanimlanmgtir fem faktoérleri, me@ geninden farklh olarak hem duyarli hem de direncl
swlarda bulunmaktadir (Henze ve ark. 1993). Direnaoitaya cikmasini arttiran bazi
kosullarin da hiicre otolizisindeki daikliklerle iliskili oldugu gortlmigtir. Ornein;
ortama %4 NaCl'in eklenmesi, PB&#miktarini arttirmamasina gmen, direncin eksprese
edilmesini arttirmaktadir. NaCl, tim htcrelerdeliatsi inhibe eder. 30°C’de inkiibasyon
da NaCl gibi antibiyotik ile tetiklenrgiolan otoliziz aktivitesini inhibe eder (Hartman ve
Tomasz 1986, Chambers ve Hackbarth 1987). Bu sdkiece direncli olan gara 6zgul
olmamakla birlikte,PBP2a varliginda direncin artmasina yol acar (Chambers ve ark.
1987).

Ayrica mecA genini tamadgl halde metisiline azalmi duyarlilk goésteren
S.aureus siari da tanimlanmtir. Boyle bir direng g@in miktarda penisilinaz tretimine
bagli olarak (borderline-resistant S.aureus-BORSA) dagya gelebildii gibi; esas olarak
normal penisilin bglayan proteinlere sahip olgu halde, bu proteinlerin beta-laktamlara
zayif afinitesi (methicillin-intermediate S.aureM&®DSA) sonucunda da gorulebilir.
BORSA ve MODSA sglari genetik olarak MRSA slarindan farklidir ve klinik ve
epidemiyolojik dnemleri bilinmemektedir (Derberi2d04).

1. 6. Stafilokoklarin Tanisi

Stafilokok sglarinin identifikasyonu fenotipik ve genotipik tgsidirme yontemleri
ile yapilabilmektedir (Fluit ve ark 2001). Fenokpitiplendirme ydntemlerinin
tekrarlanabilirlik dizeyleri dfik ve ayrim gucleri zayiftir. Ayrica fenotipik o&de ayni
fakat genotipik olarak farkh olan gari ayirt edememektedir. Bu ylzden son yillarda
tekrarlanabilirlgi ve ayrim gicu yiksek olan genotipik yontemled&aillmaktadir.

1. 6. 1. Fenotipik Yontemler

Fenotipik metotlar; antibiyotik duyarhlik testleribiyotipleme, serotipleme,
bakteriyosin tipleme, fajla tiplendirme, proteinzbayontemler (6rngin Multilokus Enzim
Elektroforezi: MLEE) olarak siralanabilir (Arbelt995). Antibiyotik direng profil analizi
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(antibiyogram), laboratuvarlarda en cok kullanilartuz, uygulanmasi kolay, hizli ve
ekonomik bir metottur. Fakat ayirim gucu yeterlgithir (Foster 2003).

1. 6. 1. 1. Biyokimyasal Testler

Biyokimyasal testler rutin #his laboratuvarlarinda en ¢ok uygulanan, nisbeten
ucuz ve kolay uygulanabilir yontemlerdir. Stafild#ar, mikrokoklardan farkli olarak
oksidaz negatif olup basitrasine direnclidir, fuolidone ve lizostafine ise duyarhdir.
Stafilokoklarin laboratuvar tanisinda koloni modi@i, boyanma, pigment Uretimi,
hemoliz, mannitol fermantasyonu, yuksek tuz konsaybnlu ortamda Ureme gibi
Ozellikler argtiriimaktadir. S. aureusin bitiin sglari koagulaz pozitif olup mannitoli
fermente ederlelS. epidermidise S. saprophyticuda treaz testi pozitiftir. KNS’lar kendi
aralarinda oncelikle novobiyosin (5 mg/ml) duyakldrina gore iki gruba ayrihrlar.
Novobiyosine duyarli grup genel olara&. epidermidisgrubu, direngli grup iseS.
saprophyticusgrubu §. saprophyticus subsp. saprophytic&s xylosus S. cohniive
S.sciur) olarak adlandirilir. Novobiyosin duyarfih disinda laboratuvarlarda KNS’larda
tir tanimlanmasi yaun emek, uzun zaman ve maliyete neden @lddan rutin olarak
yapillmaz (Bannerman 2003, Peacock 2005, Alen ve2886). Stafilokoklarin tanisinda
en ¢ok kullanilan biyokimyasal testleyagida 6zetlennsiir.

1. 6. 1. 1. 1. Katalaz TestiH,O,, su ve oksijene awtirmaya yarayan katalaz
enziminin gosterilmesi icin yapilir. Bu test Gramzif olan stafilokok ve mikrokoklarin,
streptokok tyelerinden ayriminigar (Alen ve ark. 2006).

1. 6. 1. 1. 2. Koagulaz TestKoagulaz pozitif stafilokoklari dger stafilokoklardan
ayirt etmede en yaygin kullanilan énemli bir tagstidir. Tlp ve lam testi olmak tGzere iki
sekilde yapilabilir. Tup koagulaz testinde stafil&larin besiyerine salgiladiklari serbest
koagulaz argtirilir. Bu madde plazmada bulunan “coagulase negdactor” (CRF) ile ilki
kurar ve trombokinaza benzeyen bir etki ile fibjaro pihtilgtirir. Pihtinin olgmasi pozitif
sonug olarak deerlendirilir. Lam koagulaz testinde iseghakoagilaz = kimelgirme faktori
(clumping factor) gosteriimektedir. Bl koagulaz kultur filtratlarina gec¢mez, hicreye
baglidir. Besiyerinden 6ze ile alinan stafilokok kakinam tzerinde bir damla distile su ile
homojenize edilir ve Gzerine bir damla plazma daintaelde cevrilerek kagtirilir. Olumlu
sonuglarda gozle gorilen kimgieeler olyur (Bilgehan 2002, Alen ve ark. 2006). Gram
pozitif koklarin en 6nemli ayird edici 6zellikle@izelge 1. 6.’da verilngtir.
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Cizelge 1. 6 Gram pozitif koklarin ayird edici 6zellikleri (Qun ve ark. 1994).

Koagulaz | Katalaz Oksidaz O-F Hemoliz | Basitrasin
Glikoz

Patojenik Stafilokok + + _ F +(-) R
Apatojenik - + _ F +(-) R
Stafilokok

Enterokoklar - - - F (+) R
Streptekoklar - - - F (+) R
Mikrokoklar - + + 0] -(+) S

Fenotipik yontemlerle 6zellikle KNS’larin tir dizage identifikasyonlari oldukca
guc yapiimakta ve amplifikasyon ve dizi analizirsyall sekans tekgi bu gibi gtic treyen
mikroorganizmalarin tir dizeyinde identifikasyomtan yapilmasinda oldukca faydali
olmaktadir. Molektler tanisal yontemler, gelenekg@temler kullanarak identifikasyon
yapillmasi zor veya imkansiz olan infeksiy6z etkenldanimlanmasinda en ghli
yontemler olarak kabul edilmektedirlerinfeksiyoz hastaliklarin - molekiler tanisi
cogunlukla nikleik asit odaklidir (Mehndiratta ve a2€09).

Bakteri ribozomlarinin 30S ve 50S alt birimlerindetde edilen 5S ve 16S
rRNA’larin baz dizileri caymalarda ¢ok yaygin olarak kullaniimaktadir. rRNA’latON
mikroorganizmalarda bulunurlar ve mikroorganizmairav ile iliskililerini arastirmada
idealdirler. Butin ribozomlardakislevleri aynidir; sabit ve kritik rolleri nedeni ilde
yapilar zaman boyunca ¢ok azgd#. Ana filogenetik gruplarin ggunda 16S rRNA bir
veya daha cok karakteristik nukleotid dizilerinehipéir; bunlara *“oligonikleotid
imzalar1” denir (Kaya 2009). 16S rRNA gen sekansi 1980’liaydan beri bakterilerin
siniflandiriimasinda ve genotipik analizleri icineinli bir ara¢ olarak kullaniimaktadir. Bu
yontemlerin kullaniimasiyla pek ¢ok yeni cins ve aiyriimistir. rRNA mutasyonlardan en
az etkilenen genetik materyaldir. Bu amaclastandan 16S rRNA, rRNA 30 S alt
unitesinde yer alan bir dizidir. Ozellikle kultirdeetiimemi veya klasik yontemlerle zor
identifiye edilen bakterilerin identifikasyonu ict6S rRNA hedef dizidir. 16S rRNA’nIn
birka¢ bdlgesi tum bakterilerde c¢ok iyi korungtwr. Bu korunmsg bolgelerden secilen
primerler tum bakterilerde 16S rRNA amplifikasyonuisalar ve bunlara tniversal
primerler denir. C@altilan bolgeler ayni zamanda tur identifikasyonwagayan 6zgin
desisken bolgeleri de icerir. Bundan dolayr 16S rRNA gsekansina dayali analiz
yontemleri  insanlarda klinikk tani laboratuvarlaand bakteriyel izolatlarin
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identifikasyonunda kullanilan 6nemli bir ydntemihaalmistir (Rantakokko-Jalava ve ark.
2000, Woo ve ark. 2001, Arkuguker ve ark. 2002).

Bakterilerin 16S rRNA sekansina dayali molekileniifikasyonu veteriner klinik
sahada karlasilan bakterilerin tanimlanmasinda da kullaniimaygldnmstir (Chai ve
ark. 2003). Ozellikle veteriner rutin stis laboratuarlarinda KNSlarin tur dizeyinde

identifikasyonlar1 zor ve zaman alici offlundan bu yontem tercih edilmektedir.

Turkiye’'de veteriner sahada stafilokoklarin tir elinde identifikasyonlarinin
yapilmasinda sekans analizinin kullingdilk calisma Kaynarca ve Turkyllmaz tarafindan
gerceklatirilirken; bunu tarafindan yine ayni yorede kkinie subklinik mastitislere neden
olan bulgici ve cevresel aerobik patojen bakteriyel etkemleekans analizi kullanilarak
identifikasyonlarinin yapilé¢h bir diger calsma izlemgtir (Tarkyllmaz ve ar. 2010). Her
iki calismada da 6zellikle identifikasyonlari glic ve zamani anikroorganizmalarin ttr
dizeyinde identifikasyonlarinin yapilmasinda sekanalizi kullanilmasinin faydali ve
pratik bir yontem oldgu bildiriimistir. Sekans yontemi icin bakterinin izolasyonu,
bunlardan DNA ekstraksiyonu ve PCR ile 16S rRNAigencogaltilarak sekanslanmasi
gerekmektedir (Ludwig ve Schleifer 1992).

1. 7. Stafilokoklarda Metisilin Direncinin Belirlen mesi

Metisilin direncinin en kisa siUrede gta olarak saptanmasinin bu infeksiyonlarin
kontrol altina alinmasinda ve tedavisindgsrdioantibiyotgin secilmesinde buyik énem
tasimaktadir. Metisilin direncinin heterojen olaraktaya c¢ikmasi, klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinda bu slarin  saptanmasini  zoglarmaktadir. Uygunsuz saklangni
betalaktam antibiyotik tozlarinin kullanimi, inki@yan siresinin kisa tutulmasi (24 saat
yerine 18 saat), inkiilbasyon derecesinin 37°C olwmaga inokllum miktarinin az olmasi
yanlis sonuclarin elde edilmesine yol acabilir (Chamid88, Hackbarth ve ark. 1997).
Gunumuzde metisilin direncinin saptanmasinda@ geninin molekuler yontemlerle
saptanmasi altin standart olarak kabul edilmektedincak bu yontemlerin klinik
laboratuvarlarda uygulanmasi zor ve pahalidir. Bdemden dolayi klinik laboratuvarlarda
S. aureusizolatlarinda metisilin direncinin saptanmasindaitefenotipik yontemler

kullaniimaktadir.
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1. 7. 1. Disk Difiizyon Yontemi:Disk difiizyon yontemi, klinik laboratuvarlarda en
sik kullanilan yontemdir (Brown ve ark. 2005). Eokgoksasilin ve sefoksitin disk
difizyon yontemleri kullaniimaktadir. Oksasilin Kkisdifizyon yonteminde MRSA
izolatlarinin saptanmasi amaciylaudy oksasilin diski kullaniimaktadir. 0.5 McFarland
bulaniklga ayarlanmy olan bakteri sispansiyonundan Mueller-Hinton glyiA)'a ekim
yapildiktan sonra, plaklar 35°C’de 24 saat inktdéneektedir. Oksasilin disk difiizyon
yontemi icin CLSI tarafindan belirlenen direnc suheSerlerine gére inhibisyon zon capi
10 mm olan izolatlar direncli, 11-12 mm olan iztdatorta diizeyde duyark, 13 mm olan
izolatlar ise duyarli olarak kabul edilmektedir @&IL2007). BaziS. aureusizolatlari
yuksek miktarda beta-laktamaz enzimigluwurlar (McDougal ve Thornsberry 1986). Bu
suslar metisiline direncli olmamalarina gmen, disk difizyon testiyle metisiline sinirda
direncli olarak saptanirlar. Bu nedenle testin dulygini arttirmak amaciyla besiyerine
%5 NaCl eklemek, inkiibasyon siresini 48 saate uaatyiiksek inokdlum kullanmak ya
da inkubasyon derecesini 35°C’den 30°C'ye azaltnggii girisimler beta-laktamaz
yapimini arttirabilir ve duyarl slarin direncli olarak saptanmasina yol acabilifositin
disk difiizyon yontemi ise son yillarda gindeme ggiim Yapilan calgmalarda, oksasilin
disk diftizyon yontemiyle elde edilen sonuglara gdva yontemin duyarlilik ve
Ozgulligiinin daha yuksek ol@gu bulunmgtur (Felten ve ark. 2002, Skov ve ark. 2003,
Swenson ve Tenover 2005, Pottumarthy ve ark. 20@¥ica, sefoksitin disk diflizyon
yonteminin oksasilin disk diflizyon yontemine goéregerlendiriimesinin daha kolay
oldugu bildirilmistir (Swenson ve Tenover 2005). Bu yontemde pg0sefoksitin diski
kullaniimaktadir. 0.5 McFarland bulanigh ayarlanny olan bakteri siispansiyonundan
MHA’ya ekim yapildiktan sonra, plaklar 35°C’de 24as$ inkibe edilmektedir (CLSI
2007).

1. 7. 2. Sivi Mikrodilisyon Ydntemi: Bu yontemde %2 NaCl iceren Mueller-
Hinton sivi besiyeri kullaniimaktadir CLSI, teskallanilacak olan inokilum miktarinin 5
x 10° cfu/mL olmasini ve 24 saat 35°C’de inkiibasyonurieitedir. Antibiyotik olarak
oksasilin tercih edilmektedir. Sivi mikrodilisyolntemi icin CLSI tarafindan belirlenen
direncg sinir dgerlerine gére NK degeri < 2 ug/mL olan izolatlar duyarlz 4 pg/mL olan
izolatlar ise direncli olarak kabul edilmektedirl(&l 2007).

1. 7. 3. Agar Tarama: Bu yontemde, 6ug/mL oksasilin ve %4 NaCl iceren

MHA'ya 0.5 McFarland bulanik@ia ayarlanmy olan bakteri stspansiyonundan ekim

39



yapilir. Plaklar 24 saat 35°C’de inklbe edilir. Riengi bir koloni GUremesi halinde test
edilen sy metisiline direncli olarak kabul edilir. Testin yarllik ve 6zgulligl oldukca
yuksektir (CLSI 2007).

1. 7. 4. E-Test Yontemi E-test yontemi (AB Biodisk, Solnajsveg) de
mikrodilisyon ve disk diftizyon ydntemlerine benzegekilde test keullarindan
etkilenmektedir. Uretici firma tarafindan %2 NaGQjeien MHA'ya 0.5 McFarland
bulaniklga ayarlanmy olan bakteri sispansiyonundan ekim yapilmasi bnekiedir
(Skov ve ark. 2003).

1. 7. 5. Lateks Aglutinasyon: Olduk¢a kisa bir strede sonug¢ veren lateks
aglutinasyon testi, PBP2asaptanmasini te- mel alan bir yontemdir. Koloni
suspansiyonlarindan PBP2zkstraksiyonu yapildiktan sonra lateksle kaplanmilan
PBP2amonoklonal antikorlarla aglutinasyon saptai8r.aureusgcin testin duyarlilik ve

0zgulligt oldukga yuksektir (Velasco ve ark. 2005).

1. 7. 6. Kromojenik Yontemler: Son yillarda MRSA’larin saptanmasinda
kromojenik enzimatik substratlari iceren kromojet&siyerleri denenmektedir. Bunlar
arasinda MRSA-ID (bioMerieux), MRSA Select (Bio-Rade ORSAB (Oxoid) gibi
degisik kromojenik besiyerleri yer almaktadir. Ancak ylap calsmalarda oldukca farkl
sonuclar elde edilngiir. Bu konuda daha ileri ¢camalara ihtiya¢ vardir (Louie ve ark.
2006, Stoakes ve ark. 2006, van Hal ve ark. 2007).

Ayrica stafilokoklarin tanisinda etkenbiyokimyasal 6zelliklerinin ortaya
konuldysu ticari sistemler de kullaniimaktadir. API StagioMerieux- Vitek), Minitek
Gram positif panel (BD Microbiology System), ID $2aph (BioMerieux), Rapidec Staph
(BioMerieux-Vitek), Vitekl (BioMerieux) ve Vitek Zistem (BioMerieux) 6rnek olarak
verilebilir (Bilgehan 2000).

1. 7. 7. Molekuler YontemlerMRSA izolatlarinin saptanmasindaed geninin
PCR temelli yontemlerle agtarilmasi altin standart olarak kabul edilmektedununla
birlikte, med geni bulunan, ancak bunu eksprese etmeyen duyaldrs bulunabilecgi

unutulmamalidir (Swenson ve Tenover 2005, Velascark. 2005).
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PCR, U¢ d@isik sicaklikta cajan basamaklarin bir dongu halinde tekrarlanmasi ile
gerceklatirilir. ilk basamak denatiirasyondur. Bu basamaktdC'9d kadar isitilan
DNA’nin iki zinciri birbirinden ayrilr.ikinci basamak birkgmedir (annealing). Sicakin
disUrdlmesi ile primerler ggaltilacak boélgenin uclarinda yer alan kendilerinegid
dizileri tanir, hidrojen bglari kurarak balanir. Primerlerin ortamdaki dgnmlerinin, kalip
DNA’dan milyonlarca kez daha fazla olmasi sayesiageilan kalip DNA zincirleri tekrar
birbirlerine deil, primerler kalip DNA zincirlerine b#@anirlar. Primerlerin 6zgil olarak
baglanmasi icin kullanilan sicaklik genellikle 50°@arasinda dgsir. Uglincli basamak
primerlerin uzamasidir (extension). Ksam, DNA polimerazin ¢ajtigl optimum sicakiia
getirildiginde primerlere bdlanms olan enzim molekdlleri, bunlarin 3 ucuna, kalip
DNA'ya uygun nikleotitleri ekleyerek DNA sentezipalar. Bu ¢ basamak bir donguyt
olusturur ve her tekrarlaginda iki primer arasinda kalan 6zgul DNA parcasinen iki
zincirinin birer kopyasi ¢ikariimiolur. Cgaltilan DNA parcalari birgok degsik yontemle
belirlenebilir. Bunlardan en yaygin olarak kullami agaroz jel elektroforezdir (Koksal
2001, Nolte ve Caliende 2003).

Bu yontemlerden biri de ticari olarak ggililmis, nukleik asit amplifikasyonu ile
birlikte es zamanli aryy gosteren floresans sinyalin 6lgtlmesiyle kisa @g&rgonu¢ veren
real-time PCR yodntemidir. Konvansiyonel yonteml@& ghatten daha fazla stire almakla
birlikte, PCR ve real time PCR teknikleri kullamd&k MRSin daha kisa sirede ve daha
guvenli bir sekilde identifikasyonlar yapilmaktadir (Huletskg ark. 2004). Molekuler
teknikler rutin tani laboratuarlarinda MRSskuinin identifikasyonunda antimikrobiyal
duyarlilik testleri ile beraber siklikla uygulanntadir, antimikrobiyal duyarllik testleri tek
baslarina MRS’larin belirlenmesinde yeterli @eir (Trindade ve ark. 2003). MRS
swlarinin PCR tekrgi ile basit bir sekilde identifikasyonlari 2-4 saat icerisinde
yapilabilmektedir.

Multipleks PCR (MPCR) bircok hedef gen ayni PCRksggpn miskinde c¢oklu
oligonukleotid primerleri kullanilarak amplifikasga gerceklgtiriimektedir. PCR
primerlerinin sayisi PCR kallarindan (annealing isisi, dNTP konsantrasyong? ™M
konsatrasyonu, template DNA konsantrasyonu vs.yulkibranda etkilenir. MPCR ideal
bir DNA amplifikasyon yontemi olmasina gaen kontaminasyon, ¢capraz reaksiyonlar,
nonspesifik bant okumu, optimizasyonunun zor olmasi gibi dezavantajlda
bulunmaktadir (Van Pelt-Verkuil ve ark. 2008).
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MRSA sylarinin MPCR ile tiplendiriimesi yontemleri daha c&den cgtli
argtirmacilar tarafindan bildirilngtir (Ito ve ark 2001, Oliviera ve ark. 2002, Zhang
ark. 2005, Boye ve ark. 2007, Kondo ve ark. 20(MPCR tiplendirme yonteminde
MRS’larin SCQ@Gnecin mobilitesini salayan, kasetin bakteriyel genoma integrasyon ve
eksizyonundan sorumlecr gen kopleksinin karakterizasyonuna dayanir (lt@rke 2001).
ccr gen kompleksi ile birlikte class A, B, C, D olardért grupta incelenemeckompleksi
(Ito ve ark 2004) SCRectiplerine gore HK-MRSA ve TK-MRSA olmak tzere ikiupa
ayrilmaktadir (Zhang 2005). MPCR infeksiyon kontsbtatejilerinin belirlenmesinde ve
epidemiyolojik calgmalarda salginlar esnasinda klonakilin belirlenmesinde faydalidir
(Chongtrakool ve ark. 2006) .

Epidemiyolojik aratirmalarla oncelikle fenotipik yontemlerle MRSA star
belirlendikten sonra etkenin molekiler karekteryras genotipik yontemler kullanilarak
yapilabilmektedir. Bu amacla genotipik tiplendirmeyéntemlerinden  sikca
faydalaniimaktadir. Genotiplendirme yontemleri iletkenlerin alt tiplendirmeleri
yapilmakta, klonal yakinliklar belirlenmekte ve pbatojenin dgadaki yayilma yollari ve
kaynaklari tam olarak belirlenerek etkili kontrol e v eradikasyon stratejileri
gelistirilebilmektedir (Derbentli 1996). MRSA slarinin epidemiyolojik tiplendirilmesi,
var olandan farkl yeni bir sun farkina varilmasinin yani sira yayillmasini 6rdkme

kontrol altina almak icin 6nemlidir (Hsu ve ark.(QA9.
Genotipik tiplendirme yontemlersagidaki gibi 6zetlenebilir:

i) Kromozomal DNA analizine dayanan yontemler @ed Field Gel
Electrophoresis (PFGE), Single Strand Conformati®adymorphism (SSCPRRestriction
Fragment Length Polymorphism (RFLARFLP sonrasi prob hibridizasyonu),

i) Ekstrakromozomal DNA analizine dayanan yonten(lelasmid profil analizi
(PPA), amplifikasyona dayanan yontemler (Random Amplifaatof Polymorphic DNA
(RAPD),

iii) Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile amplifikasyodayall yontemler (PCR)-RFLP,
PCR AFLP, REP-PCR, Stafilokokal Kromozomal Kase€lC&eq Analizi),
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iv) Sekansa dayall yontemler (Multi Lokus Sequenicgsang (MLST), stafilakokal
protein A (9a) ve koagulaz gen polimorfizmcda analizi) olarak 6zetlenebilir. Bu
tekniklerin her birinin ayirirm gucu, tekrarlanabik ve tiplendirilebilirliklerine gore

avantajlar ve dezavantajlari vardir (Bannermar32@@acock 2005, Alen ve ark. 2006).

Yurdumuzda MRSA sgdarinin molekiler epidemiyolojilerinin  calldigi en
kapsamli cabma Yildiz ve ark tarafindan 2010 yilinda bildiriktni. Calismada Turkiyede
2005- 2007 yillar arasinda izole edilen 12 faddgrafi bolgelerdeki 12 hastaneden izole
edilen 397 sgun molekuler epimeyolojik analizleri yapilgn8 ulusal 4 bolgesel klon
varhgi bildirilmistir. 359 syun SCGnecTip Ill, 4 swun Tip | ve 30 sgun Tip IV olduu;

4 swunda tiplendirilmesinin yapilamagini bildirmislerdir. Ulusal klonlarin hepsinin
ST239, bolgesel klonun bir tanesi ST97 U¢ tanesi@rST737 oldgu; yalnizca 5 squn
PVL pozitif olduzu bunlardan ikisinin ST80 ve S@t&c Tip IV olduklari bir tanesinin
SCQmectype IV and ST8 oldgu bildiriimislerdir. Bu cok merkezli cajma Turkiye’'de en
yaygin ulusal MRSA klonunun ST239-S@@&c Il (bu klon Brezilya klonu olarak
bilinmektedir); bolgesel klon ST737 S@@c IV olarak belirlenmgtir. (Yildiz ve ark.
2010). Yurdumuzda veteriner sahada bu konuda yapilen detayli molekuler
epidemiyolojik calgma Turkyllmaz ve ark. tarafindan gerceki@mistir. Calismada
Aydin yoresinde izole ediles. Aureus sularinda metisilin direnc oraninin sefoksitin
direncinin MRSA ssglarinda %217,2 oldgu bildirilirken; molekuler tiplendirme yontemleri
icerisinde altin standart olarak kabul edilen PFg@Htemi ile sglar arasindaki klonal
iliski incelenmg alt tipleri ile birlikte tg¢ pulsotip belirlenrgiir. Pulsotip B olan sgarin
SCQOmedip 1V, t190 ve ST8 oldgu; pulsotip A ve C’nin ise SQ@ecTiplll, t030 ve ST
239 (pulsotip A) ve ST239 benzeri (pulsotip C) ukihr belirlenmgtir. Coklu antibiyotik
direncine sahip olduklari belirlenen timsksuwin hicbirisinde PVL toksin genine de
rastlanmadii bildirilmistir. Calsmada 16 MRSA swnun 14’Gndn hastane kaynakl
MRSA ST239-lll oldgu ve bunun MRSA’nin insanlardan hayvanlara gulg
olabilecgini gosterdgi vurgulanirken; MRSA ST8/1V sdarinin varlginin yérede toplum
kokenli sglarin da bulundgunu gosterdii bildirilmi stir (Ttrkyilmaz ve ark. 2010).

1. 8. MRS infeksiyonlarinda Tedavi

Molekuler epidemiyolojik cagmalar, butin tirlerde goézlenen direng gatinin,

direnc genlerinin toplumda sik olarak bulunan epidke klonlar tarafindan alinmasina
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bagli oldugunu gostermektedir. Bu klonlar hastane ortamindiginde de 6zellikle sgik
calslanlarinin elleriyle ortama ve hastadan hastayayaktadir (Witte ve ark. 2008).

Gram pozitif bakterilerin kazangll ve kazanmakta olgw antibiyotik direnci
ginimuiz bilim dinyasinin en c¢ok ilgi duyilu alanlardandir.S. aureus,intrensek
virilansi, yaami tehdit edici infeksiyonlara neden olabilmesigexresel kgullara tstin
adaptasyon yetegiyle en cok ilgi ceken patojen olma 0Ozgilii korumaktadir (Unal
2009). S .aureusin en iyi bilinen Ozelliklerinden birisi klinik kilanima yeni giren
antibiyotiklere bile kisa strede etkin diren¢ makaralar gelgtirebilmesidir.S. aureusin
direnc gelstirme sertveni ilk olarak sulfonamidlerle gmistir. En son olarak da
glikopeptid direnci gedimistir. Gelistirilen yeni ilaclaraS. aureusin gelistirdigi direng
mekanizmalari insanlikla bakteriler arasindaki sewvan carpict 6rneklerinden birisidir
(Barton ve ark. 2006, Bishop ve ark. 2006). Sthabldar antibiyotiklere hizli direng
gelistirdiklerinden, uygun antibiyogin secimi icin antibiyotik duyarhlik testlerinin
yapilmasi gerekmektedir. Diren¢c gahi Ozellikle S. aureussularinda daha sik
gorulmektedir. S. aureusin neden oldgu bakteriyemi, pndmoni, endokardit ve
osteomiyelit gibi &ir seyirli infeksiyonlarda yiuksek dozlarda ve uzsiireli antibiyotik
uygulanmasi buna neden olabilmektedir (BannermaiB 2Rice ve ark. 2003, Peacock
2005, Moreillon ve ark. 2005, Gllay 2008).

Gunumuzde stafilokok garinin ¢c@unun beta-laktamaz Uretmeleri nedeniyle
penisilin G tedavide kullanilamaz duruma gebmi Ayni zamanda MRS slarinin ¢gu,
basta diger beta-laktam antibiyotikler olmak Uzere, aminkghidlere ve tetrasikline de
direnclidir (Rice ve ark. 2003, Peacock 2005, GQ0&). Stafilokok infeksiyonlarinda
kullanilan balica antibiyotikler arasinda penisilinaza direngnisilinler (antistafilokokal
penisilinler) olan metisilin, nafsilin ve izoksa#dopenisilinler (kloksasilin, dikloksasilin,
flukloksasilin ve oksasilin) yer almaktadir. Bu émjotikler beta-laktamazlarin hidrolizine
direnclidirler. Etkinlikleri stafilokok infeksiyordri ile sinirlhidir, bu nedenle *“anti-
stafilokokal penisilinlef de denilmektedir. Metisilin direnci, PBP2denen protein
varhgina baglidir. PBP2a’y1 kodlayan gen bakteriyel kromozonelizde tainmaktadir.
Stafilokoklarda metisilin direnci, beta-laktamlaggnel direncin ifadesidir. Bu nedenle
MRSla olgan infeksiyonlarin tedavisinde beta-laktam antibkter 6nerilmemektedir
(Rice ve ark. 2003, Peacock 2005, Ayaz 2008). Bunldsinda beta-laktamaz inhibitorlu

kombine penisilinler, sefalosporinler, karbapenemlaminoglikozidler, trimetoprim-

44



sulfametoksazol (TMP-SMZ), kinolonlar, kloramfenikotetrasiklin, rifampisin ve
glikopeptidler (vankomisin, teikoplanin, istosetinavoparsin) tedavide en ¢ok tercih
edilen antibiyotikler arasindadir (Sakarya 2008ueis2008).

Yurdumuzda MRSA’larin molekiler epidemiyolojilenmincelendgi sinirli sayida
calisma bulunmakla beraber; hayvanlarda 6zellikle MRKiN$nolekiler tiplendirme
yontemlerinden birisi olan SG@ecanalizi ile incelendii bir calisma,su anki bilgilerimize
gore, bulunmamaktadir. Bu cgaha subklinik mastitisli $ir sutlerinden ve burun
sivaplarindan (bu grlardan ve bu girlar ile yakin temasta bulunan sektor gahlarindan
alinan) izole edilen stafilokok garinda metisilin direncinin belirlenmesi, metisili
direncli S. aureumn diger metisilin direncli stafilokoklardan ayirt edilsie igin
kullanilabilecek tripleks PCR yontemi ggiriimesi, MRS sglarinin SC@nec tiplerinin
MPCR ile incelenmesi ve bdylece MRS’larin S@€L tiplerinin Aydin yoéresindeki

durumunun belirlenebilmesi icin gercegtielmi stir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC
2. 1. 1.izolasyon Ornekleri

2. 1. 1. 1. Sut:Bu calsmada, 2010 Ocak—Mayis tarihleri arasinda, Aydirvei
cevresinde bulunan, 15 kiguk ve orta olcekli (1b2a0arasi sgmal inek) sgir isletmesi
ziyaret edildi.isletmelerin hepsinde makine ilegsa islemi yapiimaydi. Cagmada hepsi
laktasyon doneminde olan, son ¢ ayda antibiyakavisi almany, en az bir dgum
yapmsg, 3-9 yali, Holstayn irki, 129 inek kullanidi ve subklinik mastitislan ineklerin
belirlenebilmesi amaci ile Kalifornia Mastitis Te¢€MT) yapildi. Subklinik mastitisli
olarak belirlenen 56 inekten 145 st ginalindi.

2. 1. 1. 2. Burun Sivap:Siut 6rngi alinan subklinik mastitisli 56 inekten, bu
inekler ile yakin temasta olan 29 bakicidan,gietmeler ile ilgilenen 5 subklinik mastitisli

Veteriner Hekim’den toplam 90 burun sivap @ireindi.
2. 1. 2. Besiyerleri, Ayiracglar, Solusyonlar ve Anbiyotik Diskleri
2.1. 2. 1. Besiyerleri
2.1.2.1.1. Blood Agar (Merck 1. 10886)

] oTo o 1Yo - P 10 N o
DIStile SU....uiiee e e e e e e 2000 M

Karisimin pH’'si 7,2—7,4'e ayarlang)i onbg dakika otoklav edildikten sonra,

50°C’ye kadar sgutulup, icine %7 oraninda steril koyun kani ilawvida.
2. 1. 2. 1. 2. Mannitol Salt Phenol Red Agar (MSAMerck 1.05404)

MSA ayirt edici ve secici bir besiyeridir. Stafiloklarin saf olarak elde edilmesi ve
laboratuvarda tanimlanabilmesi acisindan ©6nemlin olaannitol fermantasyonunun
g6zlenebilmesi icin MSA kullanildi.
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Mannitol Salt Phenol Red Agar..........c.coiiiiiiiiiiiiii e 108 g
DISHIE SU. .. e e 1000 ml

Karisimin pH’'si 7,2—7,4’e ayarlanip, onpéakika otoklavda sterilize edildikten

sonra, 50C’ye kadar sgutulup petrilere dokuldi.
2.1. 2. 1. 3. Mueller-Hinton Agar (MHA) (Oxoid CM 129)

Mueller-Hinton Agar.........ccooiiieii i e e e e 389
DISHIE SU. .. ie it e e 1000 ml
pH: 7,3+0,2

Besiyeri 38 g olacaksekilde distile su icinde kaynatilarak eritilip, &tavda
121°C'de 15 dakika sterilize edilip otoklav sonrasi 3®C'a s@utulup steril petri
kutularina 12,5 ml olacajekilde dokuldi.

2. 1. 2. 1. 4. Brain Heart Infusion Broth (BHIB) (%20 Gliserinli) (Oxoid CM
0225)

BHIB ..o e, 8¢
[C11ET=] 110 T 20 ml
DSt SU . e e 80 ml

Karisimin pH’si 7,2—7,4’e ayarlanip, 0,5 ml miktarda megerf tiplere dgitildiktan

sonra 121C’de onbe dakika otoklavda sterilize edildi.

2.1.2.1.5. Trypoton Soya Broth-TSB (%7,5 TuzlujOxoid CM 129)

N = T 759
DSl SU. .. e e e 1000 ml

Karisimin pH’si 7,2—7,4’e ayarlandi. 5 ml miktarda tipledaitildi. 121°C’de

onbeg dakika otoklavda sterilize edildi.
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2.1.2.1. 6. Stuart Transport Medium (BBL™)

Kullanilan besiyerinin icegi asagida verilmitir.

Sodium Thioglycollate ...........ccoooviiiiiiieeieeeee e, 10g
Sodium Glycerophosphate ........cccooeveeiiieeeeeeeiicceee e, 10.0g
Calcium ChIoride ..o 0.1g
Methylene BIUE ..ot 2.0 mg
AGAE e 309

2. 1. 2. 2. Ayirag ve Solusyonlar
2.1.2.2.1. EDTA (0,5 M)
Disodium EDTA-2HO ... ... e e 186,19

EDTA 800 ml distile suda manyetik kgitricida calkalanarak eritilip, NaOH ile pH
8,0’e ayarlandiktan sonra 1000 ml'ye tamamlanip’C2de onbeg dakika otoklav edildi.

2.1.2.2.2. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH: 8,0 Buffer

2.1.2.2.2. 1. TBE (10x, Stok Solusyon)

LIS = = L= 121,10¢g
BOrK ASIt .o 61,83 g
ED T A 5,84 g

Distile su ile hacim 1000 ml'ye tamamlanarak i2He onbg dakika otoklav

edilip, pH 8,0’e ayarlanarak buzdolabinda saklandi.
2.1.2.2.2. 2TBE (0,5x, Kullanma Solusyonu)

DSt SU . e e e e e 950 ml

Karistirilip kullanma solusyonu hazirlandi.
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2.1. 2. 2. 3. Gel Loading Buffer (6 X)

Bromofenol MaviSi..........cocveiiiii i e, 2D MG

SUKIOZ 49
HoO e e 10 mlye
tamamlandi.

2.1.2.2.4Tris (1 M)
THS BASE ettt it e e e 121 g

Tris base 800 ml distile suda eritilip, yajlaolarak 60 ml HCI asit ilave edilerek
pH: 7,6'ya ayarlanarak karm 1000 ml'ye tamamlandi. 12C@’de onbg dakika otoklav
edildi.

2.1.2.2.5. Lizis solusyonu

Bakteriyel DNA ekstraksiyonu amaci ile kullanilanid solusyonu gagidaki gibi

hazirlandi:
Lysozyme (5000 units Ml)..........coooveiieieiii e 0,5 ml
Lysostaphin (500 UNItS M. ....coovmmeeeee el 0,5 ml
EDTA (0,5 M) oveoeeoe e, 0,2 ml
THS (LM e e e e 0,1 ml
DIStIE SU...cei i 8,7 mi

(CDS 2009).
2. 1. 2. 3. Antibiyotik Diskleri

Metisilin direncinin belirlenmesinde sefoksitin (@&, Fox, 3Qg) diskinden,
stafilokok ve mikrokok ayriminin yapilmasinda isastrasin (Oxoid, B, 0,04U/ml)

diskinden yararlanildi.

2. 1. 3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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2.1. 3. 1. Kullanilan Cihazlar

PCR 96 o6rnek kapasiteli Eppendorf MasterCycler kasle termal donguleme
cihazinda gercekgarilmi stir.

2. 1. 3. 2. MgC}, Tag DNA Polymerase, 10X Taq Buffer, ANTP Set

25 mM MgCh, Taqg DNA polimeraz (5U), 10X Taq Buffer (100 mMr{§HCI, pH
8,3,500 mM KCI) 100mM deoksinukleotid trifosfat (ANTBgt (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) (Fermentas) kullanilgtir.

2.1. 3. 3. Primerler

Metisilin direncli stafilokok sglarinin belirlenmesinde kullanilan primerler,
dizileri, amplikon buyuklukleri ve primerlerin alizi kaynaklar Cizelge 2. 1.de

gosterilmitir.

Cizelge 2. 1.Tripleks PCR’da kullanilan primerler, dizileri, atrkon buyuklikleri

ve kaynak
Amplikon Kaynak
Primer Dizi (5'-3") buyukltgi
(bp)
16S20 AGA GTT TGATCC TGG CTC AG 1371 Sghir ve ark. 199§,
1651390 GAC GGG CGG TGT GTAAA Suau ve ark. 1999
nuc F1 GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 279 Kim ve ark. 2001
nuc R1 AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC
MECA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG 162 Oliveira ve ark. 2001
MECA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG

SCAQmectipi belirlenmesinde kullanilan primerler ve ankpln uzunluklari Cizelge

2. 2.’de verilmitir.
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Cizelge 2. 2. SCQmec tipi belirlenmesinde kullanilan primerler dizilien,

amplikon bayuklukleri ve SCQecTipi

Primer Dizi (5'-3") Amplikon SCCmec Tipi
buyuklugu (bp)

CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG

CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC 495 I

KDP F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC

KDP R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG 284 Il

MECI P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC

MECI P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC 209 I, 1l

DCS F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC

DCSR1 CTAAATCATAGCCATGACCG 342 L1,V

RIF4 F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG

RIF4 R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC 243 11

RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG

RIF5 R13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC 414 11

I1S431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG

pUB110 R1 GAGCCATAAACACCAATAGCC 381 IA

I1S431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG

pT181 R1 GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC 303 A

MECA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG

MECA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG 162 mecpozitif

Type V-F GAACATTGTTACTTAAATGAGCG

Type V-R TGAAAGTTGTACCCTTGACACC 325 \Y

mecl-F CCCTTTTTATACAATCTCGTT

mecl-R ATATCATCTGCAGAATGGG 146 Class Amec

cCrAB-p2 ATTGCCTTGATAATAGCCTCT

cCrAB-o2 AACCTATATCATCAATCAGTACG 700 Tip 1 ccr

cCrAB-a3 TAAAGGCATCAATGCACAAACAC 1000 Tip 2 cer

ccrAB-o4 AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT 1600 Tip 3cer

2. 1. 4. Elektroforez Cihazi

Elektroforez §lemi Thermo marka, 80 kuyucuk kapasiteli elektrefotankinda,

goruntilemeglemi Vilber Lourmat marka goruntileme cihazindaggétestirildi.

2. 1. 4. 1. Agarose Jel Hazirlagi

AQarose (SIgMa) ....ovvieiieiieie e e e
TBE (0,5X) enuittitiieie it et e e e e e e

15gveya2g
100 ml

Buffer, sise icerisindeki agarozun Uzerine ilave edilip, &anidi ve mikrodalga
finnda yaklaik 3-5 dk. kaynatilan kaim, 40-50°C’ye kadar gotuldu. Halen sivi halde
olan kargim, jel kalibinin icerisine yagaa, kabarcik birakmayacalekilde dokuldu ve
icerisine yukleme kuyucuklarini afwracak olan taraklar yesrilerek, 15-20 dakika oda
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Isisinda sgumaya birakildi. Sgutulan jel, kaliptan cikarilarak, elektroforez tark
dikkatlice yerlatiridi.

2.1.4.2. Marker

Marker olarak 100 bp lik DNA ladder ve Pstl enziitd kesilmks lambda faj
DNA'’sI (Fermentas) kullanildi.

2. 1. 4. 3. Pstl Enzimille Kesilmis Lambda Faj DNA’sinin Hazirlanisi

30 ulA DNA (Fermentas)

30 ul 10x Buffer

4 ul Pstl enzimi (Fermentas)
236 pl enjeksiyonluk distile su

Bir saat 37°C’de bekledikten sonra 30 pl loading éklenmgtir. Her elektroforez
reaksiyonu icin 7 pl kullanildi (Anderesson 2009).

2. 1. 4. 4. Etidyum Bromdr

Elektroforez gleminden sonra goérunttleme icin jelin boyanmasi8dgana marka
%2’'lik Ethidium Bromur 500 ml 0,5x TBE igerisine @QOul miktarinda eklenerek

kullanildi.
2. 1. 4.5. Standart Sslar

Tam testlerde kalite kontrol slari olan metisilin duyarlStaphylococcus aureus
ATCC 29213 ve metisilin diren¢k. aureudN315 (SCanecTip Il) swlari kontrol olarak

kullanildi.
2. 2. YOntem
2. 2. 1. Orneklerin Alinmasi

2. 2. 1. 1. Satler:Her sut orngi alinirken, meme lygar su ve stnger yardimi ile
temizlenip kurulandi ve  %70’lik alkol ile silindEller sabunla yikandiktan sonra sonra
eldiven giyilip meme bandaki saprofit bakterileri uzalkdarmak icin ilk birka¢ ml sit

atildi (Batan 2002). Steril enjektorler icine 5 ml alindi.

52



2. 2. 1. 2. Burun Sivap:Sdruntiler her iki taraf burun konkasinin 1/3'lUkR 6
kismindan serum fizyolojikle islatiljsteril pamuk ektvyonlarla ga ve sola birkag kez

cevirmek suretiyle alinarak Stuart Transport Medaukonuldu.

Alinan tim 6rnekler sauk zincir altinda Adnan Menderes Universitesi Vieter
Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Tghis Laboratuvarina ayni gun getirilip
laboratuvar cagmalarina bgandi. incelemesi yapilan tim @r ve insan materyalleri

hayvan sahipleri bilgilendirilip, izin alinarak temedidi.
2. 2. 2. Stafikokizolasyonu

Laboratuvara getirilen o6rneklerden stafilokoklarsaf olarak elde edilmesi
amaclanngtir. Bunun icin, burun sivap drnekleri dnce %7,8uulr SB’a ekilip 37C’de 24
saat inkube edilngj buradan MSA’a; siut Ornekleri ise gtadan MSA’a ekilmgtir.
MSA'da 24-48 saatlik inklibasyon sonunda Ureyen ilskak sularl, fenotipik
Ozelliklerinin incelenebilmesi i¢in kanl agara pgandi. Stafilokok sglarinin morfolojik
ve biyokimyasal oOzellikleri standart laboratuvatemleri uygulanarak gercekigrildi
(Murray 2003).

2. 2. 2. 1. Stafilokok Sslarinin Fenotipik identifikasyonu

2.2.2. 1. 1. Katalaz TestiBu test i¢in besiyerinde ureyen kolonilerden stérié
ile alinip temiz bir lam Gzerine aktarildiktan saniizerine 1-2 damla %3’luk .8,
damlatildi. Katalaz enzimi ofturan bakteriler BO,'i su ve oksijene aystirdig! icin
ortamdaki oksijen ciki kabarcik olgumu ile belirlendi. Bu nedenle test sonucu
kabarciklar meydana gefginde katalaz pozitif, kabarciklar glmadginda ise katalaz
negatif olarak dgerlendiridi. Streptococcusspp. katalaz negatif,Micrococcaceae

familyasindakiMicrococcusspp. veStaphylococcuspp. ise pozitifdir.

2. 2. 2. 1. 2. Basitrasin Duyarllik TestiKatalaz pozitif mikroskobik olarak Gram
pozitif kok gorinumindeki mikroorganizmalsticrococcaceagyrubunda kabul edildi. Bu
suslardan tek bir koloni TSB'da Uretildikten sonra MHAekim yapilmg ve ekim
bdlgesinin Gizerine basitrasin diski yatlaldi. 37°C’de 18—24 saat inkibe edildikten sonra

basitrasine direncli slar Staphylococcuspp. olarak ayrildi (Koneman ve ark 1997).
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2. 2. 2. 1. 3. Koagulaz TestiCalismada, kullanilan bakterilerin koagulaz testleri
tupte gerceklgirildi. Bunun icin incelenecek koloni , icerisiad),8 ml serum fizyolojik
ve 0,2 ml EDTA’ll tawan plazmasi (Bactident Coagulase, 1.13306.0001 KYiédunan
bir tipe ekildi. 37°C’deki benmaride birakilarak 2, 4, 8 ve 24. saatlerde pihtinin
olusmasi gozlemlenmgiir. Koagulaz enzimine sahip turlerin kan plazmashkoagtile
etmesi sonucunda test tlpinde katla meydana gelirse, test sonucu koagulaz pozitif
stafilokok (KPS), katilgma meydana gelmiyorsa koagulaz negatif stafilokdkg) olarak
degerlendirildi.

Elde edilen tim KPS ve KNS gari daha sonra kullaniimak tzere, %20 gliserinli
BHIB icerisinde -80C’de saklandi.

2.2.2.1. 3. 4. Metisilin Direncli Stafilokok Ssiarinin Belirlenmesi

izole edilen stafilokok sgarinin metisilin direncleri sefoksitin diski kuhdarak
Kirby-Bauer disk diffizyon yontemine (Bauer 196&)rg MHA kullanilarak belirlendi.
Bunun icin izole edilen slar %7 koyun kanli agar besi yerine pasajlanip, s24t
inkiibasyona birakildi. Elde edilen yeni kiltirlendESB besiyerlerine 0,5 McFarland'a
(1% bakteri/ml) uygun suispansiyonlar hazirlandi. Hekté turii icin ayri hazirlanan
suspansiyonlardan 15 dakika icinde steril ektvyennokulum teknge uygun olarak 25
ml steril MHA’a yayilarak ekimleri yapildi. Ekim y@yinin kurumasi igin oda i1sisinda 10-
15 dak. beklendikten sonra antibiyotik diski ucevalen gecirilmi olan pensle besi yerine
yerlestirildi. 37°C’'de 18 saat inkibe edilen garin inhibisyon zon caplari 6lgulerek;
sonugclar duyarh (S) orta derecede duyarl (I) vergtli (R) olarak yorumlandi. Zon c¢a$i
aureusicin 19 mm, dger stafilokoklar icin 24 mm’den kugcuk veyaiteolan suslar MRS
olarak belirlendi (CLSI 2006).

2. 2. 2. 2. Stafilokok Sslarinin Genotipik Identifikasyonu

Tum stafilokok ssglarinin 16S rRNA,nuc ve med@ genleri spesifik primerler
kullanilarak PCR ile ggaltiimistir. PCR icin 6ncelikle MRS su olan kromozomal DNA
ekstraksiyonu gercekerilmi stir.
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2.2.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Stafilokok suslarindan DNA ektraksiyonsiemi asagidaki gibi yapiimgtir (CDS
2007).

1. Kanli agarda saf Uretilen taze kiltirden bir dodusu alinarak 100 pl lizis

solusyonu icerisinde suspanse edildi.

2. Suspansiyonlar 37°C 30 dak inktbe edildi.

3. Thermal blokda 95°C’de 10 dak bekletildi.

4. Tupler buz Uzerine alindi. 1 ml phenol/chlorafoisoamyl alcohol (25:24:1)

ilave edildikten sonra iyice katirildi.

5. 13 000 rpm’de 30 dakika santriftij edildi.

6. Ustte toplanan bulutsu tabakakebir ependorf tipine alindiktan sonra tizerine

soguk 1 ml ethanol eklendi.

7. -20°C’de yarim saat beklendikten sonra 13 000 rpm’dd&fka santriftij edildi.

8. Ust sivi atildiktan sonra pelet etiivde kurutulina sonra tzerine 50 pl steril
distile su eklenerek PCR’da kullanildi.

2.2.2.2.2. PCR
2.2.2.2.2.1. Sekans Analit¢in 16S rRNA Geni Amplifikasyonu

Metisilin direcine sahip tum stafilokok garinin 16S fragmani 6ncelikle tniversal
primerler ile ¢galtildiktan sonra sekans analizi sonrasinda tumayyapildi. Universal
primerler olarak, tim bakterilerden 16S fragmangugaltmaya yarayan primerler
kullanildi. Bu primerlerle 16S rRNA icin yakdk olarak 1600 bazlik genin buyik kismi
cogaltildi ve sekans analizine tabi tutularak gen lankle kagilastirma sonrasinda tur

ayrimi yapildi.
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Bir 6rnek icin PCR amplifikasyonu 30 pl toplam hade, son konsantrasyon 10X
Taq enzimi tampon ¢oOzeltisi 1X, magnesium klortig®h) 2 mM, dNTP 0,2 mM, primer
(her biri icin) 0,4 pmol, Tag DNA polymerase 1,5dlhcaksekilde gerceklgtirilmi stir.
Kullanilan malzemeler ve volumler Cizelge 2. 3.laidirtiimistir.

Cizelge 2. 3.Mastermiksin hazirlanma oranlari

Malzeme (Ticari) Istenen Son Konsantrasyon 10 drnek (pl) 60 drnek (ul
Buffer (10X) 1X 30 180
MgCl, (25mM) 2mM 24 144
dNTP (10mM) 0,2 mM 6 36
Primer - F (100 pmol) 0,4 pmol 1,2 7,2
Primer - R (100 pmol) 0,4 pmol 1,2 7,2
Taq Polimeraz (5U) 0,3 pl /50 pl 1,8 10,8
dH,O Son Volime Tamamlanir 235,8 1414,8
TOPLAM 300 1800

Mastermiks hazirlandiktan sonra 0,2 mL'lik taplegrnek adedi kadar
numaralandirilip, iclerine 28’er pl hazirlanilansteamiksden ilave edilrgtir. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA'dan gr pl alinip, ilgili tiplerin icerine eklenmive gizlari
sikica kapatilngtir. Hazirlanan tupler daha sonra termal déngulemazlarina yuklenip,
programlanmytir. Program 94°C’da 10 dakikalik 6n denatirasytakiben 35 siklus 94°C
1 dakika, 50°C 1 dakika ve 72°C 1 dakikada tamathlkdan sonra, 72°C’de 5 dakika ile
sona erdirilmgtir (Cizelge 2. 4.).

Cizelge 2. 4.PCR glemine ait 1s1l déngu ve sure diyagrami

Basamak Doéngl Sayisi Sicaklik Siresi
Baslangi¢ Denatlrasyon 1 94°C 10 dk
Denatlirasyon 94°C 1dk
Baglanma 35 50°C 1 dk
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 1 72°C 5 dk

Elde edilen amplikonlar sekans analizleri igcin 9Gykcuklu pleyt icerisinde
Macrogen (Macrogen Inc.,21001 World Meridian Vent@enter, #60-24, Gasan-dong,
Geumchun-gu, Seoul, 153-781, Korea) firmasina gdlddeFirma saflgtirmayi takiben
ABI Primse cihazi ile sekans analizini gerceliteli. Elde edilen sekanslar gen bankasi ile
kargilastirildi. Bu amacla National Center of Biotechnologpformation’in web
sayfasindaki (http://www.ncbi.nim.nih.gov) NucletgiNucleotide BLAST programi
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kullanildi. Bakterilerin 16S rRNA sekansina dayablekuler identifikasyonunda yapilan
tum islemler gagida sematize edildi. Sekans analizi sonucunda KNSlasunin tir
dizeyinde identifikasyonlari gercekieilirken; KPS sylarinin identifikasyonlari da
dogrulandi. Tum testlerde kalite kontrol sgar1 olan metisilin duyarliStaphylococcus
aureusATCC 29213 ve metisilin dirench. aureudN315 (SCanecTip II) suslari kontrol
olarak kullanildi. Metisilin direncli oldgu belirlenen 59 stafilokok suna sekans analizi
yapildi. Bakterilerin 16S rRNA sekansina dayall ekdler identifikasyonunun yamii
Sekil 2. 1.’de gosterilngiir.

/| DNA Ekstraksiyonu

.

N

GEN BANKASI iLE

KARSILASTIRMA SEKANS

.......

N

Sekil 2. 1.Bakterilerin 16S rRNA sekansina dayali molekuleniafikasyonu
2.2.2.2.2.2. Tripleks PCR

Fenotipik olarak disk diffuzyon testi ile metisiltirencli olarak bulunan stafilokok
swlart ile S. aureus swlarini  birbirlerinden ayirabilmek amaci ile tripekPCR
gerceklatiridi. Elde edilen sonuclar ayni zamanda sekanalianile de dgrulandi.
Tripleks PCRda metisilin direnci i¢in spesifike@ geni, S. aureusgin spesifiknuc geni
ve tim bakterilerin 16S rRNA genini galtan 16S Universal primerleri kullanilarak MRSA
swlar ve diger MRS belirlendi. Tripleks PCR metisilin direngliarak bildirilen 59 sg
icin uygulandi.

Bir 6rnek icin PCR amplifikasyonu 50 ul toplam hade, son konsantrasyon 10X
Taq enzimi tampon ¢o6zeltisi 1X, MgC2 mM, dNTP 0,4 mM, primer (her biri i¢in) 0,4
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pmol, Taq DNA polymerase 3 U olacgékilde gerceklgirilmistir. Kullanilan malzemeler
ve miktarlari gagidaki Cizelge 2. 5.’de belirtilngtir.

Cizelge 2. 5. Mastermiksin hazirlanma oranlari

Malzeme (Ticari) Istenen Son Konsantrasyon 10 6rnek (pl) 60 ornek (ul
Buffer (10X) 1X 50 300
MgCl, (25mM) 2mM 40 240
dNTP (10mM) 0,2 mM 20 120
16S Primer - F (100 pmol) | 0,4 pmol 1,2 7,2
16S Primer - R (100 pmol) | 0,4 pmol 1,2 7,2
mec Primer - F (100 pmol) | 0,4 pmol 1,2 7,2
mc Primer - R (100 pmol) 0,4 pmol 1,2 7,2
nuc Primer - F (100 pmol) 0,4 pmol 1,2 7,2
nuc Primer - R (100 pmol) | 0,4 pmol 1,2 7,2
Taq Polimeraz (5U) 0,6 pl /50 pl 3,6 21,6
dH,O Son Volime Tamamlanir 379,2 1075,2
TOPLAM 500 1800

Mastermiks hazirlandiktan sonra ardindan 0,2 mLiiibler, 6érnek adedi kadar
numaralandirilip, iclerine 4gar pl hazirlanilan mastermiksden ilave edildi. Dabara,
ekstraksiyonu yapilan DNA'dan 4’er pl alinip, ilgitiplerin icerine eklenngive gizlari
sikica kapatildi. Hazirlanan tupler daha sonra aérddongileme cihazlarina yiklenip,
programlandi. Program 94°C’da 10 dakikalik denatywau takiben 35 siklus 94°C 1
dakika, 50°C 1 dakika ve 72°C 1 dakikada tamamlaadisonra, 72°C’de 10 dakika ile
sona erdirildi (Cizelge 2. 6.).

Cizelge 2. 6 PCR glemine ait 1sil déngu ve sire diyagrami

Basamak Dongl Sayisi Sicakhk Siresi
Baglangi¢c Denatirasyon 1 94°C 10 dk
Denatlirasyon 94°C 1dk
Baglanma 35 50°C 1 dk
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 1 72°C 10 dk

2.2.2.2.2. 3. SCRec Multipleks PCR

PCR icin oncelikle SC@ecprimer miski hazirlandi: KDP F1, KDP R1, RIF4 F3
ve RIF4 R9 primerleri 200 nM; CIF2F2, CIF2 R2, MER2, MECI P3, RIF5 F10, RIF5
R13, pUB110 R1 ve pT181R1 primerleri 400 nM; DCS BES R1, MECA P4, MECA
P7 ve 1S431 P4 primerleri de 800 nM konsantrasyootiecak sekilde kullanildi.

Mastermiksin her 50 pl'si icin bu primer miskindeh ul ilave edilerek PCR
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gerceklatirildi (Oliveira ve De Lencastre 2002). Multiplel®CR metisilin direncli oldgu

belirlenen 59 sgun hepsine uygulandi.

Bir 6rnek icin PCR amplifikasyonu 30 pul toplam hade, son konsantrasyon 10X
Taq enzimi tampon ¢ozeltisi 1X, MgC2 mM, dNTP 0,2 mM, master miskin her 50 pl’si
icin 1 pl SCGQGnec primer miksi, Taq DNA polymerase 1,5 U olacalkekilde
gerceklatirildi. Kullanilan malzemeler ve miktarlar sagidaki Cizelge 2. 7.de
belirtilmistir.

Cizelge 2. 7Mastermiksin hazirlanma oranlari

Malzeme (Ticari) Istenen Son Konsantrasyon 10 ornek (ul) 60 drnek (ul
Buffer (10X) 1X 30 180
MgCl, (25mM) 2mM 24 144
dNTP (10mM) 0,2 mM 6 36
SCCmec primer miks 1 pl/50 pl 6 36
Taq Polimeraz (5U) 0,3 pl /50 pl 1,8 10,8
dH,O Son Volime Tamamlanir 232,2 1393,2
TOPLAM 300 1800

Mastermiks hazirlandiktan sonra 0,2 mL'lik taplegrnek adedi kadar
numaralandirilip, iclerine 28’er pl hazirlanilan steamiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA'dan gr pl alinip, ilgili tiplerin icerine eklenmive gizlari
sikica kapatildi. Hazirlanan tupler daha sonra derdongileme cihazlarina yiklenip,
programlandi. Program 94°C’da 4 dkslaagi¢c denatlrasyonu takiben 30 siklus 94°C 30
sn, 53°C 30 sn ve 72°C 1 dk'da tamamlandiktan sor2aC’'de 5 dk ile sona erdirildi
(Cizelge 2. 8.).

Cizelge 2. 8.PCR glemine ait 1s1l déngu ve sure diyagrami

Basamak Doéngl Sayisi Sicakhk| Siresi
Baslangi¢ Denatlirasyon 1 94°C 4 dk
Denatirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 30 53°C 30 sn
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 1 72°C 5 dk

Oliveira ve Lancestre’nin (2002) bildirgli multipleks PCR yontemi kullanilarak
SCQmecTipl, II, Il ve 1V tespiti yapildi.
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med geni pozitif bulundugu halde multipleks PCR ilanb gézlenmeyen bir su
Zhang ve ark.’nin (2005) bildirdikleri SG@=cTip V primerleri kullanilarak SC@ectipi
bir kez daha kontrol edildi. Ayrica yine Zhang vek.ain (2005) bildirdikleri mec
kompleks (class A) vecr kompleks (A2B2) primerleri kullanilarak pozitif ktrol olarak
kullanilan S. aureusN315 (SC@nec Tip Il) swunun hem SC@ec Tip Il olarak
tiplendirilen birS. epidermidisusu hem de dgrulugu kontrol edildi.

2. 2. 2. 2. 3. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yiklenmesi

6x loading dye boyasindan pipetin ucuna 1 pl katlarp, daha sonra elde edilen 5
pl PCR drunleriyle kagtirildi. Olusturulan kargimdan 6 pl alinarak, jeldeki uygun
pozisyondaki kuyucga yiklendi.

2.2.2.2. 4. Yurutme

Hazirlanmg olan jele, istenilen drnekler ve markerlarin yikési yapildiktan
sonra, elektroforez tankinin kapakapatilip, elektrotlar uygun pozisyonlaraglzamarak,
100 voltluk akimda 30 dakika yarttaldd.

2.2.2.2.5. Goruntileme

Otuz dakikalik elektroforez siresinin ardindan etdden jel, dikkatli birsekilde
etidyum bromirde 15 dakika boyanmaya birakitmi Sire sonunda boyanan jel,
bilgisayara bgli durumdaki transilluminator cihazindaki odgaiyerlatirilerek, UV 1518l
altinda fotgraflanip, dgerlendirildi.

2. 2. 2. 2. 6. Goruntileme Sonrasinda @erlendirme

Tripleks PCR’da 16S Universal primerleri icin 13, nucprimerleri icin 279 bp,
med primerleri i¢in 162 bp uzunigunda bant arandi.

SCQmectip tayini icin gerceklgtirilen multipleks PCR’da deerlendirme Oliveira
ve deLancestre (2002)’'a Cizelge 2. 2.’de belirgildjibi yapildi. Buna gére timmecgeni
pozitif sular 162 bp uzunlgunda bant olgturdu. Tip | (342, 381 ve 495 bp); tip Il (209,
284 ve 342 bp); tip Il (209, 243, 303 ve 414 b wp IV (342 bp bant okiuran
amplikonlar) SC@ectipine sahip sglar tespit edildimed geni pozitif olup multipleks
PCR ile tiplendirilemeyen bir sizhang ve ark. (2005) tarafindan bildirilen SG€:Tip V
primerleri ile 325 bp uzunfunda bant olgturdu ve Tip V olarak dgerlendirildi.
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3. BULGULAR

3. 1.izolasyon

3. 1. 1. Sutler:Calismada 15gletmeden 129 inge ait 516 meme lobunun subklinik
mastitis yoninden CMT ile kontrol edilmesi sonucar@MT pozitif reaksiyon (1+, 2+,
3+) 56 inge ait 145 sut orrgnde subklinik mastitis saptandi. Gahada incelenen
ineklerde subklinik mastitis orani %43,4 (56/128)jtlerde %28,1 (145/516) olarak
belirlendi (Cizelge 3. 1.).

Subklinik mastitisli 56 inge ait 145 situn incelenmesi sonucunda 39 inektearal
90 sutten stafilokok izolasyonu vyapildi. Galada subklinik mastitisli ineklerin
%69,4’tinden (39/56) ve slitlerin %62,0 (90/145)iktabk izolasyonu yapildi.

3. 1. 2. Burun Sivaplari:Otuz dért insan ve 56 inek olmak tzere toplam &gah

sivap 6rnginin hepsinden stafilokok izolasyonu yapildi.
3. 2. Metisilin Direnci
3. 2. 1. Sut Kokenli Stafilokoklarda

Calismada stafilokok izolasyonu yapilan 39 geeait 90 sit 6rngnin incelenmesi
sonucunda 14 i ait 21 sit 6rngnde MRS ssu belirlenmitir. Ineklerin %35,6 (14/39)
ve sutlerin %23,3 (21/90) metisilin direncli stakbk varlgl tespit edildi. Sitlerden izole

edilen metisilin direncli izolatlarin gdimi Cizelge 3. 1.’de verilnstir.
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Cizelge 3. 1Siitlerden izole edilen metisilin direncli izolatiadagsilimi

Isletme Bilgileri Sit Sgircili g1 isletmeleri Toplam
Kiicuk Olgekli Orta Olgekli

Fiziksel muayene yapilan

isletme/inek sayisi 9/66 6/63 15/129

CMT pozitif inek/

Meme lobu sayilari 36/94 20/51 56/145

CMT pozitif inek /stit% 54,5/30,2 31,7/26,0 43,4/28,1

Stafilokok izole edilen

inek/Sut 6rnegi sayisi 27/64 12/26 39/90

MRS izole edilen inek/sut

sayisl 11/15 3/6 14R1

3. 2. 2. Burun Kokenli Stafilokoklarda

3. 2. 2. 1.insanlarda

Otuzdoért insandan 36 stafilokok ssuizole edilirken, bunlardan 18 bireye ait 20
stafilokok sgunda metisilin direnci tespit edildincelenen bireylerin %52,9’'unda (18/34)
nazal talyicihgt MRS belirlendi. Cabmada nazal sivap alinan 5 Veteriner Hekim’in 1

tanesinden MRS su izolasyonu yapilamaz iken; 4 tanesindengizoie edildi.
3.2.2.2. SYrlarda

Elli alti sigir burun sivabinin hepsinden bir stafilokolksisuizole edildi. Sgirlarda
nazal taiyicilik orani %32,1 (18/56) olarak Dbelirlergtii. Cizelge 3. 2.’de burun

sivaplarindan izole edilen MRS ghmi verilmistir.

Cizelge 3. 2Burun sivaplarindan izole edilen MRSgdani

Tur Alinan Burun izole edilen Nazal
Sivap Sayisl Stafilokok Sayisi MRS/birey sayisi | Taslyicilik
%

Bakicl 29 29 14/14
. 52,9
insan Vet. Hekim 5 6 6/4
inek 56 56 18/18 32,1
TOPLAM 90 91 38/36 40,0

Calsmada 28 inekten toplam 39 (21 sit, 18 burun siv&8Nkzolasyonu yapilngtir.
Bu ineklerden 14 tanesinin yalnizca burnundanabgginin yalnizca sitiinden, 3 tanesinin

hem sutinden hem burnundan MRS izolasyonu yagiimiCizelge 3. 4.).
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Metisilin direncli ve metisilin duyarl birer stédkok swunun disk disk diftizyon
yontem ile gorinimua Resim 3. 1.’de gdsteriitni

Cox FOX

Resim 3. 1 Metisilin duyarli ve direngli birer stafilokok su

Mannitol Salt Agarda Ureyen mannitol fermentasypoaitif ve negatif birer suun

koloni goérinumleri Resim 3. 2'de gosterikti.

Resim 3. 2. MSAda mannitol pozitif $. aureus 1) ve mannitol negatifS.

chromogenesy).

3.3. PCR

3. 3. 1. 16S rRNA PCR

16S universal primerleri kullanilarak yapilan PC&'@i371 bp uzuniunda bant
goralmistar (Resim 3. 3.).
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Resim 3. 3.16S primerleri kullanilarak gercektgilen PCR. 1-7: Stafilokok
izolatlari, 8: Negatif Kontrol (DNA’siz master miksd: Pozitif Kontrol . aureusN315
swu), M:  Pstl enzimi ile kesilngilambda faj DNA'sI

Sekans analizi sonucunda 47 KNSswswn tir dizeyinde identifikasyonlari
gerceklatirilirken; 12 KPS sglarinin identifikasyonlari da sekans analizleri re@mnda
dogrulandi (Cizelge 3. 3.).

Cizelge 3. 3.Identifiye edilen stafilokok tirlerinin gaimi

Tar Say!i %
S. haemolyticus 18 30,50
S. epidermidis 17 28,80
S. aureus 12 20,30
S. xylosus 4 6,70
S. cohnii 3 5,10
S. equorum 1 1,72
S. sciuri 1 1,72
S. succinus 1 1,72
S. pseudointermedius 1 1,72
S. saprophyticus 1 1,72
Toplam 59 100,0

Cizelge 3. 3.’de de gorulgu gibi toplam 59 suve 10 stafilokok tir izolasyonu
gerceklatirilmistir. izole edilen toplam 59Staphylococcussusu. igerisinde 18S.
haemolyticus(% 30,5 ), 17S. epidermidig%28,8)12 S. aureus(%20,3) 4 S. xylosus
(%6,7 ), 3S. cohnii(%5,1), birer tane de (%1,B. equorum,S. sciuri, S. succinus.
pseudointermediuge S. saprophyticugentifiye edilmgtir. Sekil 3. 1.’de identifiye edilen
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stafilokok turlerinin gletmelere gore dalimi, Sekil 3. 2.’de stafilokok turlerine gére siit,

insan ve burun sivaplarininglami verilmistir.

1 vo v o vE VIEVIHE X X X X

S. saprophyticus
S. pseudointermedius
S. equorum
S.scruri
M S. succinus
B S. cohnii
M S.xysilosus
M S. epidermidis
B S. haemolyticus

B S aureus

Sekil 3. 1.1dentifiye edilen stafilokok tiirlerininsietmelere gére dalimi

20

18
16 -
14 ~
12
10

O insan Burun
® inek Burun
@ inek St

oON DO
|

T T xixix'_'x'_lxl_lx'_'x'_l
. QO

o
&

Sekil 3. 2. Stafilokok tlrlerine gére materyallerin glami

3. 3. 2.Tripleks PCR

Fenotipik olarak metisilin direncli olarak belirlen 59 stafilokok izolati 16SrRNA,

med ve nuc genlerinin birlikte dgerlendirilebilmesi amaci

ile tripleks PCR

gerceklatirildi. Buna gére metisilin direncli tum slar genotipik olarak da goulanmsgtir.
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500 bp
400 bp

300 bp
200 bp
100 bp

Resim 3. 4.Tripleks PCR1: Marker (Pstl enzimi ile kesilmilambda faj DNA'sI)
2: Staphylococcuspp., 16S rRNA 1371 bp pozit#: Staphylococcuspp. (16S rRNA
1371 bp pozitif ) venecpozitif (162 bp)4: 16S rRNA 1371 bp pozitif vauc pozitif (279
bp) S. aureuswu 5: 16S rRNA 1371 bp pozitithecpozitif (162 bp) venuc pozitif (279
bp) S. aureusswsu 6: mecPCR Negatif Kontrol (MSSS. aureusATCC 29213)7: mec
PCR Pozitif Kontrol (MRSS. aureusN315 sygu), 8: Marker(100 bp DNA ladder)

3. 3. 3. Multipleks PCR

MRS suylart multipleks PCR ile SCW@ec tipleri belirlenmi (Oliviera ve de
Lencastre 2002) ve Resim 3. 7. toplu, Resim 3a8sd 6zet olarak sunulrtur.
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Resim 3. 5.Tum sylarin SCQ@nectiplerinin toplu gérinuma M: Marker: 100 bp DNA
ladder, 6,10 no’lu suSCGQmectip Il (284 bp, 342 bp); 1, 2, 3, 7, 18, 21, 28, 20, 35, 36,
40, 41, 44, 59 no’lu siar SCGnectip Il (243 bp, 414 bp); 9, 22, 24, 27, S@Ectip Il
(209 bp); 8, 14, 15, 16, 31, 32, 33, 34, 37, 3848547, 48, 49, 50, 55, 56, 57 no’ly;lsm
SCQmectip 11l (209 bp, 243 bp); 4, 5, 11, 12, 13, 17, 29, 23, 26, 39, 42, 43, 51, 52, 53,
54, 58 no’lu sglar SCGnectip 1V (342 bp); 28 SC@ectip belirlenemedi (166 bp).
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Resim 3. 6.SCOmecTipleri M: Marker: 100 bp DNA ladded,: SCQnectip Il
(284 bp, 342 bp; 10 nolu gy 2: SCAnectip 11l (209 bp, 243 bp; 8 nolu sy 3: SCAnec
tip Il (243 bp, 414 bp; 1 nolu sy 4. SCQmectip IV (342 bp; 4 nolu &4); 5: SCAnectipi
belirlenemedi (166 bp; 28 nolugu6: Pozitif Kontrol SCGnectip 1l (284 bp, 342 bpsS.
aureusN315 syu);

SCQmectipi multipleks PCR ile belirlenemeyen 28 n@uepidermidisuu Zhang
ve ark. tarafindan bildirilen SGecTip V primerleri kullanilarak gercekdérilen PCR’da
325 bp uzunlgunda bant gortntilengliicin SCQOmecTip V olarak tiplendirildi (Resim 3.
7).

Resim 3. 7. M:Marker. 100 bp DNA ladderl: SCQnecTip V (325 bp, 28 nolu
sus)

SCQmectipi multipleks PCR ile Tip Il olarak belirlenen Ifiolu S. epidermidis
swu ve pozitif kontrol sgu olanS. aureusN315 syu Zhang ve ark. tarafindan bildirilen
meckompleks (class A) vecr kompleks (A2B2) primerlerkullanilarak gercekigirilen
PCR ile SCnecTip Il olduklari tekrar dgrulandi.
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Resim 3. 8.meckompleks (1, 2) ve ccr kompleks (3, 4) primerleri kullanilarak
gerceklgtirilen PCR goéruntulerM: Marker. 100 bp DNA ladderl: SCQnecTip Il (146
bp, 10 nolu sg) 2: Pozitif kontrol (146 bpS. aureudN315);3: SCGnecTip I (1000 bp,
10 nolu sy), 4: Pozitif kontrol (1000 bp,S. aureusN315).

Tim MRS syglarinin SCOmectiplerinin bakteri tirlerine gére @dimi Sekil 3. 3
ve Cizelge 3. 4."de gOsterilgtir.

@ SCCmecTipl
m SCCmecTip2
O SCCmecTip3
O SCCmecTip4
B SCCmecTip5

Sekil 3. 3. Tum izolatlarin SC@ectiplerinin dagsilimi

Cizelge 3. 4Tum MRS sglarininSCQOmectiplerinin dgilimi

SCC Top S. S. S. S. S. S. S. S. S. S.

mec lam haemolyti | epidermi aureus xylo ohnii equor sciuri succin | pseudointer | saproph

Tip cus dis sus um us medius yticus
(n=59) | (n=18) (n=17) (n=12) (n=4) (n=3) (n=1) (n=1) (n=1) (n=1) (n=1)

| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

I 2 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0

1] 38 16 7 9 3 1 1 0 0 0 1

v 18 2 8 2 1 2 0 1 1 1 0

\ 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tum MRS sglarinin SC@nectiplerinin isletmelere gére dalimi Cizelge 3. 5.'de
gosterilmitir.

Cizelge 3. 5isletmelere gore tim verilerin toplu sunumu

| ' Materyal | Sekans Sonucu | SCeec Tipi
| 1.ISLETME

1 its ~ S. haemolyticds il
2. i1s ~ S. haemolyticifs o
| 3. i2s | S. epidermidis L
4, i3Bs ~ S. haemolyticu's Y
| 5. ' B1BS | S. succinus 1Y
| 6. ' B2BS - S. aureu$ il
| 2.iISLETME |
7. "ias ~ S. haemolyticds il
8. ias ~ S. haemolyticds il
9. | i5S | Braureus i
| 10. | i5S | S. epidermidfs ]
|11 ' i4BS ~ S. xylosus 1Y
12 ' i5BS ~ S. cohnit Y
| 13. ' B3BS ~ S. cohnff Y
| 3.ISLETME

14, i6S ~ S. haemolyticds al
| 15, i6s ~ S. haemolyticus il
' 16. i7s ~ S. haemolyticds al
| 17. i8S | S. epidermidi$ 1Y
18 i8S ~ S. haemolyticds al
19 | i9BS ~ S. haemolyticd$ Y
| 20. ' i10BS | S. epidermidis 1Y
| 4.ISLETME

| 21. ‘i11s ~ S. haemolyticd$ i
| 22. ' B4BS | S. epidermidrs L
| 5.iISLETME

| 23. i12s | S. epidermidis 1Y
| 24. ' i13BS | S. epidermidis 1l
| 25. ' B5BS ~ S. haemolyticd8 i
| 26. ' B6BS | S. epidermidfs Y
| 6.ISLETME |

| 27. i14s ~ S. haemolyticd$ i
| 28. ' i15BS | S. epidermidis9 Y
| 29. ' B7BS ~ S. haemolyticd$ i
| 30. ' B8 BS ~ S. haemolyticd$ i
| 7.iSLETME |

| 31 116 BS | S. epidermidi¥ L
| 32. {17 BS | Braureu’ i
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| 33. {18 BS | S. epidermidis L
| 34. ' i19BS | Braureu’ i
| 35. ' B9BS ~ S. haemolyticd$§ i
| 8.ISLETME
| 36. ' i20BS ~ S. cohnif i
| 9.iISLETME
| 37. | B10BS S, xylosus i
| 10.ISLETME
| 38. i21s S, aureud T
| 39. i21s - S. sciurt LIV
| 40. i22s ~S. equorurh W
|41 i22s S, xylosud T
42, (22 | Bipsetdointermedits | v
| 43. ' i23BS | Braureu’ Y
| 11.iSLETME
44, i24'S S saprophyticds al
| 45, i25S ~ S. haemolyticd$ W
| 46. ' i26BS - S. xylosub S
| 47, ' i25BS ~ S. haemolyticd§ W
| 48. ' i27BS | Braureus S
| 49. ' B11BS | S. epidermidis L
| 50. | B12BS | Braureu’ S
| 12.iSLETME
| 51. ' i28 BS | S. epidermidi¥ IV
| 52. | B13BS S, aureu$ Y
| 53. | B14 BS | S. epidermidi¥ Y
VETERINER
| 54, ' Vet. Hek. 1BS | S. epidermidis IV
| 55. ' Vet. Hek. 1BS ~S. aureu¥ T
| 56. | Vet. Hek. 2 BS | S. epidermidi¥ S
| 57. | Vet. Hek. 3 BS S, aureut T
| 58. | Vet. Hek. 4 BS | S. epidermidi¥ Y
| 59. | Vet. Hek. 4 BS S, aureu¥ T
I: inek S: Siit

B: Bakici  BS: Burun Sivap

Tudm MRS sglarinin SCQmec tiplerinin bakteri ttrlerine gore @dimi

Cizelge 3. 6.da verilmgtir.
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Cizelge 3. 6Bakteri turlerine gore tim verilerin toplu sunumu

| Materyal ‘ isletme ‘ Tur | Materyal ‘ scc ‘ Sekans Sonucu
‘ No ‘ No ‘ ‘ Burun Sivap | Sgir ‘ mec ‘
- Sit
| ‘ ‘ ‘ insan | Sgir | ‘ ‘ |
' i | o | | K I S.haemolyticds
B ' i | | | K ‘Il S.haemolyticds
4 | 2 i3 | | X | Y ' S. haemolyticds
' ' B | | K I S.haemolyticds
B B B | | K Il S.haemolyticds
|14 '3 16 | X | ml ' S. haemolyticis
‘B B B | | K I S.haemolyticds
i
| | | ' S. haemolyticds
| 19 '3 19 | X | ml ' S. haemolyticd$
A i i | | K I S.haemolyticdd
25 N ' B5 X | | Il S.haemolyticdd
| B = | | K I S.haemolyticds
8 L B K | | W S.haemolyticdé
|80 i B8 X | | Il S.haemolyticdS
I ] ] B9 X | | Il S.haemolyticd§
] ' 2 | | K (Il S.haemolyticd$
| 47 11 25 | X | ml ' S. haemolyticu$
' i | B | | K I S.epidermids
1 1 1 | L I
I | B B | | K IV S.epidermids
| 20 '3 110 | X | 1Y ' S. epidermidis
e R
' S.epidermidfs

| 24 5 113 | | X | |||| ' S. epidermidis
|26 1 ' B6 X | | IV S.epidermidfs
| 28 6 115 | | X | 'V ' S. epidermidis9
| 31 | 7 116 | | X | ml ' S. epidermidi®
| 33 | 7 118 | | X | |||| ' S. epidermidi
e n Bl1 X | | I S.epidermid®
| 51 12 28 | | X | 1Y ' S. epidermidi€
B8 ® B (X | | W S.epidermid¥
B4 | vHT X | | IV S.epidermid®
B N —
| | | | | ' S. epidermid¥
I | ET I R R S S—
| | | | |
| 32 | 7 117 | X | ml ' S. aureu’
| 34 | 7 119 | | X | i ' S. aureu$

. = | | K W | |
| 43 10 | i23 | | X | i ' S. aureu®
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| 48 11 127 | X | ml ' S. aureu$

50 n B2 X | | i | Sraureud |
B2 2  Bis X | | 'V | Slaureud |
B | vHT (X | | s aureu¥ |
B | vEE (K | | i Svauel
B9 | - VH4 X | | i | Sraureu®

|11 2 ia | X | 1Y ' S. xylosus

[ 8 | B10 X | | i | Sixylosts |
| B = | | i ‘W | S |
| 46 11 126 | X | |||| ' S. xylosu’

|12 2 | i5 | X | 1Y ' S. cohnit

B 2 B3 X | | W | Sicohnit |
| 36 ' 8 ' i20 | X | ml ' S. cohnit

I L Bl X | | M | Sisuccinds
= I Il e | L LNl s
. i 22 | | i 1 e
E " E | L IV S. pseudointermeditic
B u 24 | | i - S.saprophyticds
| TOPLAM ' 20 | 18 L 21 - 59

Sgir ve insan kokenli MRS slarinda SC@ecTiplerinin gérilme oranlari
karsilasturmall olarak Cizelge 3.7.de verilgtir.

Cizelge 3.7.Siir veInsan kokenli MRS izolatlarinin S@@&cTiplerine gore dgihmi

39 sgir kokenli MRS % 20 insan kokenli MRS %
izolatl izolatl
Tip Il 1 %2.6 1 %5
Tip IV 11 %28.2 7 %35.0
TipV 1 %2.6 - -

73



TARTI SMA

Salikli bireylerde nazal mukozada da kolonize olabilstafilokoklar, insan ve
hayvanlarda infeksiyonlara neden olan en 6nemlierddéeden birisi olup; 6zellikle
metisilin direncli sglar tedavisi gi¢, morbidite ve mortalitesi ylkseieksiyonlara yol
acarlar (Fluit 2002). Stafilakoklarin gsrlarda neden oldtu en 6nemli infeksiyonlarin
basinda mastitis gelmektedir. Mastitisin 6nemi, yoltigic yiksek ekonomik kayiptan
kaynaklanmaktadir. Turkiye ve dinyada yapilan pek calsmada, stafilokoklar gir
mastitislerinden en sik izole edilen etken olaraklitimektedir (Gianneechini ve ark.
2002, Sghir ve ark. 2004akew ve ark. 2009Tel ve ark. 2009, Turkyilmaz ve ark. 2010).

Hayvanlar, insanlarda infeksiyon eturan bircok mikroorganizmanin kayha
veya rezervuaridirinsanlarda 6nemli, hatta letal infeksiyonlara yohragtafilakoklarin
kaynaklarindan biri girlardir. Mastitisli veya sglikli sigir sitlerinde ve girlarin mukoz
membranlarinda bulunan stafilakoklar kolayliklaankra bulgabilmektedir. Dolayisiyla
sigir kokenli stafilokok sgilarinin tgidiklari 6zellikler insan infeksiyonlarini goudan
etkilemektedir. Bu sgarin tasidiklar virulans faktorleri yaninda, bglasonrasinda insan
saliginl en cok etkileyecek o6zellik antimikrobiyal digtiktir. Hayvanlardan klonal
yayllma veya horizontal gen transferi yoluyla insam veya insan slarina gecen
antibiyotik direncliligi en guincel argirma konulari arasindadir. Bu kapsamdaki konularin
basinda da metisilin direncligi gelmektedir. Ozellikle gir kokenli stafilakok sglarinin
tasidigl metislin diren¢ Ozelfii, insanlardaki MRS infeksiyonlarinin epidemiyokinde
onemli bir yer tuttgunu gosternyi ve bu konuda daha fazla stmama yapilmasi
gerekliligini ortaya koymygtur. Bu nedenle gercelgirilen bu calsmada, yoremizde &
ve insanlardan izole edilen stafilakoklardee@ geni varlginin ve SC@nec tiplerinin
saptanmasi ile Aydin yoresinde toplum kokenli vesttwae kokenli metisilin direncli
stafilokok sglarinin belirlenmesi amaclangtr.

Ulkemizde mastitislerin etiyolojileri (izerine birko argtirma yapilmgtir.
Turkiye'de farkh boélgelerde yapilan ¢ghalarda farkl subklinik mastitis gérilme oranlari
bildirilmi stir ve bu oranlar %43 ile %72 arasindazidmektedir (Arda vestanbulluglu
1979, Kuyucuoglu and Ucar 2001, Beytut ve ark. 202 ve ark. 2009). Bu ¢ainada da
ineklerde subklinik mastitis orani %43,4 gibi yikder oranda bulunmygur. Bu durumun,
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calismada sut orneklerinin tamaminin aile tigetmelerden alinmasina, yorede yil boyu
hava sicakfii ile nemin yiksek olmasina, boélgedeki yeticilerin sazim hijyeni ve
kurallarini bilmemesinden ya da uygulamamasindakuwa dénem tedavi gkanliginin

olmamasindan kaynaklargdistinilmektedir.

Mastitis hem insan hem hayvangsaini hem de sit verimini olumsuz etkilgdi
icin hastalgin etiyolojisi ve kontrolu Gzerindeki caimalar siklikla yapiimaktad(Gilot ve
ark. 2002). Mastitise neden olan etkenlerin oranjé@resel farklilhklar gosterebilmekle
birlikte; bu calgmada da yapilan ger calsmalara benzegekilde, subklinik mastitisli
ineklerden yiiksek oranda (%69,4) stafilokok tumiazyonu yapilngtir (TUrdtczlu ve ark
1995, Kuyucglu ve Ucgar 2001, Beytut ve ark. 2002, Bademkiraanke 2005, Tel ve ark.
2009, Unal ve Yildinm 2010). Turkiye'de ve dunyadbsisik yillarda yapilan
calismalarda mastitislerd®. aureusggenellikle tir diizeyinde en sik izole edilen méstit
etkeni olmytur (Gianneechini ve ark. 2002, Shitandi ve arlQ0£ Tel ve ark. 2009,
Kaynarca ve Tlrkyllmaz 2010, Unal ve Yildirrm 2018) aureusin tlkemizde yapilan
onceki calsmalarda izolasyon oranlari %28,3 ile %73 arasing@aschektedir (Turutglu
ve ark 1995, Kuyuctlu ve Ugar 2001, Beytut ve ark. 2002, Bademkiramanke 2005, Tel
ve ark. 2009, Unal ve Yildinm 2010). Bu gatadaS. aureus,S. haemolyticuye S.
epidermididen sonra Uclncl en yuksek izole edilen etken gtimnuKoagulaz negatif
stafilokoklarin eskiden derinin normal florasindaluman zararsiz patojenler ofglukabul
edilmekle birlikte; gunimuizde mastitise neden otaremli firsat¢l patojen bir grup
mikroorganizma olduklari bilinmektedir (Taponen Rgorala 2009). Caimada koagulaz
negatif stafilokoklarin tir dizeyinde belirlenmedi6SrRNA fragmani PCR ile
cogaltildiktan sonra gerceldrilen sekans analizi ile yapilgwe S. aureusle birlikte 10
stafilokok turt identifikasyonu gercekteilmistir. Sekans analizi ile KNSlarin tur
dizeyinde identifikasyonlarinin gerceftiglmesinin pratik ve uygulanabilir bir yotem

oldugu disinulmektedir.

Metisilin direncinin belirlenmesi icin dinyada femk veya genotipik cgtli
yontemler kullaniimaktadir. Bu cafnada metisilin direnci 6ncelikle fenotipik olarak
sefoksitin diski kullanilarak Kirby-Bauer disk d#yion metotu ile belirlenngiir. Bir
sefamisin turevi olan sefoksitinimed genini diger penisilinlere gore daha iyi eksprese
ettirdigi gosterilmitir (Swenson ve ark. 2005). Baz! gtramacilar sefoksitin disk diftizyon

testinin oksasilin disk difizyon testinden dahaayroldusunu, med@d gen varlgi ile
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uyumun daha iyi oldgunu bildirmglerdir (Felten ve ark. 2002, Cauwelier ve ark. 200
CLSI antibiyotik duyarlilik testleri alt komitesi IGI yayini M100-S15te hem disk
difizyon hem de dilisyon bélimlerindeki stafilokiatblosunda (Tablo 2C) sefoksitin disk
difizyon yontemini yeni test olarak ilave egtmi (CLSI 2005). Gunumuizde metisilin
direncinin belirlenmesinde tek f1aa oksasilin diski yeterli kabul edilmemekte, $esitin
diskinin kullanimi veme@ geninin varlginin da PCR ile dgrulanmasi gerekmektedir. Bu
calsmada elde edilen sonuclara goére inek ve bakiciaitesindan fenotipik olarak
metisilin direncli olarak belirlenen 59 stafilok@olati 16SrRNA e ve nucgenlerinin
birlikte dezerlendirilebilmesi amaci ile tripleks PCR gercegklderek, metisilin direncli
suslar genotipik olarak da dwulanmstir. Dogru uygulandginda metisilin direnclikinin
saptanmasinda fenotipik testler olduk¢ca givendimglar vermesine gaen, PCR tabanli
molekiler yontemler metisilin direnciinin belirlenmesinde altin standart olarak kabul
edilmektedir. Tek bana PCR fenotipik yontemle saptanan metisilin ditdirginin
dogrulanmasina hizmet ederken, S@EL tiplerinin belirlenmesi icin gerceldgrilen
multipleks PCR metisilin direng tiplerini belirlesgk MRS epidemiyolojisine sik

tutmaktadir.

Metisilin direncli stafilokoklarin dzelliklerininam olarak tanimlanmasi yalnizca
bakterinin genetik yapisinin incelenmesi ilegil@ayni zamanda bakteri tarafindaiten
heterojen ve karmy& bir yapi olam€mecelemaninin belirlenmesi ile olmaktadir. Molekdler
tiplendirme yontemleri MRSA stlarinin epidemiyolojilerinin incelengi son yillardfaki
calismalarda siklikla kullanilmaktadirlar ve MRSA klonlarasindaki evrimsel gkinin
daha iyi anlailmasina yardimci olmaktadirlar. MRSA'nin hizh tsekilde yayiliminin
onuine gec¢mek icin genotiplendirme metotlari ile grdo bilginin elde edilmesi
gerekmektedir. Bu amaci yerine getirebilmek icirgbk molekuler teknik gedtirilmi stir.

Bu tekniklerin bainda PFGE, MLST, SC@ec ve spa tipleme sayilabilmektedir
(Deurenberg ve ark. 2007).

Hayvanlarda ilk MRSA su 1972 yilinda mastitisli girlarda  bildirilmistir
(Devriese ve Hommez 1975)erleyen yillarda da bu sayi arynr (Juhasz-Kaszanyitzky
ve ark 2007, Leonard ve Markeley 2008). 1997-20Mkry arasinda Kore’de 153 farkli
ciftlikte, 3047 mastitisli inek sitinden 83 aureusve 763 KNS izole edilngtir. Bu
izolatlarin metisilin direnclilgi arastirildiginda 21 (%2,55. aureusre 19 (%2,4) KNS’'de
direnclilik tespit edilmgtir (Moon ve ark 2007). 2001 yilinda ise Macaristanyapilan
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antibiyotik direngliligine yonelik bir argtirmada, hayvanlarda ve hayvansal Urinlerde
hicbir vakadame®-pozitif stafilokok izole edilemengi ancak 2004 de devam eden bu
calismada, giir surtlerinde 5 MRSA izolasyonu yapikor (Kaszanyitzky ve ark. 2003).
Vanderhaeghan ve ark. ise Belcika'da yaptiklarusgalarinda klinik ve subklinik
mastitisli sutlerde yakkak %210 olarak bulmglar ve Ulkelerinde MRSA oraninin
beklenmedik bigekilde yuksek cikgiini vurgulamglardir (Vangerhaeghan ve ark. 2010).
Tiarkiye’de mastitisli sit 6rneklerinde metisilinréincinin incelendii sinirli sayida cajma
bulunmaktadir. Bu caimalarda metisilin direnci fenotipik yontemler kulléarak
belirlenmgtir ve bu calgmalar arasinda MRSA tespitinde oransal acidan ifellar
bulunmaktadir Ak ve ark. (200dktanbul’da ve Giiler ve ark. (2005). Konya'da izole
ettikleri mastitise neden olan stafilokok sgwrinda oksasillin direnci bulunmaigini
bildirirlerken; Kirecci ve Colak (2002) Erzurum \ggsinde metisilin direncli 5 (%5,8) su
oldugunu bildirmktir. Hadimli ve ark. (2001), 78. aureuszolatinin 14 tanesinin (%17,9),
Ucan ve Aslan (2002) 75S. aureusizolatindan bir tanesinde metisilin direnci
saptamglardir. Turatglu ve ark. (2006) ise Burdur yoresinde %17,5 MRSAugunu
bildirmislerdir. Bu konuda en yiksek oranlar Aydin ilindeifdioilmi stir. Kirkan ve ark.
(2005) Aydin yoresinde yaptiklari gahada incelediklerS. aureussuslarinda oksasillin
direncinin %60 oldgunu bildirmglerdir. me@d geninin yalnizca fenotipik olarak disk
diffuzyon yontemi ile belirlenmesi yeterli gigdir hatali pozitif ve negatif sonuclar
cikabilecginden elde edilen bulgularin molekiler yontemledte d@rulanmasi oldukca
onemlidir (Murakami ve ark. 1991). Yurdumuzda veter sahada bu konuda yapignen
kapsamli molekiler epidemiyolojik csna Turkyilmaz ve ark. (2010) tarafindan
gerceklatirilmistir. Calsmada sefoksitin direncinin MRSA garinda %17,2 oldgu
bildirilmi stir. Calismada 16 MRSA swnun 14’Gnun hastane kaynakli MRSA ST239-11I
oldugu ve bunun MRSA’nin insanlardan hayvanlara gmla olabilecegini gosterdgi
vurgulanirken; MRSA ST8/IV slarinin varlginin yorede toplum kodkenli slarin da
bulundw@gunu gosterdii bildirilmi stir.  Kaynarca ve Turkyllmaz ise yine ayni yor&f¥8
Ocak—2009 Nisan tarihleri arasinda g@tmeden 152 ganal inekten alinan 339 mastitisli
sut 6rngi toplamslar ve izole ettikleri 154 stafilokok sunun 16 (%10,4) tanesinin (6
KPS ve 10 KNS) metisilin direncli olgunu bildirmslerdir. Bu calsmada ise CMT ile
pozitif olarak bulunan 56 ige ait 145 sit orrg incelenmg, bu ineklerin 14 tanesine ait
sutlerin 21'inden (21/145=%14,5) MRS izolasyonu j@pstir. Bu yiksek oranin sebebi
aslinda yaklgtk bir bucuk yiIl 6nce Kaynarca ve Turkyllmaz tamafan incelenen ve

fenotipik olarak pozitif olansietmelerin tekrar kontrol edilngiolmasi olabilir.isletmedeki
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hayvanlar dgismesine rgmen bu gletmedeki bakicilar ayni olup; yine ayni veteriner
hekimler tarafindan sletmeler kontrol edilmektedir. Bu durum pozitif bobAn 12
isletmede s@m hijyenine dikkat edilmedini ayrica insandan hayvana da bir koia
olabilecgini akla getirmektedir. Bu durumu ayrica izolattagasunun hastane kokenli
olmasi da desteklemektedir. Bakicilarin el ve blamundan izole edilenS. aureus
izolatlarinin, inek meme baderisi ve mastitisli inek sttlerinden izole edilerle genetik
yakinlikta olabildgi Turkiye ve dinyada yapilan ¢ghalarla ortaya konmgtur (Fox ve
ark. 1991, Roberson ve ark. 1998, Unalisnbulluglu 2009). Mastitisin kontroliinde
her zaman vurgulangh gibi s&im hijyeninin 6nemi oldukca fazladir. Bu konununkhga
kavusturulabilmesi icin PFGE,spa veya MLST gibi daha ileri molekiler teknikler
kullanilarak cakmalar yapilmasi ve insan ile g& izolatlarinin ayni mi farkli mi
olduklarininbelirlenmesi gerekmektedir. Son yil@arfliRS’larin izolasyonunda meydana
gelen artylar, stafilokok infeksiyonlarinin ve antibiyotikkerkagli mikroorganizmalardaki
direng gelgiminin kontrolu icin etkili stratejiler gedtirmek gergini ortaya cikarmytir. Bu
nedenle, MRS epidemiyolojisinin, patogenezinin v@idasyon genedinin iyi bilinmesini

gerekmektedir.

Stafilokoklarda med@ geninin yaygin dahmi daha ©6nceki caimalarda
gosterilmitir (Pierre ve ark.., 1990, Beatriz A 2007) Buigaada da, daha 6nceki
calismalara benzewekilde, Kklinik Orneklerden izole edilen stafilokakda dort tip
SCQmecttipi varhg! belirlenmitir. Bu calsmada ayni zamanda yurdumuzda veteriner
sahada ilk kez SQ@ecTip II, Ill, IV ve V’in varli g1 S. aureusre diger MRSlarda ilk kez
belirlenmitir. 59 adet MRS ssununme geni varlgl spesifik primerler kullanilarak PCR
ile de dgrulanmg ve pozitif sonug elde edilgtir. S. aureudN315 syu (SCGnecTip 1)
PCR’da pozitif kontrol olarak kullanilgtir. KNS’larin identifikasyonu hem fenotipik hem
de molekiiler yontemler kullanilarak gercekig!mistir. ilk asamada metisilin direncli
sular fenotipik olarak sefoksitin diski kullanilarakelirlenmi ve elde edilen MRS
swlarina koagulaz testi yapilgtir. Bu izolatlara ayrica tripleks PCR uygulanalMRSA,
MRS ve MSS tirlerinin ayrimi yapilgtir. Ayrica tim izolatlarin yalnizca 16S rRNA
fragmanlari Gniversal primerler kullanilarak gerggtirilen bir PCR ile ¢@altiimis, elde
edilen amplikonlara ticari bir firma tarafindan aek analizi yaptiriingive elde edilen
sonuclar bir daha goulanmstir. Tripleks PCR’In pratik, kolay, uygulanabilirdwugu

dUstndlmektedir.
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Metisilin direncinden sorumlu olame geni staphylococcal cassette chromosome
mecolarak adlandirilan blytk hareketli genetik elemierinde yer alir ve beta-laktam
antibiyotiklere kagi distk affiniteye sahip olan penisilin glayan protein 2a’'y1 (PBP2a)
kodlar. SC@neciki temel gen kompleksinden aimaktadir:med ve regulatér genleri
iceren mec kompleksi, SC@ecin yer desistirmesinden sorumlwcr kompleksi. Bu
komplekslerin yapisal kompozisyonuna g@te an icin SC@ecnin sekiz tipi (I-VIII)
belirlenmitir (IWG-SCC 2009. Metisilin direncli stafilokok sglarinda SC@ectipi
multipleks PCR teknikleri ile belirlenmekte (Olivai ve Lencastre 2002) ve
epidemiyolojik acidan 6nemganaktadir. SC@ecTip I-1ll hastanede edinilmgistafilokok
sularinda; Tip IV ve V ise toplum kokenli stafilokakslarinda bulunmaktadir (Zaoutis ve
ark. 2006). Farkli Glkelerde siklikla gorilen S@€x tipleri bulunmaktadir. SCGectip I
Japonya ve Kore'de, tip Il Suuidi Arabistan, 8nka, Singapur, Cin, Tayland ve
Hindistan gibi dger bazi Asya ulkelerinde bildirilirken (Changtrakad ark. 2006); tip |
ozellikle Hirvatistan’da (Budimir ve ark.2006) \svicre’de (Blanceve ark. 2007), tip IV
Ispanya’da (Laplana ve ark. 2007), Portekiz (Amovienark. 2007), Almanya (Menecke
ve ark. 2008), Yunanistan (Chini 2008), Belcika l{iHave ark. 2008) irlanda (Shore ve
ark. 2005) Isvicre (Qi ve ark. 2005), Danimarka (Faria ve &®05), Fransa (Lina ve ark.
2006) ve Finlandiya (Vainio ve ark. 2008), tip & W ABD’de en yaygin tipler olarak
bildirilmi stir (O’'Brien ve ar. 2005, Kili¢ ve ark. 2006). Tiykde insanlarda en cok
gorulen SC@ectipinin tip Il oldugu; %82,1 (Kili¢ ve ark. 2008) ve %90,4 (Yildiz wk.a
2010) gibi yuksek oranlarda bulunglu olduzu yapilan iki 6nemli ardirma ile
bildirilmi stir. Veteriner sahada yurdumuzda yine bensdilde mastitisli siir sttlerinden
izole edilenS. aureusswlarinda insanlaradakine benzeklilde tip 11l en yiksek oranda
bulunmutur (Tdrkyllmaz ve ark. 2010). Yurdumuzda veterirmahada bu konunun
aciklhga kavyturulabilmesi icin daha fazla materyalin incelefidicoklu merkezli

calismalarin yapilmasinda fayda bulunmaktadir.
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Cizelge 4. 1 Bazi ulkelerde MRSA'nin SQ@ectiplerine gore daulimi

Ulke Calsma Yili Sy Sayisl Tipi Orani

Hurvatistan 2006 82 Tip | %89

Portekiz 2007 280 Tip IV %80

Japoya, Kore | 2006 615 Tip 1A Japonya %93
Kore %53

(Tayland, Cin, | 2006 370 Tip A %83

Srilanka,

Hindistan,

Filipinler,

Singapur,

Vietnam, Suudi

Arabistan,

Endonezya)

Isvicre 2007 2256 Tip IV %86

Ispanya 2007 177 Tip IVA %47,5

Yunanistan 2008 694 Tip IV %70,3

Almanya 2008 100 Tip IV %30

Danimarka 2005 81 Tip IV %84

Fransa 2006 172 Tip IV %50

Finlandiya 2008 44 Tip IV %48

ABD 2005 76 Tipllve Tip IV | %71

Turkiye 2008 385 Tip %82,1

Turkiye 2010 397 Tip 1 %90,4

PFGE,spave MLST gibi yontemler daha ayirt edici olmasina vedemiyolojik
bilgi vermesine rgmen (Enright ve ark. 2000, Tang ve ark. 2000) HK8/Rveya TK
MRSA izolatlarinin belirlenmesinde tek yontem S@&tiplendirme metodudur (Kili¢ ve
ark. 2008) Bu calsmada da multipleks PCR ile metisilin direnclslsuin SCQGnectipleri
belirlenmgtir. S. aureusa me@ geni varlginin incelendii calisma sayisi ¢ok olmakla
birlite, KNS turlerinde bu konunun incelegiddaha az sayida yayin bulunmaktadir (Pierre
ve ark. 1990). Beatriz ve ark. 129 MRKNS izolainde me® geninin varlgl yoninden
PCR ile incelendiinde tim sslar pozitif tespit edilmy, 87 adetS. epidermidisgeri kalan
42 KNS syunun 15'iS. haemolyticysl3'0 S. hominis12’si S. capitisve 1'i S. sciurive 1
tanede identifiye edilemeyen KNSssubulduklarini bildirmglerdir. Ayni ¢alsmada dort
SCAQmectipi icin yapilan multipleks PCR ile (%28 S@tectip 1, %3 tip Il, %52 tip I,
%3 tip 1IV) bulunmg ayni yontemle sgarin %13’U tiplendirilemensi (Beatriz ve ark.
2007). Yurdumuzda veteriner sahada KNSinin ®&Cttiplerinin incelendsi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Turkyllmaz ve ark. (2010) incdtézti mastitis kokenli 16 adeS.

aureus swunun iki tanesinin SCec Tip IV diger 14 tanesinin Tip Il oldgunu
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bildirmislerdir. Bu calgma S. aureu$ar disinda dger KNS sglarinin da incelengi
materyal sayisi acisindan da kapsaml bir sgel olmakla birlikte; veriler toplu
deserlendirildiginde izole edilen 59 MRS arasindan 38 8p Ill, 18 su tip IV, 2 s tip
II, 1 sus tip V olarak bulunmgtur. St orjinli 21 MRS sgu belirlenmg 10 S. haemolyticus
swsunun hepsinin SC@ecTip 1, 4 S. epidermidisuunun birinin Tip 11, birinin tip 1II,
ikisinin Tip 1V; 2. S. aureuswunun Tip lll, 1S. xylosuswunun Tip lll, birerS. sciurive
S. pseudointermediumsunun SC@necTip IV ve birerS. equorunve S. saprophyticus
swsunun SCanecTip 1l oldugu tespit edilmgtir. Turkyllmaz ve ark. tarafindan (2010)
yapilan cakmaya benzer bigekilde sut orjinli izolatlarin yakkak %87,5 gibi bayutk bir
kisminin (16 izolattan 4 tanesinin) S@€c Tip Il elemani taimasi bu sglarin
insanlardan  hayvanlara  gegmi olabilecgini yani humanoz olabile@mi
disundurmektedir. Bunun sebebi, yani insandan hayvaain nedeni, biyik olasilikla
hayvanlarla ilgilenen kilerin sgzsim hijyenine dikkat etmemeleri olabilir. KNS dari
direng genlerinin rezervuaridir, muhtemelen burfaraureu® tasima yetengindedirler.
S. aureusve KNS’larin SCnecbdlgeleri arasindaki benzerlik stafilakok turlarasinda

horizontal gegiin oldugunu digtindirmektedir.

Multipleks PCR ile tiplendirilemeyen bir adet birgs burun sivabi orijinliS.
epidermidis sisu Zhang ve ark.nin bildirdikleri yéntem kullanil&raTip V olarak
tiplendirilmis ve bu izolat Turkiye'de ilk SC@ecTip V swu olmustur. Ozellikle sit ve
burun sivaplarindan izole edile8. haemolyticusswlarinin buydk bir ¢gunlugunun
SCQmecTip Il olmasi bu izolatlar arasinda klonakKi bulunabilecgini distindurmitr.
Bu konunun daha iyi anddabilmesi icin PFGE gibi yontemlerle yeni smamalarin
yapilmasi gerekmektedir. Vautor ve ark. (24), k&gierinden Uretilen peynirlerden izole
edilen S. aureus’ larla s&m islemini yapan insanlarin ellerinden izole ediléh
aureudarin ayni pulsotipte bulundiwnu belirlemgler ve sgimcilarin ellerinin bir ciftlikte
S. aureusbulagmasinda rol alabildiklerini belirtrglierdir. Zadoks ve ark. (2002), 70 adet
inek meme ba derisi, 4 adet gamci eli, 34 adet gam makinasi ve 117 adet inek siti
kokenli S. aueruszolatlarint PFGE metodu ile tiplendirgterdir. Meme ba derisinden
izole edilenS. aureuszolatlarinin bakicilarin ellerinden izole edilam sayidaki izolatlarla
ise ayni pulsotipte olduklarini belirlegteér ve insan izolatlarinin inek memesbderisine

bulssmasinda st gam makinalarinin rol alabilegei ortaya koymulardir.
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Salikli bireylerin %10-35'i persistan $ayicidir ve bir sgu her zaman tarlar.
%20-75 intermittan tayici iken %5-50 oraninda skineredeyse hicbir zamangstgcilik
gostermez Kluytmans ve ark. 1997). Persistanyi@lik cocuklarda egkinlerden daha
fazladir ve ¢@u kiside 10-20 yslar arasinda intermitan tasiyiga dongur. Dinyada ve
yurdumuzda insanlarda@ekli kisilerde nazal MRSA tayiciligl ile ilgili pek ¢ok calsma
yapiimstir (Kluytmans ve Wertheim 2005). Nazal MRSIyeciligl gerek toplum kaynakli,
gerekse hastane kaynakli stafilokokal infeksiyanlanlusumunda ©6nemli bir risk
faktorudir. Nazal sivaplardan izole edilen MRSAlau Uzerinde ¢ok calilmistir, ancak
KNS sularinda metisilin direnci ile ilgili cok az ¢cama vardir. Yapilan bir ¢agimada
insanlarda Cezayir, Mali, Moldova ve Kambocgya danikli cevre kgullarina sahip olan
Ulkelerdeki MRKNS sglarinda SC@hec yapilari incelenngtir. Bu ulklerdeki nazal
MRKNS tatyiciligl sirasiyla %29, %17, %11 ve %31 olarak bulugionu 75
S.epidermidig%78), 19S. haemolyticu$%20) ve birerS. hominisve S. cohnii(%21’er)
olmak Uzere 96 suncelenmg ve 4 farkli SC@nectipi bulundwgu bildirilmistir. Bunlardan
28’1 (%29) Tip IV, 25'i Tip V (%26) ve 1'i (%1) Tigll olarak belirlenmg; 15 sy (%44)
tiplendirilememgtir (Ruppe ve ark. 2009). Von Eiff ve ark.’nin yaptiklari gahada nazal
kolonize sylar ile daha sonra geén bakteriyemi etkenlerinin %80'den fazla vakadaiay
genotipe sahip oldiw saptannstir (vonEiff ve ark. 2001).

Cssitli hayvan tirlerinde de nazal stgucisigin incelendgi pek cok cakma
bulunmaktadir (Kiregci 2009). Ancak Ozelliklegslarda ve onlarla ilgilenen sektor
calsanlarinda nazal MRS ggiciliginin birlikte incelendii calisma sayisi oldukca
sinirhdir (Kiregci ve Colak 2002, Bochev ve Russem 2005). Unal ve Yildirrm (2010)
yaptiklari calgmada 12 bakici kokenli izolatin 3 tanesinde matisildirenci
belirlemilerdir. Metisiline direngli sglar sefalosporinler de dahil tung-laktam
antibiyotiklere direnclidirler 3-laktamazlara dayanikli olan antibiyotiklere diregealisimi
Veteriner Hekimlikte heniiz bir sorunskdl etmezken, bu antibiyotiklerin kullaniminin
artmasiyla birlikte direnc gelmi gorulebilmektedir. Bu ¢cajmada 56 $irdan burun
sivaplari ve bu girlar ile yakindan ilgilenen 35 saha gahlindan nazal sivap alingtr.
Sigirlarda nazal tayicilik orani %32,1 (18/56), sektor galnlarinda ise %52,9 (18/34)

olarak belirlenmgtir. Nazal taiyicilik oranlari yéreden yoreye gigebilmektedir.

Asemptomatik t@yici insanlardan, veteriner hastanelerinde tedgdren
hayvanlara MRSA bukabilmektedir. Irlanda veteriner klirinde bir kdpekte cerrahi
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operasyon sonrasi MRSA izolasyonu yapglire ameliyati gercekiéren veterinerin nazal
florasinda da ayni suespit edilmgtir (Leonard ve ark. 2006). Loeffler ve ark. (20@®
veteriner hastanelerinde, hastanesealarinin %17,9'unda MRSA ¢g/1ciligl saptanglar
ve bu personelin buymmada rol aldiklari belirtnglerdir (Loeffler ve ark. 2005). Bu
calismalar, yakin temas sonrasi hayvan ile hayvan sardsinda MRSA buaanin
oldugunu ortaya koymaktadir. Sonu¢ olarak hayvanlar retkenazal olarak
bulundurabilmekte ve MRSA genbir rezervuar potansiyeline yrak insangluna kagl

varhgini daha da guclendirmektedir.

Sahada cajan veteriner hekimler inceleriinde ise oldukca dikkat cekici bir
durum ortaya cikmaktadir. Cginada incelenen 15sletmeden 12 tanesinde MRS
izolasyonu vyapilngtir. Bu isletmelerle beg veteriner hekim ilgilenmektedir. Bu
hekimlerden ge bglayan bir tanesi hari¢, dort tanesinin MRSsiyecisi oldgu
belirlenmitir. Birinci ve doérdinci hekimden $. aureus(SCQnectip Tip Ill) ve 1 S.
epidermidis(Tip V), 2. hekimden 1S. epidermidis(Tip Ill), G¢clnci hekimders. aureus
(Tip NI) izolasyonu yapilmytir. isletmelerle ilgilenen 14 bakici incelegitide ise 4S.
haemolyticuszolatinin hepsi Tip Ill, 4S. epidermidiszolatinin 3 tanesi Tip Il bir tanesi
Tip IV, 3 S. aureuszolatinin bir tanesi Tip Il, 1 tanesi S@@ctip Tip I, 1 tanesi Tip IV,

1 S. xylosusTip I, bir S. cohniTip IV, ve 1S. succinugzolati ise Tip IV oldgu
belirlenmgtir. Dolayisi ile hayvanlarla yakin temasi bulursektor ¢akanlarindan izole
edilen MRS’larin 13 tanesi hastane kokenli, yalaiag tanesi toplum kokenli izolat olarak
belirlenmitir. Hastane kokenli izolatlarin fazlgh oldukgca dikkat cekici olarak

distndimektedir.

Sigir nazal sivaplari derlendirildiginde ise yine benzer bir tablo ile
karsilasiimaktadir. 4 adeS. haemolyticugolatinin 3’4 SC@nectip Tip lll, bir tanesi Tip
IV; 6 S. epidermidisusunun 3'a Tip Ill, ikisi Tip IV, 1'i Tip V, 4S. aureuswsunun hepsi
tip lll, 2 S. xylosuswunun 1'i Tip IV, 1'i Tip lll; 2 S. cohniswsunun ise 1'i tip IV, 1'i tip
[ll olarak belirlenmg ve yine hastane kokenli izolat sayisinin 12 toplkibkenli izolat
sayisinin ise 6 oldw bulunmytur. Hem insan hemde g izolatlari arasinda hastane
kokenli sylarin oraninin fazla olmasi bu starin yine bir sekilde insandan hayvana

gecebilecgini (humanoozis) dgtindirmigtir.
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Gunumizde MRS, insanlar ve hayvanlarda son dereeenld patojenler haline
gelmistir. MRSA sularinin esas kaymainfekte veya kolonize hastalardir. Esagytailik,
burun taryicithigidir. Taiyicihk kisinin  kendisi icin bir risk olgturmakla birlikte
epidemiyolojik 6neme de sahiptir. Hem mastitisfidardan hem de onlarin bakicilarindan
MRS suu izole edilmesi; hastane kokenli MRS klonlaringpkklerde ve mastitisli &ir
sutlerinde bulunmasi MRS garinin insan ve hayvanlar arasinda balaldigi yani
zoonotik onemlerinin oldgunu gosterngtir (Morgan 2008). Ozellikle de veteriner
hekimler, hayvan bakicilari ve aileleri hayvanlayizkin temas halindedirler. Ev ya da
ciftlikte beslenen evcil hayvanlar MRS kaynaklate itemas sonrasi etkeni alarak
rezervuara dorgbilir, bu surette insanlarda MRS infeksiyonlaryeada nikslere neden
olabilirler (Duijkeren ve ark. 2004). Bu cgthada incelenen materyal sayisi az olmakla
beraber MRS izolatlarinda S@@cTip lll en sik olarak gorilen tiptir. Hastane kokesus

sayisi 40, toplum kokenli ssayisi 19'dur.
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5. SONUC

Yoremizde mastitis tedavisinde metisilin direnciie dikkate alinmasinin yararl
olaca disunulmekle birlikte; Ozellikle bakici ve veterinerekimler arasinda burun
tastyicihigl oraninin yuksek olmasi, sektor gahlarinin tarama testleri ile kontrol edilmesi

gerekliligini de ortaya koymaktadir.

Calsmada, 0zellikle KNS gibi identifikasyonu zor olanikmeorganizmalarin
sekans analizi ile tir dizeyinde belirlenmesinipdédi, uygulanabilir pratik bir yéntem
oldugu sonucuna varingtir. Uygulanan tripleks PCR ydnteminin MRSA vegel
MRSlarin ayriminda uygulanilabilecek kullanilabitir yontem oldgu disintlmektedir.
Calsmada MRS izolatlarinin SGfiec multipleks PCR ile tiplendiriimesi sonucunda
Aydin yoresinde hem insanlarda hem hayvanlardaahagtokenli izolatlarin fazla olgu
gorulmistir. Hastane kokenli izolatlarin 6nemi coklu antdiik direnc profiline sahip
olmalarindan kaynaklanmaktadir. Bununla birlikteeyihem insanlarda hem hayvanlarda
toplumda kazanilngi kokenlerin varlgl da belirlenmgtir. Hastenede kazanilgive ya
toplumda kazanilngiolan izolatlarin ayirt edilmesince multipleks P@&nteminin pratik
bir yontem oldgu daha 6nce der aratirmacilar tarafindan belirtildi gibi bir kez daha

ortaya konulmstur.

Elde edilen bulgular derlendirildiginde su an icin toplum kaynakh ve hastane
kaynakli MRS infeksiyonunun y6remizde oOnuUmuzdeKiayda sorun olgturabilecei
distnulebilir. Calgmada, aynisietmelerde ayni SQ@ectipine sahip ayni tur stafilokok
swlarinin varlgl belirlenmitir. Bundan sonra yapilacak olanger calsmalarda, bu
izolatlarin ayni mi farkli mi olduklarinin belirlehilmesi icin PFGEspaanalizi ve MLST
gibi daha ileri molekuler teknikler kullanilarak star arasindaki klonal gkinin
belirlebimesi ve diunyadaki gorulen gdr klonlar ile ybremizde go6rilen klonlarin
karsilastirilmasinin yapilmasi 6nerilmektedir.
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OZET

Sgirlardan ve Sektor Calisanlarindan izole Edilen Metisilin Direngli
Stafilokoklarda SCCmec Tiplerinin Belirlenmesi

Bu calsma sgir ve insan kaynakh metisilin direncli stafilokakin stafilokokal
kaset kromozonmmec (SCOmneq tiplerini belirlemek amaciyla gercekteildi. Calisma
materyalini subklinik mastitisli inek sutlerinderm Wburunlarindan izole edilen sirasiyla 90
ve 56, veteriner ve ciftlik stilerinin burunlarindan izole edilen 35 stafilokausu
olusturdu. Sefoksitin disk diflizyon testiyle, sutgisiburun ve insan burun darinda
metisilin direncliligi sirasiyla %23,3, %32,1 ve %57,1 olarak bulundu. $glarin S.
aureus olduklari ve metisilin direncliliklerime@, nuc ve 16S rRNA genine ydnelik
tripleks PCR ile dgrulandi. 16S rRNA sekans analizi ile incelenen 5&isilin direncli
stafilokok icinde 10 tir (1&. haemolyticus,17 S. epidermidis12 S. aureus4 S. xylosus,
3 S. cohnii,1 S. equorum, 1 S. sciuri,1 S. succinus,l S. pseudointermediug, S.
saprophyticus)dentifiye edildi. Bu sglarin SCQGnectipleri mecve ccr, IS elementi ve
plazmidler icin multipleks PCR ile incelendi. S@&cTip Il 2, Tip Il 38, Tip IV 18 ve
Tip V 1 metisilin direncli stafilakok swnda bulundu. SCG@ecTip Il ve IIl'G iceren 40
s hastane kokenli olarak gerlendirilirken, SC@nec Tip IV ve V'i kapsayan 18 su
toplum kokenli olarak deerlendirildi. SCG@nec Tip Il ve IV sigir sularinin sirasiyla
%66,6 ve %28,2'sinde, insan starinin %60 ve 35’inde saptandi. Hemen t(Bn
haemolyticusve S. aureussuslarinin hastane kokenli S@@ctiplerini tasidigi belirlendi.
Sigir ve insan stafilokok slarinin tgidigi SCAnec tipleri arasindaki benzerlik ve
sigirlarda hastane kokenli S@g&c tiplerinin yiksek oranda bulunmasi, insanlarin
sigirlardaki metisilin direngli stafilokoklarin kaygaolabileceini dustindirdu.

Anahtar kelimeler: Stafilokok, metisilin, SC@ec¢ sgir, insan.
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SUMMARY

Determination of SCQOmec types in methicilline resistant staphylococci isated from
cows and farm workers*

This study was conducted to determine staphyladoc@ssette chromosonneec
(SCQmeq types of methicilline resistance staphylococoiased from cattle and humans.
In the study, staphylococci from the milk (n=90damasal samples (n=56) of cows with
subclinic mastitis, and from nasal samples (n=35)eterinarians and farm workers were
used. By using cefoxitin disc diffusion test, meiline resistance was detected in 23.3%,
32.1% and 57.1% of milk, bovine nasal and humanalnadrains, respectively.
Phenotypical characteristics of these strains werdirmed by triplex PCR by means of
med\, nuc and 16S rRNA genes. Tetaphylococcuspp. (18S. haemolyticusl7 S.
epidermidis,12 S. aureus4 S. xylosus3 S. cohnii,1 S. equoruml S. sciuri,1 S. succinus,
1 S. pseudointermediusye 1 S. saprophyticus)among 59 methicilline resistant
staphylococci were identified by 16S rRNA sequenoalysis. SC@ectypes of these
strains were investigated by multipleks PCR,rfarcandccr genes, associated IS element
and plasmids. SQ@ecType Il was found in 2, Type Ill in 38, Type IV 8 and Type V
in 1 methicilline resistant stapyhlococci. While dains including Type Il and Il were
defined as hospital-acquired, 19 strains includigge IV and V as community-acquired.
SCQOmecType lll and IV were found in 66.6% and 28.2% alvime strains respectively,
and in 60.0% and 35.0% of human strains. Almosstalins ofS. haemolyticugnd S.
aureusstrains carried hospital-acquired type 3@ The similarity of SC@ectypes
harboured by staphylococcus strains from cattle lamshan and higher prevalence of
hospital-acquired SQ@ec types in cattle suggested that humans may be sofrce

methicilline resistant strains of cattle.

Key words: Staphylococcus, meticilline, S@t&¢ cattle, human
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