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Metisiline Direncli Staphylococcus aureus izolatlarinin “Staphylococcal

Cassette Chromosome mec”’(SCCmec) Analizi ile Molekiiler Tiplendirilmesi

Meryem BAGSEVER, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilimdah Inciralty/izmir

OZET

Amacg: Staphylococcus aureus, gerek virulans mekanizmalar1 gerekse antimikrobiyal ajanlara
karst hizla diren¢ kazanma yeteneginde olmasi nedeniyle yasami tehdit eden ciddi
enfeksiyonlara yol agabilen bir mikroorganizmadir. Metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA) suslar birgok iilkede hastane enfeksiyonlarinin baslica sebebidir. MRSA klonlarinin
siir tanimadan yayilma 6zelliginden dolay1 bu klonlarin genotipik 6zelliklerinin ve evrimsel
gelisiminin, farkli cografik bolgelerden izole edilen suslarin genetik ve evrimsel iligkilerinin
aragtirilmast  6nem kazanmistir. Bu c¢alismada, 2006-2009 yillarinda Dokuz Eyliil
Universitesi, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Marmara Universitesi ve Hacettepe
Universitesi (Cocuk) Hastanelerinde ¢esitli klinik &rneklerden izole edilmis MRSA
izolatlarinin “Stafilokok Kaset Kromozom mec” (Staphylococcal Casette Chromosome (SCC)
mec) tiplerinin belirlenmesi, “Panton-Valentine Lokosidin” (pv/) gen varligimin arastirilmasi,
ayn1 merkez ve farkli merkezlerdeki molekiiler epidemiyolojik iliskilerin makrorestriksiyon
analiz yontemi ile saptanmas1 amaglanmustir.

Yontem: Calismaya, Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi’nden 100 izolat, Istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi’nden 21 izolat, Marmara Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi’nden 34 izolat ve Hacettepe Universitesi Cocuk Hastanesi’nden 52 izolat
olmak {iizere, her hastadan tek bir izolat olacak sekilde, toplam 207 izolat dahil edilmistir.
[zolatlarm identifikasyonu, her merkezin kendi mikrobiyoloji laboratuarlarinda yapilmistir.
Tim izolatlarin metisilin direnci “CLSI” (Clinical and Laboratory Standarts Institute)
onerilerine uygun olarak merkezimizde tekrar ¢alisilmistir. SCCmec tipleri ve PVL varlig iki
farkli multipleks polimeraz zincir tepkimesi (PZT) kullamilarak arastirildi. Izolatlar arasindaki
klonal iligski ve merkezlerin kendi i¢lerindeki molekiiler epidemiyolojik durumu Smal enzimi
ile restriksiyonu takiben PFGE yontemi ile belirlenmistir.

Bulgular: Calismaya alinan izolatlarin 1’1 (%0.5) SCCmec tip 11, 7’s1 (%3.4) SCCmec tip 111,
179’ u (%86.5) SCCmec tip III varyanti, 14” i (% 6.7) SCCmec tip IV ve 6’ s1 (% 2.9)



SCCmec tip IVE olarak saptanmustir. Izolatlarin 5’inde (% 2.4) pvl gen varhigi tespit
edilmistir. PVL pozitif suslarin timii tip IV SCCmec elemam tasimaktadir. Ancak tiim
SCCmec tip IV/IVE’ lerin tiimii pv/ geni tasimamaktadir. Tip IV disindaki diger SCCmec
tiplerinde pv/ geni bulunmamustir. PFGE paternlerine gore izolatlarin, 13 farkli pulsotipe
ayrildig1 saptanmustir. izolatlarin tiimii degerlendirildiginde %87.4” iiniin dominant bir klona
(A klonuna) ait oldugu belirlenmistir. Bu durum 6zellikle SCCmec tip III varyant1 tasiyan
izolatlar i¢in gecerlidir. Buna karsin, tip [V/IVE SCCmec elemani tasiyan suslarin higbirinin
bu klona ait olmadigi saptamistir. SCCmec tip IV/IVE tasiyan izolatlarin %55’inin K
pulsotipi igerisinde yer aldig1 belirlenmistir.

Sonug¢: Farkli merkezlerden izole edilen MRSA izolatlarimin biiylik bir cogunlugunun
SCCmec tip IIl varyanti tagidigin1 saptadigimiz ¢aligmamizda, SCCmec tip IV/IVE tasiyan
izolatlarin tespit edilmesi ve bu izolatlarin sadece bir kisminin pv/ geni tagimasi ¢alismamizin
dikkat cekilmesi gereken noktalaridir. Hastane kokenli MRSA’larda, toplum kokenli MRSA
SCCmec tipi olarak bilinen tip IV/IVE SCCmec elemanin bulunmasi, MRSA
epidemiyolojisindeki degisimi yansitmaktadir. SCCmec tip IV MRSA izolatlarinin viriilans
faktorii olan pv/ geninin, izolatlarin bazilarinda tespit edilmemesi de SCCmec tip 1V ile PVL

arasindaki baglantinin kesinliginin sorgulanmasi gerektigini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA), “Stafilokokkal
Kaset Kromozom mec” (SCCmec), Panton-Valentine Lokosidin (PVL), “Pulsed Field” Jel
Elektroforez.



Molecular Typing of Methicillin Resistant Staphylococcus aureus Isolates

Using Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec) Analysis

ABSTRACT

Objective: Staphylococcus aureus, with its virulence mechanisms and capacity to develop
resistance against antimicrobial agents, is an organism that can cause serious, life-threatening
infections. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains are the leading cause
of hospital-acquired infections in many countries. Since MRSA clones are easily spread
throughout the world, it has become even more important to investigate the genotypic and
evolutionary characteristics of these clones, along with the genetic and evolutionary relations
between the strains isolated from different geographical regions.

The aim of the present study was to determine the Staphylococcal Casette
Chromosome (SCC) mec) types of MRSA strains isolated from various clinical samples
obtained from hospitals of Dokuz Eyiil University, Istanbul Medical School, Marmara
University and the pediatric hospital of Hacettepe University, to investigate the presence of
Panton-Valentine Leukocidin (pv/) gene in these isolates and to determine the molecular
epidemiological relations in each center and between different centers using macrorestriction
analysis.

Method: A total of 207 isolates including 100 isolates from Dokuz Eyliil University, 21
isolates from Istanbul University Medical School, 34 isolates from Marmara University
Medical School and 52 isolates from Hacettepe University Pediatric Hospital were included in
the study. There were no duplicate isolates from the same patients. The identification of the
isolates was made in the respective microbiology laboratories of each center. The methicillin
resistance of all isolates was tested again in our center, according to the “CLSI” (Clinical and
Laboratory Standarts Institute) recommendations. SCCmec types and the presence of PVL
were investigated using multiplex polymerase chain reaction (PCR). The clonal relation
between the isolates and the epidemiological status of each center was determined using the
PFGE method, following Smal enzyme restriction.

Results: Of the isolates included in the study, 1 (0.5%) harbored SCCmec type 11, 7 (3.4%)
had SCCmec type 111, 179 had SCCmec type 111, 12 (6.7%) carried SCCmec type IV and 6
(2.9%) carried SCCmec type IVE. pvl gene was identified in 5 (2.4%) isolates. All PVL-



positive strains contained the type IV SCCmec element. However, pvl gene was not present in
all SCCmec type IV/IVE isolates. Except for type IV, pv/ gene was not detected in the
SCCmec types. It was determined that the isolates had 13 different pulsotypes according to
their PFGE patterns. Overall, 87.4% of the isolates belonged to a dominant clone (the A
clone). However, it was also determined that none of the strains carrying type IV/IVE
SCCmec elements belonged to this clone. Of the isolates harboring SCCmec type IV/IVE,
55% were in the K pulsotype.

Conclusion: The important aspects of our study, in which the great majority of the MRSA
isolates harbored the SCCmec type III variant, are the detection of SCCmec type IV/IVE
isolates and the finding that only a small part of these isolates contianed the pvl/ gene.
Additionally, the fact that the type IV/IVE SCCmec element, which is known as a
community-acquired MRSA SCCmec type, was detected in the hospital-acquired MRSA
strains reflects the change in the epidemiology of MRSA. On the other hand, the finding that
the pvl/ gene, which is a virulence factor of SCCmec type IV MRSA isolates, was not present
in some isolates, points out to the necessity of querying the certainty of the relation between

of SCCmec type IV and PVL.

Keywords: Meticillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Staphylococcal Cassette
Chromosome mec (SCCmec), Panton-Valentine Leukocidin (PVL), Pulsed-Field Gel
Electrophoresis (PFGE).



1. GIRIS VE AMAC

Staphylococcus aureus, dinyada hem hastane kokenli hem de toplum kokenli
infeksiyonlara neden olan 6nemli bir insan patojenidir (1,2). Bu patojenin tedavide kullanilan
antibiyotiklere hizla diren¢ kazanmasi, infeksiyonlardaki mortalite ve morbiditeyi
arttirmaktadir. S.aureus’un tedavide kullanilan tiim antibiyotiklere direng gelistirme yetenegi
bulunmakla birlikte, bunlar arasinda en dnemlilerinden biri metisilin (oksasilin) direncidir
Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA), infeksiyonlarinin ilk kez 1961°de
Ingiltere’de tanimlanmasindan bu yana, MRSA tiim diinyada, &zellikle hastanelerde &nemli

bir problem haline gelmistir (3).

Invazif izolatlarla ilgili bilgilerin toplandizi EARSS verilerine gore, Avrupa
tilkelerinin iicte birinde MRSA orani halen %25’in iizerindedir. En yiiksek MRSA oranlari,
Malta ve Portekiz’den (%50’nin iizerinde) bildirilmistir. MRSA, tiim diinyada oldugu gibi
iilkemizde de onemli hastane infeksiyon etkenleri arasinda yer almaktadir. Ulkemiz 2003-
2009 EARSS verilerine bakildiginda, S.aureus izolatlarinin metisiline direng oranlarinin %37
ile %43 arasinda degistigi goriilmektedir. 2003 yilindaki yiitksek MRSA prevalansinin, 2009
yilinda azaldig1 goézlenmistir (4, 5).Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi’nde ise 2006-2010
yillar1 arasinda izole edilen Staphylococcus aureus izolatlarinin %19.6 (2010) - %44.7 (2006)

’sinin metisiline direncli oldugu saptanirken yogun bakim hastalarinda bu oranin % 51.6

(2010) - %67.6 (2006) seklinde degistigi goriilmektedir.

Metisiline kars1 direng, mecA geninin kodladig1 ve beta laktam ajanlara afinitesi diisiik
oldugu icin baglanmayan yeni bir penisiline baglanan protein (PBP2a)’nin {iretimine bagl
olarak ortaya ¢ikmaktadir (6). mecA geni “Staphylococcal Cassette Chromosome mec”
(SCCmec), olarak adlandirilan bir hareketli genetik eleman tarafindan tasinmaktadir. SCCmec
elemanlari, icerisinde yer alan ve beta laktam diren¢ fenotipinden sorumlu mec gen kompleksi
ile SCCmec elemaninin hareketinden sorumlu ccr gen komplekslerinin farkli yap1 ve
rekombinasyonlarina gore siniflandirilmaktadir (7,8). Gilinlimiize kadar 8 farkli tip SCCmec
elemani (Tip I-VIII) tanimlanmistir. Bunlardan, tip I, II, III ve VIII genellikle hastane kdkenli
izolatlarda saptanirken tip IV, V, VI ve VII toplum kdkenli MRSA izolatlarinda
bulunmaktadir (6, 9, 10).

MRSA izolatlarinin hastane ve toplumdaki yayilimlarini izlemekte bir¢ok farkli



yontem kullanilmaktadir. Pulsed-field jel elektroforezi (PFGE), spa gen sekanslama ve
multilokus sekans tiplendirme gibi yontemlerin yani1 sira SCCmec tiplendirme teknigi de
hastane kokenli ve toplumsal kokenli MRSA klonlarindaki epidemiyolojik degisikligi
yansitmak amaciyla uygulanmaktadir. Hatta, S.aureus klonlarinin adlandirilmasinda
kromozomal veriler (6rnegin; multilokus sekans tiplendirme ile tanimlanan sekans tipi,
ST239) ve SCCmec tipi kullanilmaktadir (6,7). Ornegin, son yillarda tip IV SCCmec
elemaninin sebep oldugu hastane kokenli MRSA infeksiyonlarinin artis gdstermesi ve bu
suslarin hastane ortamlarinda yayilmaya baslamasi, MRSA’nin degisen epidemiyolojisinin

gostergesi olmustur (11,12).

Bunun yani sira S. aureus izolatlarinin virulansini artiran, doku ve yumusak doku
enfeksiyonlarina sebep olan Panton Valentin Lokosidin (PVL) toksini, genellikle toplum
kokenli MRSA izolatlarinda siklikla SCCmec tip 1V ile birlikte saptanmaktadir. Ancak, son
zamanlarda yapilan ¢aligmalar, pv/ geninin SCCmec tip IV ve TK- MRSA i¢in iyi bir belirteg
olmadigin1 gostermektedir. Uluslararasi literatiirde o6zellikle TK-MRSA ile iliskili oldugu
bilinen PVL nin, hastane kokenli MRSA izolatlarinda da saptanabildiginden s6z edilmektedir

(13).

2003 yilinda Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi izolatlarryla yapilan bir ¢alismadan
sonra iilkemizde MRSA izolatlarinin molekiiler epidemiyolojisi ile ilgili ¢esitli ¢aligmalar
yapilmistir. Ancak yapilan caligmalar genellikle yerel izolatlar ile kisith oldugundan
tilkemizde bu konu ile ilgili genis kapsamli bir ¢alisma bulunmamaktadir. 2002-2004 yillart
arasinda yapilan ¢alismalarda Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi MRSA izolatlar1 arasinda
bir klonal tipin hakim oldugu, bunun Iskog MRSA Referans Laboratuvari arsivine gore,
diinyadaki diger klonlardan farkli oldugu belirlenmistir. Yine aynmi g¢alismada bunlarin
SCCmec Tip III (tanimlanmamig bir varyant) tasidigi, ST 239 klonunun iiyesi oldugu ve spa
tipinin de WGKQA (t 030) oldugu gosterilmistir (15). Bu calismaya alinan Dokuz Eyliil
klonu iiyeleri PVL iiretmemektedir. 2003-2006 yillarina ait bir galismada, Giilhane Askeri Tip
Akademisi Mikrobiyoloji Laboratuarinda izole edilen 385 MRSA susunun SCCmec tipleri
belirlenmis, bu suslarda PVL varligi arastirilmis, elde edilen molekiiler verilerin antibiyotik
duyarlilik paternleri ile uyumu incelenmistir. Calismaya alinan izolatlar arasinda SCCmec tip
III tasiyanlarin ¢ogunlukta oldugu bulunurken izolatlar arasinda pv/ gen varligi % 1.3

oraninda saptanmistir (15).Yine MRSA suslarinin molekiiler tiplendirilmesi ile ilgili bir



arastirmada, 2004-2005 yillar1 arasinda Hacettepe Universitesi Eriskin Hastanesi’nde izole
edilen hastane kaynakli 110 MRSA susunun molekiiler 6zellikleri ile klonalite ve antibiyotik
duyarliligimin iliskisi aragtirllmistir. Coklu antibiyotik direncine sahip bu izolatlarin biiyiik
cogunlugunun SCCmec tip III veya varyant tip IIIB tasidig1 saptanmis ve izolatlarin %12.7°
sinde pv/ geni bulunmustur (16). 2003-2005 Istanbul Haydarpasa Numune Egitim ve
Arastirma Hastanesin’de ve 2002-2004 yillar1 arasinda Ankara Universitesi ibni Sina
Hastanesin’de izole edilmis 304 S. aureus izolatinin SCCmec tipleri, PVL {iretimi ve klonal
iligkileri tespit edilmistir. Bu caligmada, hastane kdkenli MRSA olarak tanimlanan izolatlar
arasinda tip III SCCmec baskin tip olarak belirlenirken toplum kdkenli MRSA izolatlarinin
%50 sinde SCCmec tip III eleman1 saptanmis, PVL pozitiflik oraninin ise toplum koékenli
MRSA izolatlarinda daha fazla oldugu belirlenmistir (17). Sekiz iiniversite hastanesinin yer
aldig1 diger bir ¢alismada ise, 2005-2006 yillarinda izole edilen 159 S. aureus izolatindan
54’tiniin MRSA oldugu saptanirken bu izolatlarin birbirleri ile olan genetik iligkileri gesitli
molekiiler yontemlerle incelenmistir. Incelemeler sonucunda PFGE analizine gére 23 farkli
genotipin saptandigi, MRSA izolatlarimin tiimiiniin SCCmec tip III tasidigi, izolatlarin
hicbirinde pvl geni bulunmadig: tespit edilmistir (18).

Bu bilgiler 1s131nda bu tez calismasinda, hem Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi
MRSA izolatlarinin giinlimiize kadar durumunun degerlendirilmesi hem de farkh
merkezlerden (Izmir, Ankara, Istanbul) izole edilen MRSA izolatlarinin metisilin direncinden
sorumlu mec A genini tasiyan “Staphylococcal Cassette Chromosome mec” (SCCmec)
tiplerinin belirlenmesi, Panton Valentin Lokosidin (PVL) varliginin arastirilmasi ve klonal

iligkilerinin DNA makrorestriksiyon analizi ile ortaya konmas1 amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce ve siniflandirma

Stafilokoklar ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlamistir.1881°de
Iskogyali cerrah Alexander Ogston stafilokoklarin fare ve kobaylar igin patojen oldugunu
saptamigtir. Bu bakteriler, iliremeleri esnasinda birbirinden ayrilmayip iiziim salkimina
benzeyen diizensiz kiimeler olusturduklarindan dolay1 Alexander Ogston bu bakterilere eski
Yunanca da liziim salkimi1 anlamina gelen ‘Staphyle’ ismini vermistir (19). Hastalik etkeni
olarak ise ilk kez 1884 yilinda Rosenbach tarafindan hasta 6rneklerinden izole edilmistir (20).

Onemli bir enfeksiyon etkeni olan Staphylococcus, Micrococcaceae ailesi iginde klinik
acidan en Onemli genustur. Staphylococcus genusu 35 tiirden ve 17 alttirden meydana
gelmektedir. Bu tiirlerin 17’si insan klinik orneklerinden iiretilmistir. Laboratuvarda diger
stafilokok tiirlerinden koagiilaz iiretme 6zelligi ile ayrilan Staphylococcus aureus, en patojen

stafilokok tiiriidiir (21, 22).

2.2. “Staphylococcus aureus”
2.2.1. Ureme ve Tiir Ozellikleri

S. aureus, mikroskobik olarak 0.5-1.7 pm ¢apinda, Gram pozitif kok seklinde goriilen
bir bakteri tiiriidiir. Koklar tekli, ikili, dortlii hiicreler halinde bulunabilirler, {i¢ veya dort
hiicreden olusan kisa zincirler halinde goriilebilirler (19). Birden fazla diizlemde béliindiigi
ve birbirinden ayrilmadigindan tipik iiziim salkimi goriiniimlii diizensiz kiimeler olusturur
(23).

Hareketsiz olan S. aureus, fakiiltatif anaerop olup spor olusturmaz. Ureme 1s1 araligi
18-45 °C’de olan bu bakterinin optimal tireme 1s1s1 37 °C dir. Optimal iireme pH’s1 ise 7.4 tiir

(21,23).

S. aureus, segici olmayan kati besiyerleri (nutrient agar, triptik soy agar, beyin kalp
inflizyon agar) dahil bir¢ok besiyerinde tirer. Kanli besiyerinde daha iyi ¢ogalan S. aureus
izolatlar1  9%7.5-10 NaCl igeren besiyerlerinde iireyebilirler (24). Kanli agarda 24 saatlik
inkiibasyon sonunda yuvarlak, diizgiin yiizeyli, -4 mm c¢apinda, hafif konveks S koloniler
yaparlar (20). S. aureus izolatlarinin ¢ogu, hiicre zarindaki karotenoid yapili pigmentleri

nedeni ile altin saris1 renginde koloni olustururlar. Bir¢ok izolat at, koyun ya da insan kanlh



besiyerlerinde beta hemoliz yapar (21,24).

Katalaz pozitif olan S. aureus, glukoz ve mannitol basta olmak iizere birgok
karbonhidrat1 ve seker alkollerini fermente ederek cogunlukla laktik asit olusturur. Mannitol

fermentasyonu S. aureus icin ayirt edici bir 6zelliktir (21,22,24).

2.2.2. Yapisal Bilesenleri
2.2.2.1. Mikrokapsiil Yapist

Klinik S. aureus izolatlarinda polisakkarit yapisinda bir mikrokapsiil bulunmaktadir.
Bu kapsiil bakteriyi polimorfoniikleer 16kositlere ve ¢ogalan mononiikleer hiicrelere karsi
korumaktadir. Kapsiiler polisakkarit immunotiplendirmesine gore gliniimiize kadar 11 farklh
kapsiil tipi tammlanmgtir. Onemli klinik izolatlarin % 70-80°i kapsiiler serotip 5 ve 8 de yer
almaktadir. Bu iki kapsiil tipi, 6zellikle de tip 8’in, S. aureus’un Toksik Sok Sendrom Toksini
tiretimi ile baglantili oldugu, oksasiline direncli S. aureus izolatlarin biiyiik bir kisminin ise

kapsiiler serotip 5 ekspresyonu.yaptig1 gosterilmistir (21).
2.2.2.2. Hiicre Duvart

Stafilokok hiicre duvarinin baglica yapisal bileseni, peptid ¢apraz bagli glikan
zincirlerinden olusan peptidoglikan tabakasidir. Glikan zincirleri, yaklagik 10-12 N-asetil
glukozamin (NAG) ve N-asetil muramik asit (NAM) iinitelerinin doniisimlii olarak
dizilmeleri ile olusan disakkarit zincirlerinden olusmaktadir. L-alanin, D-glutamik asit, L-lizin
ve D-alanil D-alanin aminoasitleri NAM’a bagl peptid zincirini meydana getirir. Stafilokok
hiicre duvarinda bir penta peptit zincirde dordiincii pozisyonda bulunan D-alaninin karboksi
terminali ile, bir diger pentapeptiddeki L-lizinin amin grubu pentaglisin kopriileri araciligi ile
capraz baglanir (23). Capraz baglar hiicre duvarinin saglamligini belirler. Bu baglarin yapisi
tirler arasinda farklilik gostermektedir. S. aureus’da capraz baglanti orani yiiksek olmast
bakterinin lizozim enzimine karst direngli olmasimi saglamaktadir (25). Peptidoglikan
tabakanin disinda hiicre duvarmin diger 6onemli bileseni olan teikoik asit bulunmaktadir.
Teikoik asitin fibronektine baglanma 0&zelligi, stafilokoklarin mukozal yiizeylere

tutunabilmesini saglar (22).



Hiicre duvar yapisinda yer alan diger bilesen ise Protein A’dir. Bu protein, S. aureus
hiicre duvar peptidoglikanina kovalan olarak baglanan ve virulans agisindan oldukca 6nemli
olan bir yapidir. IgG3 disindaki IgG molekiillerinin Fc bdlgesine baglanabilme yetenegine
sahiptir (21). Protein A, kompleman1 aktive eder, bakterinin polimorfoniikler hiicreler
tarafindan sindirilmesini ve opsonizasyonunu biiyiik 6l¢iide engeller, erken ve geg tip asirt
duyarlilik reaksiyonlarinin olusmasini saglar (21). Stafilokoklarda; ortama salinan serbest,

hiicreye bagli ve hiicre dis1 olmak iizere {i¢ tip protein A bulunmaktadir (23).
2.2.3. Virulans Faktorleri

S. aureus suslarinin, infeksiyon patogenezinde gerek yapisal gerekse agiga ¢ikmamis
olarak bulunan ¢esitli virulans faktorleri bulunmaktadir (25). Bu virulans faktorlerini; hiicre

duvar elemanlari, enzimler ve ekzotoksinler olmak iizere {i¢ grupta incelemek miimkiindiir.
2.2.3.1. Hiicre Duvar Elemanlar

S. aureus’un bazi virulans faktorleri protein yapidadir ve hiicre duvarinda
peptidoglikana bagli olarak bulunurlar. Bu proteinler bakterinin, IgG ve fibrinojen gibi kan
proteinlerine veya fibronektin ve kollajen gibi ekstraselliiler matriks proteinlerine
baglanmasina aracilik ederler ve infeksiyon i¢in gerekli kolonizasyonun baslamasina neden
olurlar (25). Protein A,clumping factor A ve B, kollajen baglayici protein, fibronektin
baglayici protein A ve B, plazmin sensitif protein, serin aspartat tekrarlayici protein, S. aureus
ylizey proteinlerine adheransta rol oynayan yiizey proteinleridir. Bu tip hiicre dis1 matriks
proteinlerine baglanan yiizey adezinlerine, Adezif Matriks Molekiillerini Taniyan Mikrobiyal
Yiizey FElemanlar1 (‘‘Microbial Surface Component Recognizing Adhesive Matrix
Molecules’’, MSCRAMM) denmektedir. S.aureus’un yapiskan ylizey proteinleri i¢in iki olasi
rol diigliniilmiistiir; bunlardan ilki bakterinin kan veya doku komponentleri ile kaplanarak
bagisiklik sisteminden korunmasimi = saglamak, ikincisi ise dokuya baglanmasini
kolaylagtirmaktir (26). Ayrica yilizey adezinleri S. aureus’un plastik ylizeylere tutunmasindan
da sorumludur. Viicutta bulunan plastik cihazlar ve kateterler, fibronektin, kollajen ve
fibrinojen gibi doku proteinleri ve kan tabakasi ile hizla kaplanip S. aureus biyofilmi igin ilk
tabakay1 olusturur. S. aureus yiizey adezinlerinin tamamu protein yapida degildir. Ornegin,
poli—N-siiksinil-B-1,6 glukozamin (PNSG) polisakkarit yapida bir yilizey adezinidir.

Kemotaksis ve fagositozu Onleyip, yabanci cisimlere adheransi saglayan kapsiil yapisi;
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organizmanin seklini verip dayamikliligin1 saglayan, konakta endojen pirojenlerin yapimini
stimiile edip, lokosit kemotaksisine ve abse olusumuna neden olan peptidoglikan;
immunkomplekslerin olusumuna ve komplemanin aktivasyonuna neden olan protein A;
fibronektine baglanma 6zelligi nedeniyle mukozal yiizeylere tutunmaya aracilik eden teikoik
asit; kolonizasyonu saglayan yiizey proteinleri, S. aureus’un virulansini arttiran yapisal

ozelliklerdir (21).
2.2.3.2. Enzimleri

S. aureus, virulansina katkida bulunan g¢esitli enzimler liretmektedir. Bu enzimler
ozellikle stafilokoklarin komsu dokulara yayilimini kolaylastirarak infeksiyon patogenezinde
rol alirlar.

2.2.3.2.1. Katalaz

Tim stafilokok suslar1 tarafindan iretilen katalaz enzimi, mikroorganizmanin
fagositozunun ardindan fagositik hiicreler ic¢inde, miyoloperoksidaz sistemi tarafindan
olusturulan hidrojen peroksiti inaktive ederek fagositoz sonrasinda olusan hidrojen peroksitin,

oksijen ve suya pargalanmasini saglar (19, 21).
2.2.3.2.2. Koagiilaz

S. aureus tarafindan iiretilen bir plazma pihtilastirma proteini olan koagiilaz, bagh ve
serbest koagiilaz olmak {iizere iki ayri sekilde bulunmaktadir. Serbest koagiilaz protein
yapidadir. Plazmadaki ‘coagulase reacting factor’ (CRF) ile birleserek, trombine benzer
yapidaki “stafilotrombin™i olusturmakta, stafilotrombin de fibrinojenin fibrine doniisiimiinii
saglamaktadir. ‘Clumping factor’ olarak da adlandirilan bagh koagiilaz ise hiicre duvarinda
bulunmakta ve plazmadaki fibrinojene direkt olarak baglanarak fibrinojeni fibrine
doniistiirebilmektedir (21,24). Hem serbest hem de bagli koagiilaz proteinleri, bakterinin

fibrin ile kaplanmasini ve bu sekilde fagositozdan korunmasini saglar.

2.2.3.2.3. Fibrinolizin

“Stafilokinaz” olarak da adlandirilan fibrinolizin, fibrin pihtilarin1 ortadan kaldirip,
infeksiyonun komsu dokulara yayilmasina sebep olmaktadir (23). S. aureus izolatlarinin

hemen hemen hepsi tarafindan salgilanmaktadir (21).
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2.2.3.2.4. Hiyaluronidaz,

S. aureus suslarmin % 90’indan fazlasinin irettigi hiyaluronidaz, hiyaliironik asitleri
hidrolize ederek dokuda mukopolisakkaritlerce olusturulan hiicreler aras1 matriksi pargalar ve

organizmanin doku i¢inde yayilimini dolayisiyla infeksiyonun yayilmasini kolaylastirir (21,

23).
2.2.3.2.5. Lipaz

Biitlin S. aureus izolatlari, bircok farkli lipaz ftretir. Lipidleri hidrolize ederek
stafilokoklarin deri ve deri alt1 bolgelerde yayilimini saglayan lipaz enzimi, yiizeyel dokular

invaze ederek fronkiil ve karbonkiil gibi infeksiyonlarin gelisimine de neden olmaktadir (21).

2.2.3.2.6. Niikleaz

Tiim S. aureus suslari tarafindan salgilanan ve 1siya dayanikli bir enzim olan niikleaz,

niikleik asitleri pargalayarak S. aureus’un invazyon yetenegini arttirir (21).
2.2.3.2.7. Penisilinaz ( f§ laktamaz)

Penisilinin klinikte kullanima girdigi ilk zamanlarda, Stafilokok izolatlarmin %
90’1ndan fazlasi penisiline duyarliydi. Ancak, penisiline direng, penisilinaz enziminin tiretimi
ile hizli bir sekilde gelismeye ve yayilmaya basladi. Bu enzimi kodlayan genler genellikle
plazmidle aktarilabilen direng¢ genleridir. Direng genleri de transformasyon ve transdiiksiyon

ile bakteriden bakteriye aktarilabilmektedir.
2.2.3.3. Toksinler
2.2.3.3.1 Ekzotoksinler

S.aureus, konak hiicrenin fonksiyonunu veya morfolojisini etkilemesi nedeniyle
“toksinler’” olarak tanimlanan ¢esitli hiicre dig1 tiriinler tiretme yetenegine sahiptirler (19). Bu
toksinler makrofajlar tizerindeki smif II biliyilk doku uygunluk kompleks molekiiliine

baglanarak toksik etki gosterirler.
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Hemolizinler

S. aureus, birbirlerinden antijenik o6zellikleri bakimindan farkli dort tip (o, B, v, 9)
hemolizin (ekzotoksin) iiretmektedir. Antijenik farkliliklar1 disinda bu hemolizinler ¢esitli
hayvan eritrositleri lizerinde hemolitik etki yapip yapmamalarina, hemoliz i¢in gerekli 1s1
derecesine ve zamana, ayrica toksisite derecelerine bagli olarak da farkliliklar
gostermektedirler (22).

Alfa hemolizin(alfa toksin), insan polimorfoniikler hiicreleri gibi cesitli hiicre tipleri
tizerinde litik etkiye sahiptir (21). Ayrica bu toksin memeli hiicrelerinde por olusumuna neden
olarak inflamatuar yanit1 indiikler. Koyun kanli agarda iireyen bazi S. aureus izolatlarinin
kolonilerinin etrafindaki, hemolize ugramis kirmizi kan hiicrelerinin olusturdugu zondan bu

toksin sorumludur (21,24).

“Sfingomiyelinaz C” olarak adlandirilan beta hemolizin (beta toksin), eritrosit,
16kosit, makrofaj ve fibroblastlar gibi hiicreler iizerinde toksik etkiye sahiptir. Bu enzim
duyarli hiicrelerin membranlarinda yer alan fosfolipidleri hidroliz eder. Beta toksin, alfa
toksinle birlikte iiretildigi zaman doku pargalanmasina ve stafilokokkal hastaliklar igin
karakteristik olan abse olusumuna sebep oldugu diistiniilmektedir (21, 23).

Gama hemolizin (gama toksin), c¢esitli tiirlerin eritrositlerini  pargalama
yetenegindedir (21). Ozellikle stafilokoklara bagl kemik enfeksiyonlarmda kanda bu toksine
kars1 antikor diizeyinin yiiksek bulunmasi, bu toksinin bu hastaliklarda etkili oldugunu

diisiindiirmektedir (23).

Delta hemolizin (delta toksin), Genis spektrumlu sitolitik aktiviteye sahip olan delta
toksin, 1s1ya dayanikli, biiylik, heterojen ve antijenik 6zellik tagimayan bir proteindir. Deterjan
benzeri aktivitesi sayesinde hiicre membranini parcalamaktadir. Bu toksin S.aureus

izolatlarinin %97’si tarafindan tiretilmektedir (21).

Bu sitolitik toksinlerden alfa ve delta toksin, insanlarda hastalik olusturan S. aureus
suslarinda predominant olarak bulunmaktadir. S. aureus suslarinin %95’inde bunlardan biri,

%82’sinde her ikisi birlikte bulunur (23).
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2.2.3.3.2 Panton Valentin Lokosidin (PVL)

Panton Valentin Lokosidin (PVL), ilk defa 1894 yilinda Van deVelde tarafindan
l6kositleri pargalama yeteneginden dolay1 ‘substance leukocidine’ olarak tanimlanmistir
(25,26). 1932 yilinda ise Panton ve Valentine adli arastirmacilar bu sitotoksinin deri ve
yumusak doku infeksiyonlari ile iliskili oldugunu gostermislerdir.

PVL, beraber transkribe edilen ve ®SLT, ®PVL, ®SA2MW veya ®Sa2 fajlar ile
tasian lukS-PV ve lukF-PV genlerini kodlayan lukPV operonu tarafindan kodlanmaktadir
(29, 30, 31, 32). PVL’yi olusturan 38 kDa molekiiler agirhigindaki LukS PV ve 32 kDa
molekiiler agirligindaki LukF PV proteinleri bir araya gelerek polimorfoniiklear 16kositlerin
membranlarinda heptamer yapida por olustururlar. Bu por polimorfoniiklear 16kositlerin
membranlarin yapisinin bozulmasina sebep olur (27, 33, 34, 35). Por olusumu alfa
toksinlerin yapisina benzer olmasina ragmen alfa toksinlerden farkli olarak PVL, nétrofilleri
de lizise ugratir. PVL toksinleri tek baslarina oldukca fazla toksik degillerdir (31).

PVL konsantrasyonuna bagli olarak PVL ya PMN’ler lizis yolu ile parcalanmasina
veya hiicrenin apoptoza ugramasina sebep olabilir. Hiicrenin apoptoza ugramasi, muhtemelen
mitokondri membraninda PVL aracili por olusumundan kaynaklanmaktadir. Yiiksek PVL
konsantrasyonu PMN’leri lizis ederken diisiik PVL konsantrasyonunda PVL dogrudan
mitokondri membranina baglanarak PMN’ler apoptoza yonlendirir (27, 32). Gama
hemolizinin bir analogu olan Panton Valentin Lokosidin (PVL) toksini, diger

hemolizinlerden farkli olarak S. aureus suslarinin %2’sinde bulunur.

Siiper Antijenler

Epidermolitik toksin, enterotoksinler, toksik sok sendrom toksin—1 (TSST-1) gibi
pirojenik toksinler siiperantijen yapisindadir. Monosit ve makrofajlardaki hiicre i¢i protein
hazirligmma (bu antijen sunan hiicreler tarafindan peptidlerin sunulma asamalarina) gerek
kalmadan, yani MHC sinif II reseptorlerine klasik antijen baglanma bodlgesinden degil, T
hiicre reseptorlerinin degisken bolgesine baglanarak asir1 miktarda IL-1, TNF, ve IFN-y
salinimina neden olurlar. Viicutta kiiclik bir siiperantijen lireten S. aureus odagir bulunmasi

bile ciddi sistemik etkilere neden olabilir (21).
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2.2.3.3.3 Eksfoliatif Toksin

Epidermolitik toksin veya eksfoliyatin olarak da bilinen bu toksin, stafilokok
enfeksiyonlarinin  vezikiiler ve eksfoliyatif deri lezyonlarindan sorumludur. Ayrica
eksfoliyatin, epidermisin stratum granulosum katmanmi etki ederek ‘Haglanmis Deri
Sendromu’ na neden olmaktadir. Bu toksinin antijenik ve biyokimyasal yapilari bakimindan
A (ETA) ve B (ETB) olmak iizere iki farkli tipinin bulundugu saptanmistir (20). Bu iki
molekiiliin kimyasal ve immunojenik 6zellikleri farkli olmasina karsin biyolojik aktiviteleri
benzerdir (19). Her iki toksin de antijen yapisindadir ve toksinlere karsi olusan antikorlar

koruyucu ve nétralizan etkiye sahiptirler (21, 23, 24).

2.2.3.3.4 Enterotoksinler

Enterotoksinler, mide asiditesine, enzimlere ve 100°C de 30 dakika 1sitilmaya direngli

polipeptit yapisinda maddelerdir. Ozellikle yiiksek COZ’li atmosfer ortaminda karbonhidratl

ve proteinli besiyerlerinde iireyen stafilokoklar tarafindan olusturulurlar. S. aureus’un
immiinolojik olarak birbirinden farkli A, B, C (C1- C3), D, E ve F olarak adlandirilmis sekiz
cesit enterotoksin bulunmaktadir. Tiim enterotoksinler siiperantijen niteligindedir. S. aureus
kokenlerinin  %35-50’sinin bu toksinleri olusturabildikleri saptanmistir. Enterotoksin F
giiniimiizde Toksik Sok Sendrom Toksini-1 olarak adlandirilmaktadir. Enterotoksin A ve D
besin zehirlenmelerinden sorumlu iken, enterotoksin B hastane enfeksiyonlarinda siklikla
karsilagilan bir toksindir (20, 21, 22). SE’ler ise gida zehirlenmelerine neden olurlar. Gida
zehirlenmeleri TSS gibi oliimciil degildir ancak daha yaygin olarak goriiliir. SE ise

bakteriyofaj kokenli olan ent genleri tarafindan kodlanir (24).

2.2.3.3.5 Toksik Sok Sendromu Toksini-1 (TSST-1)

Bakteriyofaj kaynakli olan bu toksin, faj-1 grubundaki 29 ve 52 faj tiplerindendir.
TSST, bakteriyofaj kokenli olan st geni tarafindan kodlanir, toksik sok sendromundan
sorumludur. Siiperantijenik uyarim sonucu salinan sitokinlerin giiglii etkisi nedeniyle TSST,

sok ve 6liime neden olmaktadir (21).
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2.2.4. Virulans Genlerinin Diizenlenmesi

S. aureus virulans faktorlerinin iiretimini saglayan genlerin ¢ogu, ozellikle ylizey
adezinlerini ve ekzoproteinleri kodlayanlar, bir ¢evresel algilama (‘quorum sensing’) sistemi
tarafindan diizenlenirler. Yiizey adezinlerini kodlayan genler, iiremenin erken safhalarinda
eksprese edilir. Bakteri logaritmik lireme fazina girip bakteri sayist ¢ok arttiginda adezin
tiretimi azalir ve ekzoprotein iiretimi artar. Virulans faktorleri ve hiicre yiizey adezinleri iki
bilesenli diizenleyici sistem (agr, saeRS, srrAB, arlSR, and IytRS) ve SarA protein ailesi
(SarA, SarR, Rot, SarS, SarT, and SarU) tarafindan diizenlenmektedir (36).

Diizenleyici sistemin merkezi ve en onemli lokusu, agr dir. Lokus agr, sirasiyla, iki
promotor tarafindan transkribe edilen, P2 ve P3, iki farkli promotor iiriinii olan RNAII ve
RNAIII igerir. RNA II’ yi transkribe eden P2 promotoru 4 gen igerir; agrA, agrB, agrC ve
agrD (25). agr genlerinin ekspresyonu iireme fazina baghdir. Logaritmik iireme fazinda
bakteri Agr proteinlerini diisiik diizeyde iiretir. Sensor protein olan AgrC ve yanit diizenleyici
AgrA, oto indiikleyici peptidi(AIP) uyaran iki bilesenli bir sistemden olusur. Oto indiikleyici
peptid, tiyolakton adli bir siklik peptiddir. Bu peptid agrD geni tarafindan kodlanir. AgrD
proteini de, sitoplazmik membran proteini olan AgrB tarafindan salgilanir ve ‘oto indiikleyici’
peptidi meydana getirecek sekilde kesilir. Bu oto indiikleyicinin yapisi Gram negatif
bakteriler tarafindan iiretilenlerden ¢ok farklidir ve hiicre zarindan kolayca difiize olmaz.
Zardan gegebilmek i¢in sitoplazmik zarda bulunan reseptoriine baglanmak zorundadir (25).
Tiyolaktonun etki gosterebilmesi i¢in hiicre zarinda bulunan AgrC’ye baglanmasi gereklidir.
Konsantrasyonu yeterince arttiginda, tiyolakton AgrC’nin fosforile olmasina neden olur.
Fosforillenmis AgrC ise, AgrA’y1 fosforiller. Fosforillenmis AgrA da RNA III adi verilen bir
RNA molekiiliiniin yapimin1 uyarir. RNA III, hiicre ylizey adezinlerini kodlayan genlerin
ekspresyonunu azaltirken, TSST, hemolizinler ve SEB gibi ekzotoksinleri kodlayan genlerin
ekspresyonunu arttirir.

Diger bir diizenleyici gen de sar4’dir. sarA geni, gen promotorlarinin hemen iistiindeki
dizilere baglanan SarA proteinini kodlar. SarA, biiylime fazi boyunca SarA-agr promotor
etkilesimi ile Agr yapiminmi uyarir. Boylece virulans faktorlerinin sentezini degistirir. Ayrica
SarA, agr sisteminden bagimsiz bir sekilde birgok hiicre duvari proteinini ve ekzoproteini

sentezini direk olarak diizenler (36).
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2.3. “Staphylococcus aureus”’un Yaptig1 Hastahklar

S. aureus, dogada sik rastlanan bir bakteridir. Insanda, burun delikleri, koltuk alt1,
vagina, farinks, hasarl deri yiizeyi gibi viicudun degisik boliimlerine kolonize olabilmektedir.
Infeksiyon, deri ve mukoza biitiinliigiiniin bozulmasinin ardindan bakterinin dokuya ya da
kana ge¢mesiyle baslar (19, 37). Genel olarak infeksiyon olusumunu etkileyen faktorler; insan
savunma mekanizmalari, bakterinin sayis1 ve virulansi, deri ve mukoza biitiinliigiidiir (37). S.

aureus, deri infeksiyonlarinda yag ve ter bezleri ile kil kdklerini giris i¢in kullanabilir.

Yasami tehdit edici boyutta olan stafilokok infeksiyonlar1 iginde, stafilokoksik
bakteriyemi, endokardit ve sepsis bulunmaktadir. Bu tablolar infeksiyon icin ¢esitli risk
faktorleri bulunan kisilerde daha sik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. S. aureus infeksiyonu

gelisme riskini arttiran ve konaga bagli olan faktorler sunlardir: (23, 37)
1 Konjenital ya da kazanilmis 16kosit kemotaksis defektleri
2 Hiicre i¢i 6ldiirme mekanizmalarindaki sorunlar
3 Opsonizasyon defektleri
4 Deri yaralanmalari
5 Yabanci cisim varligi
6 Viris infeksiyonlari
7 Kronik hastaliklar
8 Tedavi/ profilaktik amacli antibiyotik kullanimi

Stafilokok infeksiyonlarinda tipik patolojik bulgu, abse olusumudur. Yalnizca
potansiyel bir hedef olmasi nedeniyle degil ayni zamanda aktivasyonu ile endovaskiiler
hastaligin ilerlemesine katkida bulunmasi nedeni ile patojenik siirecte en dnemli yapi, endotel
hiicreleridir. Stafilokoklar endotel hiicresine kolaylikla tutunarak adezyon - reseptor etkilesimi
ile baglanir, ardindan endotel hiicreleri tarafindan hiicre igine alinirlar (38). Bunun ardindan,
bakteri komsu dokulara yayilmayir ve kan dolasimina girmeyi kolaylastiran proteolitik
enzimler salar. Enfekte endotel hiicresinin eksprese ettigi doku faktorii, fibrin birikimi ve

vejetasyon olusumunu kolaylagtirir. Bakteri derin dokulara ulastiginda, abse olusumuna yol
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acan inflamatuvar yanita neden olur. Olaylar zinciri kardiyak endotelin etkilendigi endokardit
patogenezinde oldugu gibi metastatik infeksiyon odaklarinin olugsmasina da katkida bulunur.
S. aureus’un hiicre icine girmesiyle, endotel hiicreleri, Fc reseptorleriyle beraber gesitli
adezyon molekiillerini (vaskiiler hiicre adezyon molekiilleri “VCAM’ ve interselliiler adezyon
molekiilii ‘ICAM’) eksprese ederler ve interlokin (IL)-1, IL-6 ve IL-8 salinimin1 saglarlar. Fc
reseptorlerinin ekspresyonu immiinoglobulin (Ig) veya immiin kompleksler i¢in bir baglanma
bolgesi olusturup bakteriyemi sirasinda bazen goriilen vaskiilit gelisimine katkida
bulunabilmektedir. Bakteri kokenli kemotaktik faktorlerin ve IL-8’in etkisiyle, nétrofil
l16kositler infeksiyon bolgesinde diapedez ile gelip yukarida belirtilen adezyon molekiillerini
eksprese eden endotel hiicrelerine tutunurlar. Endotel hiicrelerinin yapisindaki degisiklikler
plazma proteinlerinin transiidasyonuyla birlikte damar geg¢irgenliginin artisina neden olur.
Stafilokoklar ile temastan sonra hem doku makrofajlart hem de dolasimdaki monositler IL-1,
IL-6, IL-8 ve tiimor nekroz faktdrii o (TNF-a) salgilarlar. T hiicrelerinden interferon-y (IFN-
y) salmimindan sonra makrofajlar aktive olurlar. Endotel hiicreleri gibi monosit veya
makrofajlardan kan dolagimina salinan sitokinler de sepsis sendromunun belirtilerine ve

stafilokok hastaligi ile iliskili vaskiilite katkida bulunurlar (39, 40).

S. aureus, irettigi eksfoliatif toksine bagl olarak olusan Haslanmig Deri Sendromuna,
enterotoksinin gastrointestinal sistem iizerine lokal etkisine bagli olarak ortaya cikan besin
zehirlenmelerine, siiperantijenleri yliksek ates, sok, kapiller kagak ve c¢ogul organ

yetersizligiyle karakterize olabilen Toksik Sok Sendromuna da yol agabilmektedir (26).
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2.4. Stafilokoklarin Laboratuar Tanisi

Izole edilen bir susun stafilokok olarak tamimlanmasi, biiyiik 6l¢iide mikroskobik ve

makroskobik (koloni morfolojisi) morfolojisi ile katalaz etkinliginin gosterilmesine dayanir.
2.4.1. Gram Boyama ve mikroskobik inceleme

Klinik 6rneklerden hazirlanan Gram boyali preparatlarda, stafilokoklar 0.5-1.0 um ¢aplh
Gram pozitif koklar olarak goriiliir. Tek tek, ¢iftler, kisa zincirler ya da kiimeler halinde
goriilebilir. Gram reaksiyonundaki degisimler inflamatuar hiicreler ve onlarin hidrolitik

enzimlerinin etkisi nedeniyledir (41).
2.4.2. Koloni Morfolojisi

Stafilokoklar c¢ogu besiyerinde rahatlikla {iireyebilmektedirler. Tipik kolonilerin
gozlenebilmesi icin drnekler kanli agar plaklarina ekilir. Cogu stafilokok tiirleri 24 saatlik
inkiibasyonda 1-2 mm c¢aplh koloniler olustururlar. S. aureus kolonileri, sari-turuncu
pigmentli, diizgiin yiizeyli, hafif konveksdir. Diger suslar ise beyaz gri koloniler olustururlar.
S. aureus suslarinda pigment tiretimi inkiibasyon sonrasinda oda sicakliginda bekletildiginde
daha belirgin hale gelmektedir. Baz1 S. aureus suslarinda opak koloniler ve seffaf koloniler

veya farkli beta-hemoliz zonlar1 bulunur (41).

2.4.3. Katalaz Testi

Bu test Micrococcaceae ailesindeki katalaz enzimlerinin (Sitokrom oksidaz enziminin)
varhigini saptar. Stafilokoklar, diger bir Gram pozitif kok olan streptokoklardan katalaz pozitif
olmalariyla ayrilirlar. Katalaz testi, lam {izerine incelenecek koloni aktarildiktan sonra {izerine
%3’liik hidrojen peroksit (H,O,) damlatilarak yapilir. Hidrojen peroksitin su ve oksijen

gazina doniisiimiinii gdsteren kabarciklar katalaz enzim varliginin gostergesidir (23).

2.4.4. S. aureus’u diger stafilokoklardan ayiran yontemler

2.4.4.1. Koagiilaz Testi
S. aureus’un diger stafilokoklardan ayriminda koagiilaz testi kullanilir. S. aureus diger
stafilokoklardan koagiilaz pozitif olusuyla ayrilmaktadir. Bu test lam ve tiip koagiilaz testi

olmak iizere iki sekilde yapilmaktadir (23, 26).
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2.4.4.2. Lam Koagiilaz Testi

Bu test i¢in kanli agar veya diger selektif olmayan besiyerlerinde tliremis koloniler
kullanilir. Lam iizerine bir damla distile su damlatilir. Stafilokok kolonileri su ile karistirilarak
homojen siispansiyon elde edilir. Uzerine bir damla plazma damlatilir ve elde cevrilerek
karistirilir. On saniye i¢inde S. aureus’un birbirine yapismasindan kaynaklanan gozle goriilen
kiimelesmenin oldugu gozlenirse test pozitiftir. Lam koagiilaz testi, S. aureus duvarindaki
‘clumping factor’ iin varligin1 gosterir. Eger lam koagiilaz negatif ise mutlaka tiip koagiilaz
testi uygulanmalidir. Ayrica S. aureus disinda, Staphylococcus lugdunensis ve Staphylococcus

schleiferi de lam koagiilaz testinde pozitif sonug verebilmektedir (23,25).
2.4.4.3. Tiip Koagiilaz Testi

Hiicre disina salinan koagiilaz1 gosterir. Serum fizyolojik ile 1/5 oraninda sulandirilmis
plazma ic¢inde stafilokok kolonisi ezilip karistirilir. Saat basi kontrol edilmek suretiyle
35°C’de dort saat pithtinin olusmasi igin bekletilir. Pthtinin olugmasi pozitif sonu¢ olarak
degerlendirilir. Negatif olan testler oda sicakliginda 18-24 saat bekletilir. Staphylococcus
aureus subsp. anaerobius, Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans, Staphylococcus lutrae,
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus delphini tiirlerinin de tiip

koagiilaz testi pozitiftir (25).

2.4.4.4. Mannitol Hidrolizi

Bu test icin mannitollu tuzlu agar kullanilir. Farkli bir flora ile kontamine ornekler
%7,5 NaCl igeren bir besiyerine ekimleri yapilarak S.aureus izole edilebilir. Tuz S.aureus
hari¢ diger organizmalarin iiremesini engellemektedir. Mannitollii tuz agar veya ticari
kromojenik besiyerleri, kistik fibrosisli hastalarda ve S.aureus’un nazal tasryiciligim
belirlemede kullanilan besiyerleridir. Bu besiyerinde tiretilen S. aureus kolonilerinin etrafinda
48 saatte sar1 zon, S.epidermidis kolonilerinin etrafinda kirmizi zon olustugu gozlenir. S.
aureus, mannitolii fermente ederek, besiyerinin icerdigi fenol kirmizisi ayiracinin rengini

sartya cgevirir (25).
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2.4.4.5. Protein A Saptanmasi

Protein A saptama yontemi, lam koagiilaz testine bir alternatiftir. Protein A, IgG’nin Fc
kolu igin spesifik afiniteye sahiptir. Protein A’y1 saptamak i¢in ticari olarak bulunan insan
fibrinojen ve IgG’si ile kapli polistren lateks partikiilleri igeren ayiragtan reaksiyon kartina bir
damla damlatilir. Stafilokok kolonisi uygulama g¢ubugu ile karistirilarak agliitinasyon
gbzlemlenir. Agliitinasyonun meydana gelmesi pozitif sonug¢ olarak degerlendirilir. Negatif
olan testlerde herhangi bir degisim olmaz. S. aureus, protein A testi pozitif, Staphylococcus

epidermidis ise negatif sonug verir (25).
2.4.4.6. Hizli Termoniikleaz Testi

Bir mililitre Beyin Kalp Infiizyon (BKI) s1v1 besiyeri icerisine birkag stafilokok kolonisi
aktarilir. 35°C’°de iki saat inkiibe edilir. Hazirlanan siispnsiyon su banyosunda 15 dakika
kaynatilir, oda sicakligina sogutulur. DNase test agari iizerinde pipet yardimiyla agilan
oyuklara iki damla sogutulan organizma siispansiyonu eklenir. Bir-iki saat 35°C’de inkiibe
edilir. Kuyucuklar etrafinda pembe ya da kirmizi hale goriilmesi (pozitif reaksiyon) beklenir.

S. aureus’un termoniikleaz testi, pozitiftir (25).

21



2.5. Stafilokok Infeksiyonlarinin Tedavisinde Kullanilabilen Antibiyotikler

Stafilokok infeksiyonlarinin tedavisinde secilecek uygun antibiyotik, bakteriyi

Oldiirerek yayilimini engellemelidir (23). Bu amagla kullanilabilecek antibiyotikler;
1 Hiicre duvar sentez inhibitdrleri
2 Protein sentez inhibitorleri
3 Niikleik asit sentezi inhibitorleri olmak iizere {i¢ grupta incelenebilir.

Bu grup antibiyotiklerden en uygun olani, antibiyotik duyarlilik testleri ile belirlenmeli
ardindan tedaviye baslanmalidir. Genellikle kiiltiir ve antibiyogram sonucu beklenmeden,
kiiltiir i¢in 6rnek alinir alinmaz empirik tedaviye baslanir. Empirik tedavide uygulanan

antibiyotik, kiiltlir ve antibiyogram sonucuna gore degistirilir.

Tablo 1: Stafilokok infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin gruplandirilmasi

Hiicre Duvar Sentez Inhibitorleri | Protein Sentez Inhibitorleri | Niikleik Asit Sentez Inhibitorleri

1. Beta-laktam Antibiyotikler 1. Aminoglikozidler 1. Stilfonamidler ve Trimetoprim
a. Penisilinler 2. Makrolidler 2. Kinolonlar
b. Sefalosporinler 3. Linezolid 3. Rifampin

¢. Karbapenemler 4. Streptograminler

5. Linkozamidler

2. Glikopeptidler ]
6. Kloramfenikol
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2.6. Stafilokoklarda Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar: ve Metisilin Direnci:
Direng, bir mikroorganizmanin antimikrobiyal ajanin 6ldiiriicli veya iiremeyi engelleyici

etkisinden korunabilme kapasitesidir (42).

Antibiyotik ¢aginin baslangicindan beri antibiyotik kullaniminin olusturdugu secici
baski stafilokoklarda ¢ok kisa siirede direng gelismesine yol agmistir (42, 43). Bu durum
1941°de penisilin G’nin tedaviye girmesi ve beta-laktamaz iiretimine bagl direng gelisiminin
artmasi ile baglamis, bundan sonra da her kullanima giren antibiyotige kars1 direng gelisimi
stirmiistiir. Epidemik klonlar, heniiz 1950°1i yillarda birbiri ardina penisilin G, streptomisin,

kloramfenikol, oksitetrasiklin ve daha sonra da makrolidlere diren¢ kazanmustir (43).

2.6.1. Beta Laktam Antibiyotiklere Genel Diren¢ Mekanizmalari

Beta laktam ajanlara direng {i¢ temel mekanizmayla ortaya ¢cikmaktadir (44).
> llacin hedefine etkin konsantrasyonda ulasmasinin engellenmesi
» Hedef PBP molekiillerinin degismesi
> Ilaci inaktive eden beta laktamazlarm iiretimi

2.6.1.1. Ilacin hedefine etkin konsantrasyonda ulasmasinin engellenmesi:

Bu diren¢ mekanizmasi, ilacin hiicre i¢ine alinmasindaki azalmadan yada hedefine
ulasamadan disar1 atilmasini saglayan aktif pompa sistemlerinden kaynaklanabilmektedir.
(42). Antibiyotigin hiicre disina atilmasin1 saglayan aktif pompa sistemleri betalaktamlar da
dahil oldugu bircok antibiyotik sinifina karst dogal veya kazanilmis direngte O6nemli rol
oynamaktadir. Hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilerde bulunan aktif pompa

sistemleri antibiyotigin hiicre i¢inde etkin konsantrasyona ulagmasini engellemektedir (44).

2.6.1.2. Hedef Penisilin Baglayan Protein (PBP) molekiillerinin degismesi

PBP’ler serin proteazlar {ist ailesinde yeralan ve yapisal olarak beta laktamazlara ¢ok
benzeyen ve peptidoglikan sentezinde rol oynayan D,D-transpeptidazlar ve D,D-
karboksipeptidazlardir. Bunlardan transpeptidazlar “yiiksek molekiil agirlikli PBP”; D-D
karboksipeptidazlar ise “diisiik molekiil agirlikli PBP” olarak adlandirilirlar. Peptidoglikan
zincirindeki ¢apraz baglarin olusumunda gorev alirlar (44). Beta-laktam ajanlar, bu enzimlerin
baglandig1 D-alanil-D-alanin yapisina benzedikleri icin PBP’lerin substrat analoglaridir. Bu

benzerlik nedeniyle, PBP’ler beta-laktam ajanlara kovalan olarak baglanip inhibe olurlar.
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Beta-laktam afinitesi diisiik PBP’ler ile ilgili olarak dort kazanilmis direng mekanizmasi
bildirilmistir. Bunlar;
» Bakterinin beta laktam afinitesi diisiik yeni bir PBP geni kazanmasi
» Yakin tiirlerden gen alinmasi sonucu mozaik PBP genlerinin ortaya ¢ikmasi
» Diisiik afiniteli bir PBP’nin asir1 yapimi
» Bakteri hiicresinde bulunan temel PBP’lerin promotor dizileri veya aktif
bolgelerindeki korunmus alanlarda aminoasit degisimleri sonucunda asir1 yapim veya
afinite degisiklikleri olmasidir (44).
PBP degisimine bagl direng, Ozellikle S. aureus tiirlerinin beta laktam ajanlarla
tedavisinde sorun yaratmaktadir (46). Stafilokoklarin beta laktam direncindeki en onemli
mekanizmasi, tiim beta laktamlara karsi diisiik afiniteli PBP2a olarak adlandirilan yeni bir

PBP yapimudir (44).

2.6.1.3. Ilaci inaktive eden beta laktamazlarin iiretimi

S. aureus’un beta laktam antibiyotiklere kars1 en sik goriilen direng mekanizmasi
genellikle plazmidle tasinan bla geni lizerinde kodlanan beta laktamaz enzimi tiretimidir (45).
Beta laktamazlar, beta laktam halkasindaki siklik amid bagini par¢alayan boylece beta laktam
ajanlarin etkinligini ortadan kaldiran enzimlerdir. Beta laktamazlar molekiiler yapilarina gére
aktif bolgelerinde serin aminoasiti bulunanlar veya ¢inko atomu bulunanlar olarak iki gruba
ayrilirlar. Bu iki grup Ambler tarafindan dort molekiiler sinifa ayrilmistir. Siif A, C ve D
serin beta laktamazlari, sinif B ise ¢inko i¢eren metallo enzimleri igermektedir. Gram pozitif
bakteri tiirleri arasinda beta laktamaz iireten baglica patojenler stafilokoklardir. Stafilokok
beta laktamazi penisilinaz niteliginde olup islevsel siniflandirmaya goére de grup 2a’da yer
almaktadir (44, 46).

Stafilokoklarda beta laktamaz iiretimini kontrol eden ¢esitli kromozomal genler
bulunmaktadir. Stafilokoklar beta laktamazi indiiklenebilir niteliktedir. Penisilin varliginda
bla geni 1lizerindeki represor etki ortadan kalkmakta ve beta-laktamaz iiretilmeye
baslanmaktadir.

Stafilokoklarda beta laktamaz iiretimini saptamada CLSI 6nerilerine gore 10 iinitelik
penisilin diski ile Ipg’lik oksasilin diski beraber kullanilmaktadir. Sadece penisilin ve
oksasilin test edilerek beta laktam antibiyotiklere karsi duyarlilik veya direng belirlenebilir.

Penisiline direncli, oksasiline duyarli S. aureus suslari, beta laktamaz iiretmektedir (47). Bu
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suglar ampisilin, amoksisilin, azlosilin, karbenisilin, mezlosilin, piperasilin ve tikarsilin gibi
antibiyotiklere direnclidir. Tedavide bu grup antibiyotiklerin kullanilmamasi gerektigi
bildirilmektedir. Buna karsin penisilinazlara direncli penisilinler, beta laktam/beta-laktamaz
inhibitdr kombinasyonlari, sefalosporinlere ve karbapenemlere duyarlidirlar (47). Beta
laktamaz iireten susglarla gelisen infeksiyonlarin tedavisinde penisilinaza direngli semisentetik
penisilinler ya da beta laktam/beta-laktamaz inhibitér kombinasyonlar1 kullanilabilir.
Penisinle duyarli bulunan suslar tiim beta laktam ajanlara duyarli kabul edilmektedir (47).
Beta laktamaz iiretimi ile ilgili metisilin direncinin bir baska tipi, diisiik diizey
metisilin direngli BORSA (Borderline resistant S. aureus) suslarinda goriilmektedir. Bu
suslarin metisilin ve oksasilin MIK degeri 4-8dg/ml olup, duyarlilik smirinin biraz

istiindedir. BORSA izolatlarinda direncin mekanizmasi asir1 beta-laktamaz iiretimidir (45).

2.6.2. Glikopeptit Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalari

Metisiline direngli S.aureus suslar1 basta metisilin olmak iizere, tim beta laktamlara,
makrolidlere, tetrasiklinlere, kloramfenikollere karsi direngli oldugundan MRSA
infeksiyonlarinin tedavisinde glikopeptit antibiyotikler tek olarak kullanilmaktadir (48).
Ancak 1997 yilinda Japonya ve ardindan Amerika Birlesik Devletleri’nde bir glikopeptit olan
vankomisine duyarlilifi azalmis S.aureus suslari bildirilmistir. Vankomisine duyarlilig
azalmis S. aureus suslarinda(VISA) hiicre duvarinin kalinlagtigit ve hiicre duvarinin
vankomisini baglayarak serbest molekiilin hedefine ulagmasinda engel olusturdugu
saptanmustir. Ozellikle PBP2 ve PBP2a’nin asir1 iiretiminin vankomisin direnci ile iliskili
oldugu bildirilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde 2002 yilinda enterokoklardan
aktarllan vanA geni varligina bagli olarak vankomisine direngli iki S. aureus izolati

bildirilmistir (49).

2.6.3. Aminoglikozid Direnci

Stafilokoklarda aminoglikozid direncinin en sik goriilme nedeni, aminoglikozidleri
modifiye eden enzim varligidir. Bu enzimler periplazmik aralikta yer alan veya sitoplazma
zarma baglh olarak bulunan, plazmid ya da transpozon kokenli enzimlerdir. Aminoglikozid
yapisin1 degistiren bu enzimler asetil transferazlar (AAC), adenil transferazlar (ANT) ve
fosfotransferazlar (APH) olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadirlar (50). Bu enzimlerin

antibiyotik yapisina asetil, adenil ve fosforil gruplari eklenmesi, antibiyotigin etkinligini
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yitirmesine sebep olur (46). Ozellikle metisilin direngli stafilokoklarda aminoglikozid direng
oranlar1 giiniimiizde oldukga yiiksektir. Stafilokoklarda gentamisin direnci, asetiltransferaz
enziminin varligm  gostermektedir. Rutin laboratuarlarda stafilokoklarda goriilen
aminoglikozid direncini saptamak amaciyla 10 pg’lik gentamisin diski kullanilmaktadir. Bu
diske streptomisin  haric tim aminoglikozid antibiyotiklere karst olan direng

saptanabilmektedir.

2.6.4. Makrolid, Linkozamid, Streptogramin(MLSg) Direnci

Eritromisin gibi makrolid grubundaki antibiyotikler, linkomisinin ve klindamisinin
tiyesi oldugu linkozamidler ve tip A-B streptogramin MLS grubu olarak adlandirilan
antibiyotiklerdir (45). Bu antibiyotikler kimyasal olarak birbirlerinden farkli olmalarina
ragmen etki mekanizmalar1 benzerdir (46). S. aureus’ta MLSg direnci, 23S rRNA’da spesifik
bir adenin molekiiliiniin metilasyonundan sorumlu olan enzimleri kodlayan erm (eritromisin
rezistans metilaz) genlerinin kazanimina bagli olarak ortaya ¢ikar. Plazmid veya
transpozonlarca taginan ermd, ermB ve ermC genlerinin kodladig1 enzimler, antibiyotigin
hedefini degistirir. Bunun sonucunda, eritromisine ve onunla ayni hedefi paylasan makrolid,
linkozamid ve streptogramin B grubu antibiyotiklere kars1 yiiksek diizeyde direng gelisir (46).
MRSA’larda kromozomal ermA geni, MSSA’larda ise plazmid kaynakli ermC geni ile daha
stk karsilagilmaktadir (49,51). Stafilokoklarda MLSg tipi direng yiiksek diizeyde veya
indiiklenebilir diisik diizeyde direng olarak goriilebilir. Bunun diginda S. aureus ve
KNS’lerde saptanan msr genleri indiiklenebilir pompa(efflux) proteininin sentezine yol
acmakta ve bu sekilde makrolislere kars1 direng gelismesine neden olmaktadir. msrA geni
tarafindan kodlanan aktif pompaya bagli diren¢ ile indiiklenebilir MLSg tipi direng,
eritromisin diski (15 pg) ve klindamisin diskinin (2pg) kullanildigi D testi ile ayrilabilir (47).
Her iki tipinde de disk difiizyon testinde izolatin eritromisine direncli, klindamisine duyarli
oldugu gozlenir. indiiklenebilir MLSg tipi direngte D testinde klindamisin zonu eritromisin
diskine bakan tarafta diizlesirken aktif pompaya bagl eritromisin direncinde klindamisin
zonunda degisiklik olmaz. Indiiklenebilir MLSg tipi direng saptanan izolatlar klindamisine de

direngli olarak bildirilir (47).
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2.6.5. Kloramfenikol Direnci

Kloramfenikole kars1 direng, antibiyotigin etkinligini kaybetmesine neden olan
kloramfenikol asetil transferaz (KAT) enziminin {iretimine bagh olarak ortaya ¢ikar. Plazmid
veya transpozon araciligi ile aktarilabilen bu enzim Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler

arasinda yaygin olarak bulunmaktadir (45, 46).

2.6.6. Sulfonamid ve Trimetoprime Direng

Siilfonamid direnci, plazmidlerle tasinan genler araciligiyla veya nokta mutasyonu
sonucunda afinitesi diisiik yeni bir dihidropteroat sentetaz enziminin olusmasiyla ortaya
cikabilmektedir. Ayrica S. aureus’da kromozomal mutasyon sonucu diisiik diizey PABA
tiretimi de dirence yol acabilmektedir.

Trimetoprim(TMP) direnci ise, transpozon tarafindan kodlanan plazmid veya
kromozom f{izerinde yer alan dfrA ve dfrB genlerine bagli olarak gelisir. Bu genlerin
kodladig1 dihidrofolat enziminin TMP’nin aktif bdlgesine baglanarak dirence yol agtigi
bildirilmistir(45, 46, 52).

2.6.7. Kinolon Direnci

Kinolon direnci, DNA giraz enzimini kodlayan gyr4 ve gyrB genleri ile topoizomeraz
IV enzimini kodlayan gri4 ve griB genlerinden herhangi birinde meydana gelen nokta
mutasyon nedeniyle gelisebilmektedir. Ayrica bazi S.aureus suslarinda bulunan norA4 geninde
meydana gelen nokta mutasyonu bu grup antibiyotiklerin hiicre i¢inde birikimini azaltan aktif
pompa sisteminin yapimini saglamaktadir. Sadece gr/ gen lokusunda meydana gelen
mutasyon, diisiik seviyede diren¢ olustururken, grid ve gyr4’da meydana gelen mutasyon,

yiiksek seviyede dirence sebep olmaktadir (45).

2.6.8. Rifampin Direnci
DNA bagimli RNA polimerazin beta altbirimini kodlayan rpoB geninde meydana
gelen kromozomal mutasyonlar sonucunda antibiyotigin afinitesi azalir ve rifampin direnci

ortaya cikar (45).
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2.6.9. Metisilin Direnci

S. aureus’un penisiline diren¢ kazanmasi ile birlikte penisiline direncgli S. aureus’un
neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde kullanilmak iizere yeni antibiyotikler ortaya
cikmistir. Metisilin ve diger penisilinaz direngli penisilinlerin kullanima girmesiyle onceleri
tedavi basaris1 elde edilmis, ancak metisilinin tedaviye girmesinden yaklasik iki yil sonra
metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslar1 tespit edildi. Bu suslar Once hastane
infeksiyonlarinda, son zamanlarda da toplum kokenli infeksiyonlarda etken olarak goriilmeye

baslamistir (53).

2.6.9.1. Penisilin Baglayan Protein 2a (PBP 2a)

Stafilokoklarda beta-laktam antibiyotiklere direnci saglayan baglica direng
mekanizmas1 mecA geninin taginmasi ile ilgilidir. Kromozumunda mecA geni tasiyan suslar,
PBP 2a (veya PBP’) olarak adlandirilan beta laktam yapisindaki antibiyotiklere diisiik afiniteli
78 kDa molekiil agirligindaki alternatif bir proteinin sentezini yapar (42). Beta laktam
antibiyotikler duyarli suslarda hiicre duvarinda yer alan PBPlere (transpeptidaz ve
karboksipeptidaz enzimleri) baglanarak ¢apraz baglarin olusumunu engeller. Ancak PBP2a
beta laktamlara diisiik afiniteli oldugu icin, beta laktam antibiyotiklerin varliginda MRSAlar

peptidoglikan sentezine devam eder ve tiim beta laktam ajanlara kars1 direng goriiliir (3).

2.6.9.2. Heterojen — Homojen Direng

mecA genine bagli olarak gelisen metisilin direnci, iki farkli sekilde ortaya
cikabilir(23,43).

1. Homojen direnc: Bakteri kolonisini olusturan tiim bakteriler mecA genini tasirlar
ve hepsinde bu gen aktif oldugundan yiiksek diizeyde dirence sebep olur (42).

2. Heterojen direnc: Heterojen direngli suslarda mecA geni tiim hiicreler tarafindan
tasinmasina ragmen, hiicre toplulugunun 10°-10° sindan birinde yiiksek diizeyde metisilin
direnci goriiliir. Bunun mecA geninin fonksiyonunu kontrol ettigi sanilan “Factor essential for
methicillin resistan” fem A veya factor X gibi kontrol genlerinin fonksiyonlar1 ile meydana
geldigi distiniilmektedir (42, 45).

Aslinda MRSA populasyonunun kii¢iik bir kismi heterojen direng 6zelligine sahiptir

(45). Ancak heterojen direng homojen direngten daha sik olarak goriilmektedir. Heterojen
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direng fenotipini saptamak ise daha gii¢ olabilir. Standart deney kosullarinda heterojen
suslarin belirlenmesi icin besiyerine otolizinleri inhibe eden %4 NaCl eklenebilir. Ayrica
heterojen direng ekspresyon diizeyi diisiik 1sida 30-35 °C de daha yiiksektir. Ozmolarite,
sicaklik, besiyeri igerigi, inkiibasyon siiresi gibi faktorler de metisilinin direncinin diizeyini
etkilemektedir. PBP2a aracili metisilin direncini, fem veya aux olarak tanimlanan diger
genetik lokuslar ile otolizinlerin aktivitesi etkiler. Bu genler S. aureus genomunun bir
pargasidir ve peptidoglikan sentezinde rol oynarlar. Ornegin; pentaglisin kdpriisiiniin sentezini
saglayan femABX operonunun inaktivasyonu, PBP 2a iiretimini etkilemeksizin metisiline

direnci azaltir (3,55).

2.6.9.3. mecA Gen Ekspresyonu

S. aureus’ da PBP2a’y1 kodlayan mecA geninin ekspresyonu, baskilayici bir gen olan
Mecl ve membranda yer alan, beta laktam varligin1 saptayan bir sinyal iletici olan mecR1
tarafindan kontrol edilmektedir (6, 45). Beta laktam antibiyotik yoklugunda, mecl hem mecA
hem de mecR1-mecl’nin transkripsiyonunu engeller. Ancak, beta laktam antibiyotik
varliginda mecR1 otokatalitik olarak kesilir, bdylece sitoplazmik kisminda yer alan
metalloproteaz boliimii aktif hale gelir. Aktif olan metalloproteaz enzimi mecA’nin promotor
bolgesine baglanmis olan mecl’y1 keser. Bunun sonucunda mecA transkripsiyonu ve PBP2a
tiretimi gergeklesir (6, 55) mecl ve mecR1 diizenleyici genlerin disinda, mecA ekspresyonu,
yapisal ve islevsel agidan mecl ve mecRI1 sistemine benzer olan, Blal ve BlaR1 sistemi
tarafindan da kontrol edilmektedir. Ancak, mecA ekspresyonunun mecR1-mecl sistemi ile
gerceklesmesi, Blal ve BlaR1 sistemine gore daha yavastir. Bu durum diisiik diizeyde mecA

transkripsiyonun gerceklesmesine neden olur (25).

2.6.9.4. “Staphylococcal chromosome cassette mec” (SCCmec)

SCCmec elemanmi bir¢ok agik okuma bolgesi icerir. Bu bolgeler, atipik kodon
kullanimu sergileyerek 3. kodon pozisyonlarinda G+C igerigi agisindan zengindir. Bu durum,
S. aureus tiirlerinin SCCmec elemanini diger tiirlerden kazandigini gostermektedir (25).

SCCmec elemaninin ve transfer mekanizmasinin kdkeni tam olarak bilinmemektedir.
Ancak, S.sciuri’nin PBP2a ile % 87.8 aminoasit sekans benzerligi olan bir PBP tasidigi
bulunmustur. S.sciuri suslarinin metisiline duyarli olduklar1 saptanmistir, fakat metisilin

varliginda mecA homologunun transkripsiyon hizinin artmastyla birlikte bu suslar, metisiline
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direngli hale gelir. Ayrica mecA homologunun MSSA da ortaya ¢ikmasiyla metisiline direngli
hale gelmisti ve bu sus MRSA olarak smiflandirildi (56). Bunun yaninda epidemik MSSA
susu izole edildikten sonra daha 6nce MRSA susu ile karsilagmamis yeni dogmus bir
bebekten izogenik MRSA susu izole edildi. Yeni dogmus bebekten izole edilen S. epidermidis
susunun mecA geni ile MRSA’nin mecA geni benzer ¢ikmistir. Bu bilgi MRSA’nin invivo
sartlarda mecA geninin iki stafilokok tiirii arasindaki horizontal aktarimdan dolay1 ortaya
ciktigini desteklemektedir (6, 57).

2.1 kb uzunlugundaki mecA geni, kromozomda Stafilokok Kaset Kromozom mec
(SCCmec) olarak adlandirilan 21-67 kb biiyiikliigiindeki hareketli bir genetik eleman iizerinde
yer alir (24). SCC elemanlari, degisik KNS tiirlerinde ve metisiline duyarli S. aureus
izolatlarinda da bulunmaktadir. SCCmec, bakteriyofajlar, transpozonlar, konjugatif
transpozonlar veya integre olabilen plazmidler gibi bilinen diger hareketli genetik
elemanlardan farklidir. Genomik bir ada olarak goriilebilse de S. aureus’ un virulansi ile

iliskili hi¢bir gen igcermedigi i¢in patojenite adalarindan farklidir (58).

SCC, aslinda stafilokok tiirleri arasinda genetik degisim i¢in aracilik eden genomik
adalardir. SCCmec, SCC’lerin metisilin direnci tasiyan 6zel bir tipidir (59). SCCmec elemant,
S. aureus kromozomunda replikasyon orijininin yaninda yer alan ve spesifik bir bolge olan
attBscc bolgesine entegre olur. attBscc bolgesi, orfX olarak adlandirilan ve iglevi tam olarak
bilinmeyen, S. aureus suslar1 arasinda oldukg¢a iyi korunmus a¢ik okuma cercevesinin 3’
ucunda yer almaktadir (6, 43). SCCmec elemaninin entegrasyon bdlgesi olan a#tBscc,
kromozom ve SCCmec baglanti bolgelerinde (attL ve attR) bulunur. Ancak iki tekrar
sekansindan biri SCCmec elemaninin sag ucunda yer alir. Dejenere olmus ters tekrarlar,
SCCmec elemanmin her iki ucunda da yer alir (60). Bu tamamlanmamis ters tekrarlarin,
SCCmec elemaninin kromozoma entegrasyonu ve kromozomdan kesip ¢ikarilmasi esnasinda
SCCmec rekombinazlar tarafindan tanindig1 diistintilmektedir (58).

SCCmec igerisinde insersiyon dizileri ve mecA transkripsiyonunu diizenleyen genler
(AmecR1 veya mecR1 ve mecl) bulunmaktadir (43). Bu genler mec geni ile birlikte mec gen
kompleksi i¢inde yer alir. mec gen kompleksi, farkli SCCmec elemanlarinda degisik sekillerde
bulunur. Bu degisiklik farkli mec gen kompleksi siniflarini ortaya ¢ikarir. Giiniimiize kadar
mec gen kompleksleri ile ilgili 5 temel sinif tanimlanmigtir. Bu siniflar, 2 gruba ayrilir:

1. mecl ve mecR1 diizenleyici genlerinin her ikisi de tam olanlar.
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2. mecl ve mecR1 diizenleyici genlerinin birinin veya her ikisinin bazi1 kisimlar1 eksik
olanlar. Birinci grup mec kompleksi, sinif A olarak bilinirken, ikinci grup mec kompleksi sinif
B, C, D olarak kategorilere ayrilmaktadir. Tiim mec gen komplesi siniflari, mecA geni ile
iligkilendirilmis IS431 insersiyon sekansinin kopyasini igerir (25).

SCCmec elemaninda ayrica kromozomdaki spesifik bir bolgeye integrasyon ve bu
bolgeden kesilip ayrilma i¢in gerekli olan kaset kromozom rekombinazlar1 kodlayan genler
(ccr) bulunmaktadir (25).SCCmec’in hareketinden sorumlu ccr gen kompleksinde ccrA, ccrB
ve ccrC olmak iizere ti¢ farkli rekombinaz bulunmaktadir. ccr gen kompleksinin niikleotid
sekanslarindaki farkliliklara gore rekombinazlarin dorder allotipleri tanimlanmustir. Bunlar
ccrA igin; ccrAl, ccrA2, ccrA3, ccrA4 ve cerB icin; ccrB1, ccrB2, cerB3, cerB4’tiir (7, 25,58,
61). Bu allotiplerin kombinasyonlarina goére de ccr gen kompleks tipleri (tip 1-5)
belirlenmistir. Tip 1; ccrAl ve ccrB1 genlerini, Tip 2; ccrA2 ve ccrB2 genlerini, Tip 3; ccrA3
ve ccrB3 genlerini, Tip 4; ccrA4 ve ccrB4 genlerini ve Tip 5; ccrC genini igerir (7, 61,62).

SCCmec elemaninda yer alan mec ve ccr komplekslerinin etrafindaki degisken dizilere
de J “Junkyard” bolgeleri adi verilmektedir. J bolgeleri, plazmidler (pT181, pUBI10 ve
pl258), transpozonlar(Tn554) ve insersiyon sekanslart (IS431, IS1272 ve 1S256) gibi
kromozoma entegre olabilen, ek antimikrobiyal genetik determinantlarini tasiyan genetik
elemanlari igerirler (25, 36, 63). SCCmec elemanina entegre olan transpozonlarda makrolidler
ve tetrasiklinler gibi antibiyotiklerle, kadmiyum ve civa gibi agir metallere kars1 gelisen
direng genleri bulunur. Tiim SCCmec elemanlar: li¢ bolgeye ayrilir: J1 bdlgesi kromozomun
sag ucundan ccr genlerine kadar, J, bolgesi ccr geninden mec kompleksine kadar uzanir. J;

bolgesi ise mec kompleksi ile SCCmec elemaninin sol ucu arasinda yer alir (6).

Mec kompleks (class B)

ccr kompleks (type2)
T e
|<

|
-L I — :Ij|—|/ ﬁ:.-

YIS 1272
AmecR1

mecA IS431mec

Sekil 1: SCCmec elemaninda yer alan genlerin SCCmec tlizerindeki konumlart.
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SCCmec elemanlari, ccr gen kompleks allotiplerine ve mec gen sinifinin farkl
kombinasyonlarina gore smiflandirilmaktadir (58, 61). 1999’da ilk SCCmec elemaninin
bildirilmesinden giiniimiize kadar sekiz farklt SCCmec tipi bildirilmistir. Farkli tiplerdeki
SCCmec elemanlarimin biiyiikligi 20.9 kb’dan 66.9 kb’ye kadar degisiklik gostermektedir.
Tip I SCCmec, sinif B mec gen kompleksi ve tip 1 ccr gen kompleksi; Tip II SCCmec, smif A
mec kompleksi ve tip 2 ccr gen kompleksi; Tip III SCCmec, sinif A mec gen kompleksi ve tip
3 ccr gen kompleksi; Tip IV SCCmec, smif B mec gen kompleksi ve tip 2 ccr gen kompleksi;
Tip V SCCmec, sinif C mec ve ccrC; Tip VI SCCmec, sinif B mec kompleksi ve tip IV ccr
gen kompleksi; Tip VII SCCmec, sinif C mec kompleksi ve ccrC; Tip VIII SCCmec, sinif A
mec kompleksi ve tip 4 ccr gen kompleksi icermektedir (Tablo 2) (7, 9, 25, 64). SCCmec
tiplerine ek olarak birgok varyant tanimlanmistir. Ornegin, I A, 1I (A- G), III ( A ve B), IV
(a/b, c,d,E, F, g). Bu varyantlar J bolgelerindeki farkliliklara gore ortaya ¢ikmistir. SCCmec
tiplendirmesi, hastane kokenli MRSA’larla (HA-MRSA) toplum kokenli MRSA’larin (CA-
MRSA) birbirlerinden farkli olduklarini kanitlar. Tiim diinyada, SCCmec tiplerinden Tip I, II,
III ve VIII hastane kokenli, tip IV, V, VI ve VII toplum kokenli MRSA izolatlarinda
bulunmaktadir (7, 9, 25, 64).

Tablo 2: SCCmec tiplerinin icerdikleri ccr gen kompleks tipleri ve mec gen kompleks
smiflart.

SCCmec tipi ccr gen kompleks tipi mec gen kompleks simifi
I 1 (A1 B1) B
11 2 (A2 B2) A
I 3 (A3 B3) A
v 2 (A2B2) B
A% 50 C2
VI 4 (A4B4) B
VII 5(0) Cl
VIII 4 (A4B4) A

SCCmec Tip I, IV ve V sadece beta-laktam direnci kodlarken, SCCmec tip 1I ve III

coklu dirence yol agar. Bunun nedeni, S.aureus’un SCCmec disinda kromozomun degisik
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boliimlerinde veya plazmidler iizerinde direng elemanlar1 icermesidir. Tip II ve III elemanlari,

kaset i¢ine entegre olmus plazmidler (pUB110, pI258 ve pT181) ve bir transpozon (Tn 554)

araciligiyla tagmnan ek direng genlerini, tagimaktadir. Plazmid pUB110, kanamisin,

tobramisin, bleomisin direncinden sorumlu ant(4’) genini; pI258 penisilin ve agir metal

direncini, pT181 tetrasiklin direncini tagirken, Tn 554 ise indiiklenebilir makrolid, linkozamid

ve streptogramin (MLS) tipi dirence yol agan ermA genini tasimaktadir (6). (Sekil 2)
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Sekil 2: SCCmec tiplerinin (tip I-VIII) ve varyantlarinin genetik yapilarini gosteren diyagram

().

SCCmec tip 11 ve SCCmec tip IV tastyan izolatlarin iretildikleri klinik 6rnekler,

onemli derecede farklilik gdosterir. Genel olarak SCCmec tip Il izolatlar1 solunum yolu

orneklerinden izole edilirken SCCmec tip IV izolatlar1 deri, yumusak doku, apseler ve
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ameliyat sonrasi yaralarindan izole edilmektedir. SCCmec tip IV izolatlar1 genellikle, deri ve
yumusak doku infeksiyonlari, abseler ve ameliyat sonrasi infeksiyonlardan izole edilirken
SCCmec tip II suslar1 daha siklikla ¢ocuk ve yetiskinlerin solunum yolu infeksiyonlarindan

izole edilmistir (1).
2.7. Metisiline Direncli Staphylococcus aureus’un Tiplendirme Yontemleri

Bakteriyel suslarin tiplendirilmesi salginlarin  ve nozokomiyal yayilimin
arastirilmasinda ve suslar arasi evrimsel iligkilerin incelenmesinde 6nem tasimaktadir. MRSA
izolatlarin1 birbirinden ayirt etmede kullanilan bir¢ok tiplendirme yontemi gelistirilmistir (65).
Tiplendirme yontemleri temel olarak fenotipik ve genotipik tiplendirme olmak iizere iki

kategoriye ayrilir (66,67).
2.7.1. Fenotipik yontemler

Geleneksel veya konvansiyonel yontemler olarak da bilinen fenotipik yontemler, genetik
bilginin ekspresyonu ile ortaya ¢ikan ozelliklere gére mikroorganizmalarin birbirleriyle iligkili
olup olmadiklarini ortaya koymaktadir. Mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerini ortaya
koyan biyotipik profillerine, antibiyotik duyarliliklarina, duyarl olduklar faj tiplerine, protein
icerikleri gibi bir¢ok 6zelliklerine dayali fenotipik yontemler mevcuttur. Fenotipik farkliliklar
ortaya koyan tiplendirme yontemlerinin baslica dezavantaji mikroorganizmalarin, fenotipik
ozelliklerini degistirme egiliminde olmalaridir. Bu degisiklikleri dnceden bilmek imkansizdir,
clinkii fenotipte meydana gelen degisiklikler, degisen ¢evre kosullarina bir yanit olarak ortaya
cikmig olabilirler. Buna ilaveten serotiplendirme ve faj tiplendirme gibi pek ¢ok fenotipik
yontem, cesitli 6zgiil reaktanlara gereksinim duyarlar. Ayrica bir tek niikleotitte meydana
gelen nokta mutasyonlart herhangi bir fenotipten sorumlu genin fonksiyonunu veya
regiilasyonunu bozabilir. Boylece fenotipik olarak farkli, ancak genotipik olarak benzer veya
hemen hemen ayni olan izolatlar da ortaya c¢ikabilmektedir (67). Tam tersi olarak genetik
olarak birbirleriyle iliskisiz izolatlarin antibiyogramlar1 birbiriyle ayni1 olabilmektedir. Bir
baska fenotipik tiplendirme ydntemi olan faj tiplendirmesiyle ise birgok S. aureus izolat

tiplendirilememektedir (65).
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Metisiline Direngli  S.  aureus tiplendirmesinde kullanmilan 5 fenotipik  y&ntem

bulunmaktadir;(67)
1 Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri
2 Biyotiplendirme
3 Faj tipi
4 MLEE (Multilokus Enzim Elektroforezi)
5 Zimotiplendirme
2.7.1.1. Antimikrobial Duyarlilik Testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, uygulanmasi kolay, hizli sonug¢ veren, maliyeti diisiik
ve rutin mikrobiyoloji laboratuarlarinda kullanilmak i¢in uygun bir fenotipik yontemdir. Bu
test, siklikla bir salginin ilk gostergesi olabilecek yeni veya daha Once goriilmeyen bir
antibiyotik diren¢ paterninin tanimlanmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Ancak antibiyotik
direng fenotiplerindeki degiskenlikler nedeniyle antibiyotiplendirmenin epidemiyolojik olarak
degeri oldukga kisithidir. Bu yontemin en énemli dezavantaji, diisiik ayirt etme giiciine sahip
olmasidir. Farkli izolatlar ayni antibiyogram profiline sahip olabilecekleri gibi ayn1 klona ait
iki izolatin antibiyogram profillerinin farkli olmasi miimkiindiir. Bu durum plazmid veya

transpozonlar araciligryla tasinan direng¢ genlerinin yoklugu veya varlig ile iligkilidir (67).

Kalitatif antibiyotik duyarliliklarina gore (duyarli-direncli) yapilan basit siniflandirmalar
siklikla iligkisiz suslar1 ayirt etmede yetersizdir. Bunun yerine, kantitatif antibiyogram yani
antibiyotik duyarlilik zon caplarina gore degerlendirme yapmak, antibiyogramin tiplendirme
gliciinii arttirir(65, 67).Yapilan epidemiyolojik ¢alismalardan birinde kantitatif antibiyogramin
ribotiplendirme kadar kullanigh oldugu gosterilmistir. Ancak, antibiyotik duyarlilik testleri
MRSA tiplendirilmesinde tek basina kullanilamaz. Sadece bazi durumlarda, endemik veya

epidemik bir klonun ayirt edilmesinde kullanigl bir tarama yontemi olabilir (68).
2.7.1.2. Faj tiplendirme

Stafilokoklarin tiplendirilmesinde, bakteriyofajlarin kullanimi, ilk kez 1940 yilinda

gelistirilmistir. Bakteriyofajlar, bakteri hiicresini enfekte ederek ¢cogu kez bakteri hiicresinin

35



erimesine neden olan viruslar olarak tanimlanmaktadirlar. Faj tiplendirme, epidemiyolojik
caligmalarda bakterilerin degisik bakteriyofajlara olan duyarlilik ve direnglerine gore
tiplendirilmesinde kullanilan bir yontemdir. Bir¢ok salginin tanimlanmasinda bu ydntem
kullanilmistir. Faj tiplendirme yontemi, zaman alic1 ve teknik olarak oldukca fazla dikkat
gerektiren bir prosediire sahiptir. Bunun yani sira stok fajlarin ve kontrol suslarinin ancak
referans laboratuarlarinda bulunmasi yOntemin dezavantajlarindandir. Ancak yoOntemin
baslica dezavantaji, tiplendirilemeyen izolat oraninin yiiksek olmasidir. Ayrica faj tiplendirme
yonteminin 6nemi, zayif tekrarlanabilirligi ve ayirim giiciinden dolay1 azalmistir. Ayni izolat

farkli zamanlarda ve kosullarda test edildiginde farkli sonuglar elde edilebilir (67).
2.7.1.3. Multilokus Enzim Elektroforezi (MLEE)

MLEE, enzimler iyi sec¢ildigi zaman bir¢cok lokus i¢in farkli allellere sahip gen
irlinleri arasinda ayiric1 6zellige sahip bir yontemdir. Bu 6zellik, sik tercih edilen bazi DNA
parmakizi yontemlerinde bulunmayan ve evrimsel gelisimi inceleyen arastirmacilar tarafindan

gereksinim duyulan bir 6zelliktir.

MLEE yontemi direkt uygulanan bir yontemdir. Hiicre ekstreleri, jel elektrofrorezi,
poliakrilamid jel elektrofrorezi veya normal kosullarda izoelektrik fokuslama ile ayrilir ve

enzimler spesifik boyama prosediirleri ile jellerde goriiniir hale getirilir.

MLEE yonteminde, enzimler bulunduklar1 genetik lokusdaki farkliliklar1 yansitan
belirtegler olarak kullanilmaktadir. Enzimler arasindaki farkliliklara bagli olarak
elektroforetik tipler olusur. iki izolat arasindaki benzerlik katsayis1 farklilik gosteren lokus
orani ile belirlenmektedir. MLEE yontemi ile olusan profillerin okunmasi ve yorumlanmasi
olduk¢a kolaydir. Ancak bu profillerin karsilastirilmasi zor oldugundan degerlendirmenin
bilgisayar programi araciligi (MLST gibi) ile yapilmasi gerekmektedir. Bu yontem yogun
calisma gerektirdiginden kullanimi sadece arastirma laboratuarlarinda sinirlandirilmaktadir

(67).
2.7.1.4. Zimotiplendirme

MLEE yo0nteminin bir varyasyonu olan zimotiplendirme, bakteriyal esteraz
enzimlerinin elektroforetik 6zelliklerindeki farkliliklara bagh olarak ayirim yapmaktadir. Bu

yontemle esteraz enzimleri arasindaki benzerliklerin gercekten ortak kalitimi yansitip
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yansitmadigin1 anlamak oldukca zordur. Bir¢ok genotip tek zimotip igerisinde saptanmasina
ragmen bu durumun tersi s6z konusu degildir. Antibiyotik duyarlilik paternleri ile

zimotiplendirme sonuglari arasinda uyum olmamasi bu yontemin kullanimini azaltmistir (67).

2.7.2. Genotipik yontemler
2.7.2.1. Plazmid Analizi

MRSA’nin epidemiyolojik olarak incelenmesinde kullanilan ilk molekiiler teknik
plazmid analizidir. Plazmidlerin biyiikligiine ve sayisina gore izolatlar arasindaki
farkliliklarin elektroforez yontemi ile belirlenmesi prensibine dayanmaktadir. Plazmid analizi,
uygulamasi kolay ve yorumlanmasi basit bir yontemdir. Ancak tekrarlanabilirliginin ve

kararliliginin olmamasi plazmid analizi ile ilgili baslica sorundur (67,69).

Plazmidler hareketli, ektra kromozomal elemanlar oldugundan plazmid profilleri
oldukca sik degisiklik gostermektedir. Bu durum salgin analizlerinde yapilan testin
duyarliligin1 azaltmaktadir. Sadece plazmid analizi yontemi kullanilarak yapilan ¢alismalarda
birbirlerinden farkli izolatlar arasinda DNA transferinden kaynaklanan yanlis klonal salginin

ortaya ¢ikmasi s6z konusu olabilir (67,69).

2.7.2.2. Kromozomal DNA’min Makrorestriksiyon Analizi ve [(“Pulsed-Field Gel
Electrophoresis” (PFGE)]

Schwarz ve Cantor tarfindan gelistirilen Pulsed-Field Jel Elektroforezi (PFGE)
yontemi, S.aureus ve diger bir¢ok patojen bakterinin genetik farkliliklarini arastirmak igin
molekiiler epidemiyolojide kullanilan 6nemli bir genetik tiplendirme metodudur (69). 1990
yilindan beri PFGE, bir¢ok bakterinin incelenmesinde etkili ve ¢ok yonlii bir yontem haline
gelmistir. Tekraralanabilirliginin yiliksek olmasi nedeniyle, bu yontem bir ¢ok arastirmaci
tarafindan molekiiler yontemler i¢erisinde “altin standart” olarak kabul edilmistir.

Bu yontem, farkli yonlerden belli siirelerde verilen elektriksel akim yani “pulse” ile
megabaz biiylikliiklerindeki molekiiller de dahil olmak tizere DNA molekiiliiniin restriksiyon
endoniikleazlarla kesimi prensibine dayanmaktadir (66). DNA’nin pargalanmasinin
engellenmesi i¢in bakteri hiicresi agaroz igerisindeyken DNA elde edilir ve ardindan uygun
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile muamele edilir (69). Suslarin ¢esidine gore farkli olan
restriksiyon bolgelerine bagli olarak, restriksiyon endoniikleaz DNA’y1 parcalara ayirir.

Restriksiyon endoniikleazlar kromozom boyunca az sayida bulunan spesifik bolgeleri tanir ve
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kesim sonucu olusan 10-800 kb’lik DNA parcalar1 bakterinin kromozomal restriksiyon
profilini verir ( 66,67,69).

Makrorestriksiyon analizinde kullanilan enzimler DNA’y1 seyrek olarak keserler. Bu
nedenle ortaya c¢ikan pargalar, klasik elektroforetik sartlarda yiiriitiilmek icin ¢ok biiytlik
oldugundan etkili bir sekilde ayirt etmek miimkiin degildir. Bu DNA pargalarinin gogiinii
saglamak i¢in elektrik akiminin yoniiniin sik olarak degistigi bir elektriksel alan saglanir. Bu
degisim, megabaz biiyiikliiglindeki DNA’nin belirli boyutlara ayrilmasini saglar. Boylelikle
DNA jel icinde ilerleyebilir (69). DNA parcalar1 anoda go¢ etmeden dnce kendilerini elektrik
akiminin yonii ile uyumlu hale getirirler. Bu hizalamanin meydana gelmesi DNA parcalarinin
molekiil agirligina baghdir. Elektroforez islemi boyunca elektrik akimi bir sira takip eder. Bu
da DNA parcalarinin ¢dziliniirliigiiniin iyi olmasini saglar. Kiiclik molekiiller hizl1 bir sekilde
yer degistirip hareket ederken biiylik molekiiller yeni elektrik alana gegis yapabilmek i¢in ¢ok
fazla zamana ihtiya¢ duyarlar. Bu durum biiyiik parcalarin baslama noktasina daha yakin
oldugunu gosterir (70). Belli biiyiikliikteki DNA molekiiliiniin reoryantasyonunun
baslamadigi bir minimum “switching time” aralig1 vardir, yani kii¢likten biiyiige molekiillerin
ayrigabilmesi icin, ilk PFGE zamanlari, elektroforez sirasinda ardisik olarak daha yiiksek bir
degere ¢ikartilir. Bu prensip ile kisa ve/veya daha uzun “switch” zamanlar1 kullanilarak kiiglik
ve/veya biiylik molekiillerin ayrimi saglanmaktadir (66). Elektroforez sicakligi ve siire,
elektrik akiminin siddeti, gelis acis1 ve siklik derecesine gore ayarlanmaktadir.

Pulsed-field prensibine dayanan c¢esitli elektroforetik teknikler tanimlanmstir.
Glintimiizde bu teknikler arasindan en yaygin olarak kullanilanlari, FIGE  field-inversion gel
electrophoresis” ve CHEF “contour-clamped homogenous electric field” gibi elektrik alan
acisinin degisimine bagl olan tekniklerdir. FIGE, kolay ve ucuz bir yontem oldugu gibi 0.1-
200 kb biiyiikliigiindeki parcalar1 ayirmak i¢in kullanilabilecek en iyi tekniktir. Bu sistemde
elektrik akimi kolayca ileri ve geri yonlerde yer degistirebilmektedir. Ileri yonde uygulanan
akimin stiresi, geriye uygulanandan 3 kat daha uzundur. CHEF ise 3 Mb biiyiikliigiinden fazla
olan pargalarin ayrigsmasi i¢in kullanilan en iyi sistemdir. Bu sistem altigen seklinde
yerlestirilmis elektrodlardan meydana gelir. Bu elektrodlar, 120 derecelik agilarda sabit hizda
elektrik akiminin olugmasi i¢in kullanilmaktadir. Boylece pargalar bozulmadan diiz bir sekilde
hareket eder (69).

Bu yontemin ideal tiplendirme yontemi olarak nitelendirilmesini saglayan basit ve

standart bir teknik olmasi gibi bir¢cok 6zelligi vardir. Bu ylizden MRSA tiplendirmesinde
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kullanilan molekiiler ydntemler igerisinde altin standart olarak kabul edilmistir. Bu
Ozelliklerinin yam1 sira PFGE kullanimi smirlandiran bir takim problemler vardir (66).
Ornegin; uzun siireli bir islem oldugu icin sonucun ¢ikmasi oldukca fazla zaman almaktadur.
Ayrica, pahali malzemeler ve 6zel ekipman kullanmak gerekmektedir. Olusan toplam bant
sayist az olmasina ragmen sonuglarin yorumlanmasinda sorunlar ¢ikmaktadir. Elektroforez
sartlarindaki kiictik farkliliklar her bir bandin hareket ettigi mesafeyi degistirebilir. Bu durum
farkli jellerdeki izolatlar arasinda karsilastirma yapmay1 zorlastirmaktadir (67,69). Her jele
ilave edilen kontrol grubu ve standart molekiil agirlig1 karsilastirma yapmaya yardimci olur
(67). Ancak bu sinirlamalar PFGE tekniginin salginlarin karakterini belirlemede oldukca
kullanigh bir yontem olmasini engellememektedir.

PFGE, epidemik ve pandemik MRSA suslarimin epidemiyolojisini belirlemek
amaciyla epidemiyolojik ¢alismalarda siklikla kullanilmaktadir. Bunun igin ¢ok sayida
restriksyon endoniikleaz test edilmesine ragmen test edilenlerin higcbiri Smal kadar iyi
performans gosterememistir. Smal enzimi, AT agisindan zengin S. aureus kromozomunu az
siklikla kesebilme o6zelligine sahiptir. PFGE degerlendirmesi Tenover ve arkadaglarinin
kriterlerine gore yapilmaktadir. Bu yontemle PFGE protokolleri arasinda bir uyum yaratmis
ve bu standart bir terminoloji haline gelmistir. Standart uygulama ve degerlendirme
kriterlerinin bulunmasi, PFGE ile elde edilen sonuglarin degisik laboratuarlar arasinda

paylagimini saglamaktadir (65).

2.7.2.3. Restriksiyon Enzim Analizi (REA)

Restriksiyon enzimleri, stafilokokkal kromozom iizerindeki spesifik sekanslara
baglanarak o bolgeyi keser. Bu yontem kromozomal DNA’nin restriksiyon enzimleri ile
spesifik bolgelerden kesilerek kiigiik parcalarin olusmasi ve elektroforez ile ayirim yapilmasi
prensibine dayanmaktadir. Bu amagla, Bg/II ve EcoR1 gibi siklikla stafilokokkal kromozom
tizerinde bulunan boélgelere baglanabilen restriksiyon enzimleri kullanilir. Tiim MRSA
izolatlarinin tiplendirilmesini saglayan yontem, epidemik izolatlarin sporadik olanlardan

basaril bir sekilde ayirtedilmesinde kullanilmaktadir (67).
2.7.2.4. Ribotiplendirme

Genotiplendirme teknikleri epidemiyolojik c¢alismalar i¢in ¢ok kiymetli veriler elde

edilmesini saglamaktadir. Genotiplendirme amaciyla kullanilan PFGE yontemi altin standart
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olmasma karsin pahali ekipman ihtiyact ve tecriibeli laboratuar caliganlarinin olmasini
gerektirdiginden, ayn1 amaca hizmet eden daha ucuz ekipman ve tecriibeli laboratuar
calisanlarinin olmasina ihtiya¢ duymayan ve de otomatize sistemlerle entegre edilebilen bir
molekiiler yontem bulundu. Bu yontem, ilk olarak Grimont ve Grimont tarafindan tarif
edilmistir. Daha sonra Stull ve arkadaslar1 yontemi gelistirmisler ve epidemiyolojik
arastirmalardaki yerini ortaya koymuslar (69). Ribotiplendirme yontemi ribozomal gen
bolgeleri igerisindeki DNA dizilerinin degiskenliklerinin saptanmasi prensibine dayali bir
yontemdir. Bu amagla PZT tabanli ribotiplendirme yontemlerinde elde edilen amplifikasyon
tirtinlerinin sekansinin incelenmesi ya da restriksiyon enzimler ile islemlenmeleri sonrasi elde
edilen bant farkliliklarinin saptanmasina dayal1 olabilmektedir (71).

Farkli ribotipleme yontemlerinde ribozomal RNA’larin proplar yardimiyla saptandigi
hibridizasyon teknikleri de kullanilabilmektedir. Bakterilerde bir¢ok gen tek kopya halinde
bulunmaktadir, ribozomal gen bdlgeleri bircok kopya halinde bulundugundan incelenecek
suslarin DNA’smin izole edilmesi ve restriksiyon enzimleri ile kesilmesinin ardindan
elektroforez ile DNA pargalarinin ayrimlanmasi saglanarak secilmis prob (rRNA’a 6zgiil) ile
hibridize edilebilmektedir. Ribozomal genlerin bir tiir igerisinde genellikle korunmus olmasi,
yontemin ayirim giiclinli azaltsa da, bu yoOntemin baz1 bakterilerin alt tiplerinin
belirlenmesinde basarili oldugu gosterilmistir (67, 71). Ancak minor bant farkliliklarinin
yorumlanmsindaki kriterlerin standardize edilememis olmasi, yontemin karmasik ve zaman
alict olmast bu tip yontemlerin uygulama alanlarimi kisitlamaktadir. Daha ¢ok salgin

suslarinin tanimlanmasinda ve bu suslarin farkli izolatlardan ayrilmasinda kullanilir (67).

2.7.2.5. “Randomly Amplified Polymorphic DNA” (RAPD) (Arbitrarily Primed (AP PCR)

DNA parmak izi analizleri i¢in g¢esitli PZT bazli yontemler tanimlanmistir. Bu
yontemlerden biri arbitrarily primed (AP PCR) olarak bilinen “Random amplified
polymorphic DNA” (RAPD PZT)’dir. Bu yontemde yaklasik 10 bazlik kisa primerlerin
tutunabilecegi genom boyunca rastgele yerlesmis diziler hedef alinarak amplifiye
edilmektedir. Cogaltilan {iriinler agaroz jelde ayrildiktan sonra etidyum bromiir ile
boyanmaktadir. Boylece amplifiye bdlgelerin sayisina ve biiytikliigiine bagl olarak parmak izi
olusur. Tepkimede tek bir rasgele oligoniikleotid primeri kullanildiginda, genomdaki homolog
sekanslar ile hibridize olmaktadir. Eger primer alternatif DNA ipilik¢ikleri {izerindeki

dizilerle hibridize olursa, iki hibridizasyon bolgesi arasindaki DNA alani amplifiye
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edilmektedir (67).

Ayirim giicii, kullanilan primerlerin sekansina ve sayisina bagl olarak degiskenlik
gosterebilir.  Ayrim  giiciiniin  arttirilmast  i¢in  birden fazla primerin kullanilmasi
gerekmektedir. Ancak yontemin degerlendirme kriterlerinin standart olmayisi ve
tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi farkli laboratuvarlar arasinda degil ayn1 zamanda aym
laboratuvar igerisinde bile sorun olusturmaktadir. Bu nedenlerle ortak bir veri tabaninin
olusturulmasi giigtiir (67).RAPD, PFGE’e ve diger yontemlere gore uygulamasi basit ve hizli
oldugu i¢in sik¢a bagvurulan bir yontemdir. Avantaj ve dezavantajlar1 degerlendirildiginde
RAPD, salgin arastirmasinda ¢abuk bir 6n degerlendirme yapilmak istendiginde, daha sonra
kullanilacak PFGE gibi referans yontemler i¢in yararl bir 6n ¢alisma olarak kullanilabilir

(67,69).

2.7.2.6. coa (Koagiilaz) Tiplendirme Yontemi

S.aureus suslarinin karakteristik 6zelliklerinden biri olan koagiilaz iiretimi, tiplendirmede
kullanilabilen 6nemli kriterlerdendir. coa tiplendirme yontemi, koagiilaz genindeki spesifik
segmentlerdeki cesitlilige bagh olarak gelistirilmistir. 3* bolgesinde sayis1 4 ile 8 arasinda
degisen 8’li baz ciftlerinden olusan tekrarlar serisi yer alir. Koagiilaz enzimine ait coa gen
bolgesinin PZT ile amplifiye edilmesi sonucu olusan amplifiye {irtinii 4/ul gibi restriksiyon
enzimleri ile kesilir. Elde edilen kesim iirlinlerinin jel elektroforezi ile ayrimlanmasi sonucu
var olan restriksiyon bdlgelerinin sayisina bagli olarak cesitli biiylikliikte 4’ten fazla bant
olusur. Ortaya ¢ikan restriksiyon parcalarmin biiyiikliikk polimorfizmindeki farklara bagl
olarak degerlendirilme yapilir (69). Ancak bu yontemde, restriksiyon enzimleri ile PZT
iriinlerinin kesimi i¢in uygun inkiibasyon siireleri ve sicaklik kosullarinin optimizasyonu,
ayrica elektroforez sirasinda kullanilacak akim ve siirelerinin optimizasyonu gibi 6n
calismalar gereklidir (72). coa tiplendirme ydnteminin, epidemik ve sporadik MRSA

izolatlarini birbirlerinden ayirmak amaciyla kullanilmasi 6nerilmektedir.

2.7.2.7. “Multi Locus Sequence Typing” (MLST)

MLST, son yillarda bakterilerin tiplendirilmesinde kullanilan dizi analizi bazli bir
yontem olup epidemiyolojik caligmalara kiiresel bir yaklasim getirmektedir. MLST analizi,
hastalik etkeni ve antibiyotiklere direng¢li bakterilerin karakterize edilmesi ve izlenmesinde

kullanigh bir yontemdir. Bu yontemle, yedi yapisal (house-keeping) gene ait kisa internal
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fragmanlarin (450-500bp uzunlugunda) dizi analizi yapilmaktadir. Bu amagla S. aureus igin
arcC, karbamat kinaz; aroE, shikimate dehydrogenase; glp, gliserol kinaz; gmk, guanilat
kinaz; pta, fosfat asetiltransferaz; tpi, triosephosphate isomerase; ve ygil, asetil koenzim A
asetiltransferaz proteinlerini kodlayan genlere ait dizi analizleri yapilmaktadir (69).

Her bir hedef gen dizisi i¢in o diziye 6zgii bir allel numarast verilmekte ve yedi
lokusta bulunan allel numaralarinin birlestirilmesi ile bir “allelik profil” olusturulmaktadir. (6,
73). Bu numaralar “dizi tipi (sequence type, ST)” olarak adlandirilmaktadir. Tek bir niikleotid
farklilig1 bile susun yeni bir allel numarasi almasini gerektirir. iliskisiz iki izolatin sans eseri

ayni allelik profile sahip olmasi ise ¢ok diisiik bir ihtimaldir.

Belirlenen allelik profiller, MLST veri bankasindaki (http://www.mlst.net) bilinen
allellerle kiyaslanarak, tespit edilen allel profilinin diger iilkelerdeki yayginlik derecesi
hakkinda bilgi edinmek miimkiin olabilmektedir. Elde edilen verilerin, merkezi bir veri
tabaninda toplanmasi ve birbirleri ile bir program araciligiyla karsilastirilmast MLST nin
diger yontemlere gore daha standardize oldugunu gostermektedir. Elektronik ortamda
saklanabilir verilerin olusturulabilmesi MLST’ nin en 6nemli avantajlarindan birisidir. Bu
sayede yeni izolatlar daha Oncekilerle kolay bir sekilde karsilastirilabilmektedir ve verilerin
daha kolay paylagimi miimkiin olabilmektedir. Klinik uygulamalarda arastirmacilar i¢in bu

veriler, onemi giderek artan kullanim alanlarina sahiptir.

ST (sequence type) bilgileri niimerik karekterlerden veriler olduklarindan
matematiksel olarak bu sekans tiplerini www.mlst.net web adresinden ulasilabilen farkli
yaklagim yontemleri ile, BURST (Based Upon Related Sequence Types), NRDB (NON-
REDUNDANT DATABASES - allele assignment), LINKAGE DISEQUILIBRIUM ve
SPLITS-TREE gibi on-line olarak analiz yapabilen alt filo-genetik analiz modiilleri ile

izolatlar arasindaki filogenetik iliskileri incelemek miimkiindiir (6).

MLST, infeksiydz hastaliklarin izlenmesinde uluslararasi paylasgimin ve iletisimin
saglanmasi i¢in oldukca kullanish bir yontemdir (69). Web sitesinde arastirmacilar bulgularinm

karsilagtirabilmekte ve ortak bir veri tabani gelistirebilmektedirler. MLST ¢ok fazla avantaja

sahip olmasina ragmen c¢esitli zorluklara da sahiptir. Bu zorluklarin basinda 7 allel iizerinde

cok diisiik hata oranina sahip dizi analizi yapmak gelmektedir. Cogu laboratuar i¢in bunlar

saglayabilmek olduk¢a pahali ve zaman alan bir siiregtir. Bu yOntemin yaygin olarak

42


http://www.mlst.net/

kullanilabilmesi, laboratuvarlarin dizi analizlerini ekonomik olarak uygulayabilecek teknik

ekipmana sahip olmasina baghdir (6,69)
2.7.2.8. spa Tiplendirme

Frénay ve arakadaglar1 (74) tarafindan gelistirilen bir yontemdir. Bu yontem, S.
aureus’un protein A (spa) geninin kisa tekrar bolgesi (short sequence repeat, SSR) veya

protein A’y1 kodlayan spa geninin degisken bdlgesi olan polimorfik X bdlgesinin dizi

analizine dayanir. Bu boélgeler yiiksek polimorfizme sahiptir. Polimorfik X bolgesi degisken

24 baz giftlik tekrarlar icermektedir ve C terminal hiicre duvar1 baglanma dizisinin kodladigi
bolgeye yerlesmektedir. SSR bolgesinin cesitliligi, tekrarlayan dizilerin duplikasyonu ve
delesyonu ile meydana gelmektedir. Ayrica bu durumdan nokta mutasyonlari da sorumlu
tutulmaktadir.

spa tiplendirmesinin MLST ye gore baslica iistiinliigii daha kolay uygulanabilir olusu
ve sadece tek bir bolgenin dizi analizini gerektirmesidir. spa tiplendirmesinin ayirtedici giicii
PFGE ve MLST’nin arasinda bir degerdedir. MLST’ den farkli olarak, spa tiplendirmesi
MRSA’larin hem molekiiler evriminin hem de hastane salginlarinin arastirilmasi igin
uygundur. spa tiplendirmesinin avantaji arastiricilarin “in-house” sekanslama platformlarini

kullanarak hazirlanmis yazilim programlariyla sonuglarini degerlendirilebilmesidir.

Sekil 3: Protein A gen haritasi. Kutulardaki gen kodlari; S:sinyal dizisi, A-D:
immiinoglobulin baglayan bolgeler, E: A-D ile homoloji gosteren bolge, X: polimorfik bolge,
COOH terminal bolge, Xr: kisa dizi tekrarlar1 (SSR, 24bp) , Xc: hiicre duvarina baglama
dizisi.(75)

Koreen ve arkadaslar1 (76) ve Harmsen ve arkadaslar1 (77) tarafindan spa tiplendirme
icin tiim diinyada kullanilan iki farkli terminoloji sistemi tanimlanmistir. Maalesef her iki
calismacinin terminoloji sistemindeki farkliliklar yayinlanan spa tiplendirmesi verilerinin
karsilagtirmasini giiclestirmektedir. Bugiine kadar Ridom StaphType software (Ridom GmbH,

Wurzburg, Germany) Avrupa’da spa sekanslarinin analizinde genis 6l¢iide kullanilmaktadir.
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Laboratuardaki tiplendirme sonuglar1 internet yolu ile merkezi spa server ile senkronize bir
sekilde karsilagtirilmaktadir (http://www.spaserver.ridom.de). Bu web sitesi European
SeqNet.org tarafindan baglatilan evrensel bir terminolojiye sahip olmak iizere gelistirilmis bir
veritabanidir. Bu veritabant Avrupa’nin 36 farkl iilkesinde izole edilmis 13000°den fazla
izolata ait 100 farkli spa tekrarinin kombinasyonundan olusan 1200’den fazla spa tipi
icermektedir. Bu yiizden S. aureus’la ilgili en genis sekans bazli veritabanidir. spa tiplerine ait
bilgilerin bir arada toplanmasimnin infeksiyon kontroliiniin devamliligini saglamak ve
elektronik ortamda erken uyari sistemi olusturarak MRSA suslarinin hastane diizeyinde

yayginligini belirlemek gibi avantajlar1 vardir (6).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmamn Tipi

Yapilan caligma deneysel nitelikte bir ¢aligmadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calisma, 2010-2011 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesinden c¢alismaya her yil (2006-2009) igin 25’er izolat
dahil edilmistir. Bu izolatlar segilirken antibiyotik duyarlilik paternleri géz oniine alinmigtir.
Bu kritere uygun izolatlar arasindan kura ile ¢alisma suslar1 secilmistir. Diger merkezlerden
gonderilen MRSA suglarinin tiimii ¢calismaya alinmistir.
3.4. Calisma Materyali

Calisma materyali olarak, 2006-2009 yillarinda dort farkli merkezde (Dokuz Eyliil

Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari,
Hacettepe Universitesi Cocuk Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari, Istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari, Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari), yatan hastalar ve
poliklinik hastalarinin, kan, idrar, yara yeri ve solunum yolu orneklerinden soyutulan

metisiline direngli S. aureus (MRSA) izolatlar1 kullanildi.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Yontemlerin anlatildigi kisimda, her yontemde kullanilan kontrol degiskenleri

belirtilmistir.
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3.6. Veri Toplama Araglan

3.6.1. Kullanilan cihazlar ve sarf malzemeleri

Sira Marka Lot No, Model, Seri Kullanildig1 Analiz

No No, Katalog No

1. Kanli Agar 0OXOID izolatlarin pasajlanmasi

2. Mueller Hinton Agar OXOID Antibiyotik duyarhhklarimnin
belirlenmesi

Brain Hearth Infusion Broth OXOID

3. Antibiyotik diskleri (penisilin, oksasilin, sefoksitin, OXOID Antibiyotik duyarhhklarimin
vankomisin, eritromisin, klindamisin, gentamisin, belirlenmesi
siprofloksasin, trimethoprim-sulfomethaksazol)

4. Petri kutusu IsoLab izolatlarin pasajlanmasi,
Antibiyotik duyarhhklarmmin
belirlenmesi

5. Agaroz (Low-melting) (25g) Prona Reducta 081570PR PFGE

6. Agaroz (100g) Prona Plus 111740PR PFGE

7. Agaroz (molekiiler biyolojik calismalar i¢in) (100g) | AppliChem 8W003273 PZT

8. TE tamponu(Tris-EDTA Buffer) (100ml) AppliChem 7M002249 DNA ekstraksiyonu, PFGE

9. TBE tamponu (x10 konst.) (1000ml) Fermentas 00068683 PZT, PFGE

10. | Smal (10U/pul) Fermentas # ER0661 PFGE
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11. | Taq polimeraz (500U) Fermentas # EP0402 PZT
12. | ANTP set (Herbir setten 100mM 'lik) Fermentas PZT
13. | Primerler Fermentas PZT
14. | Steril plastik 6ze IsoLab ILPSB0015 Tiim analizler
15. | Filtreli pipet ucu (0,5-10, 10-100, 100-1000pl) Tiim analizler
16. | Kaynatilabilir mikrotiip (1,5 ml) (500 adet/poset) UltraCruz SC-200271 Tiim analizler
17. |ince duvarli PCR tiipii(diiz kapakl) (10x100 | MedSanTek PZT
adet/poset)
18. | 100 bp DNA Ladder Fermentas # SM 0241 PZT
19. | Lambda Ladder + Saccharomyces cerevisiae Ladder | BioRad+Fermentas | 170-3605 + 170- 3635 | PFGE
20. | Loading dye (X6 konsantre) 5x1 ml Fermentas # RO611 PZT
21. | Akromopeptidaz(500 KU) Sigma A 3547 DNA ekstraksiyonu, PFGE
22. | Etidyum bromiir AppliChem PZT, PFGE
23. | Thermal Cycler Techne Model: 5C00098 PZT
FTC41H2D
24. | Pulsed Field Gel Electrophoresis cihazi- CHEF-DR | Bio-Rad PFGE
lE sistemi Laboratories
Nazareth, Belgium
25. | Su banyosu Memmet SV1422 PFGE, DNA ekstraksiyonu
26. | Calkalamali Su Banyosu Niive- SHAKINS ST402 PFGE
water bath
27. | Jel Elektroforez Sistemi Thermo 13590ECA-LVD PZT
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28. | Jel goriintiileme sistemi Vilber Lourmat PZT
29. | Mikrodalga Roda RD-7017P-A PZT, PFGE
30. | -80 ultra derin dondurucu Thermo 705 REL#2 izolat stoklarimin saklanmasi
805797-117
31. | -20 derin dondurucu Ugur Derin UDD200BK Malzemelerin saklanmasi
Dondurucu
32. | Buzdolab: Vestel No-Frost RINA 465HG Malzemelerin saklanmasi
33. | Etiv Electro-mag M 420B Tiim analizler
Incubator
34. | Tart1 Adam Equipment AE 326611770 PZT, PFGE
Co. Ltd.
35. | Otoklav HICLAVE HV-85 000685748 Tiim analizler
Hirayama
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3.6.2. izolatlar

Calismaya, 2006-2009 yillarinda dort farkli merkezde (Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari, Hacettepe Universitesi
Cocuk Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari, Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakiiltesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari), yatan hastalar ve poliklinik hastalarinin, kan,

idrar, yara yeri ve solunum yolu orneklerinden soyutulan, toplam 207 metisiline direngli S.

aureus (MRSA) susu alind1.

Diger ii¢ merkezden stok gonderilen izolatlar ile Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Aragtirma Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvarinda izole edilen izolatlar
kanli agar besiyerine pasajlandi. Kontamine olan kiiltiirlerden S. aureus kolonilerinin
izolasyonu amaciyla tekrar pasaj yapildi. Ureyen kolonilerden S. aureus taniminin

dogrulanmas1 amactyla Gram boyama, katalaz ve koagiilaz testleri uygulandi.

3.6.3 Antibiyotik Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Calismaya alinan izolatlarin penisilin, oksasilin, vankomisin, eritromisin, gentamisin,
siprofloksasin, ko-trimoksazol, klindamisin, sefoksitin duyarliliklar1 Mueller-Hinton agar
kullanilarak disk difiizyon yontemiyle incelendi. Zon ¢aplar1 CLSI (Clinical and Laboratory
Standarts Institute) (47) onerilerine gore degerlendirilerek direng durumlar1 belirlendi.
Izolatlarin metisilin duyarlilig1 oksasilin ve sefoksitin diskleri ile elde edilen sonuglara gore

degerlendirildi.

Tablo 3: Oksasilin ve sefoksitin disk diflizyon yonteminde kullanilan zon ¢ap degerleri.

Zon Capi (yaklasik mm)
Disk icerigi
R I S
Oksasilin <10 11-12 >13
Sefoksitin <19 - >20
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3.6.4. Metisiline Direncli Staphylococcus aureus (MRSA) kolonilerinden DNA eldesi

Multipleks PZT yontemlerinde kullanilmak tizere, MRSA suslarindan herbirinden
akromopeptidaz yontemi ile bakteri DNA’s1 elde edildi (78).

3.6.4.1. Akromopeptidaz Yontemi ile DNA Eldesi

Kullanilan Cozeltiler

Akromopeptidaz (Sigma A 3547): 10 U/ul olacak sekilde steril deiyonize su ile sulandirildi.
Cozelti -20°C’de sakland.

NET tamponu: 10 mM NaCl + 1 mM EDTA +10 mM Tris. Oda sicakliginda saklandi.
Yontem

100 pul NET tamponu, 10 pl akromopeptidaz ¢ozeltisi (10 U/ul) ile mikrosantrifiij
tiipinde karistirildi. Steril plastik 6ze ile alinan iki-ii¢ stafilokok kolonisi ¢bzelti igine
konularak siispanse edildi. Tiipler 50°C’ye ayarlanmis su banyosunda 15 dakika bekletildi.
Oda sicakligina gelen karisim PZT i¢in kullanildi.

3.6.5. Multipleks Polimeraz Zincir Tepkimesi(PZT) icin Kullanilan Malzemeler

Tamponlar:

0.5 M NaEDTA (pH 8.0): 186.12 g disodyum etilen di amin tetra asetat (-2H,O) 800 ml su
icinde karigtirilarak eritildi. NaOH pelletleri kullanilarak pH 8.0’e ayarlandi. Hacim bir litreye

su ile tamamland1 ve oda sicakliginda saklandi.

10X TBE: 108 g Tris, 55g borik asit, 900 ml su i¢inde ¢6ziindii. 40 ml 0.5 M Na,EDTA (pH

8.0) eklendi ve hacim su ile bir litreye tamamland1 ve oda sicakliginda saklandi.

TE Buffer (pH 8.0): 2.5ml hacimde 10mM Tris, 0.25 ml hacimde 1mM EDTA (pH 8.0),
247.25 ml su ile karistirilarak pH 8.0’e ayarlandi. Oda sicakliginda saklandi.

Jel Yiikleme Tamponu(6X):
% 0.25 bromfenol mavisi 0.75 ml

% 0.25 xylene cyanol FF 1.5 ml
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%30 gliserol (su icindeki karigim) 9 ml
Distile su 18.75 ml
Etidyum Bromid (1000X, Smg/ml):

Etidyum Bromid 05¢g
Distile su 100ml

3.6.6. Stafilokokkal Kaset Kromozom mec (SCCmec) Tiplerinin Multipleks PZT ile

Belirlenmesi:

Bu amagla Milherico ve ark. (8) tarafindan gelistirilen multipleks PZT yontemi
uygulandi. Bu yontemle, internal kontrol olarak kullanilan metisilin direng¢ geni mecA’nin ve
SCCmec tip 1, 11, III, TV, IV alttiplerinin ve tip VI varligimi belirleyen genlerin saptanmasi
amaglanmistir. SCCmec tayininde kontrol suslar1 olarak COL (tip I) , N315 (tip II), ANS46
(tip IIT), HC825 (tip IV), HDE288 (tip VI) kullanildi.

3.6.6.1. SCCmec Multipleks PZT icin Kullanilan Onciiller

Calismada 10 cift (forward-reverse) olmak iizere toplam 20 adet onciil kullanildi. Her
onciil, farkli SCCmec tipleri iizerindeki bolgeleri simgelemektedir. Kullanilan dnciiller, onciil
dizileri, her onciile 6zgli SCCmec tipi ile Onciiliin saptadigi bolge ve elde edilen iiriin

bliytikliikleri Tablo 4’de goriilmektedir.

Tablo 4: SCCmec tayininde kullanilan multipleks PZT o6nciilleri, 6nciil dizileri, elde edilen

tirtin biytikliikleri ve karsilik gelen SCCmec tipleri.

) ) Uriin
.. o Onciil Ozgilligi
Incil ) Onciil dizgileri o biiyiik
Oncii Onciil Adi (SCCmec tipi,
No (5°-3) liigi
bolge)
(be)
P1 C1F2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG
I, J1 bolgesi 495
P2 C1F2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC
P3 cerC F2 GTACTCGTTACAATGTTTGG
V, ccr kompleksi 449
P4 cerC R2 ATAATGGCTTCATGCTTACC
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P5 RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG

111, J3 bolgesi 414
P6 RIF5 R13 ATGGAGATGAATTACAAGGG
P7 SCCmecV J1F TTCTCCATTCTTGTTCATCC

V, J1 bolgesi 377
P8 SCCmecV J1R AGAGACTACTGACTTAAGTGG
P9 dcs F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC L IL IV ve VI, J3 2
P10 des R1 CTAAATCATAGCCATGACCG bolgesi
P11 cerB2 F2 AGTTTCTCAGAATTCGAACG M velV, cer 311
P12 ccrB2 R2 CCGATATAGAAWGGGTTAGC kompleksi
P13 kdp F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC

II, J1 bolgesi 284
P14 kdp R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG
P15 SCCmeclllJ1 F CATTTGTGAAACACAGTACG

I11, J1 bolgesi 243
P16 SCCmeclllJ1R GTTATTGAGACTCCTAAAGC
P17 mecl P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC I ve 111, mec 200
P18 mecl P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC kompleksi
P19 mecA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG Internal pozitif 62
P20 mecA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG kontrol

3.6.6.2. Onciil karisitminin hazirlanmast

Onciillerin (20 adet) herbirinden 50 pmol/ul olacak sekilde stok soliisyon hazirland.

Onciiller asagidaki tabloda verilen miktarlara gore karistirilarak dnciil kullanim karisimi elde

edildi. Hazirlanan onciil ¢ozeltileri steril mikrosantrifiij tiiplere aktarilip -20°C’de saklandi.

Tablo 5: Onciil karisimi igin kullanilan dnciil konsatrasyonlar1 ve hacimleri

Primer karigima

Onciil No | Onciil 100 uM/ pl | Konsantrasyon | 1o 0o oo
P1 C1F2 F2: 732 ul 0,4uM 2ul
P2 C1F2 R2: 737 ul 0,4uM 2ul
P3 cerC F2: 994 nul 0,8uM 4 ul
P4 cerC R2: 702 ul 0,8uM 4 ul
PS5 RIF5 F10: 743 ul 0,4uM 2ul
P6 RIF5 R13: 750 ul 0,4uM 2ul
P7 SCCmecV J1F: 739 ul 0,4uM 2ul
P8 SCCmecV J1R: 743 wl 0,4uM 2 ul
P9 des F2: 868 ul 0,8uM 4 ul
P10 des R1: 579 ul 0,8uM 4 ul
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P11 ccrB2 F2: 766 ul 0,8uM 4 ul
P12 ccrB2 R2: 567 ul 0,8uM 4 ul
P13 kdp F1: 521wl 0,2uM 1 ul
P14 kdp R1: 458 ul 0,2uM 1 ul
P15 SCCmeclllJ1 F: 750 pl 0,4uM 2 ul
P16 SCCmeclllJ1R: 657 ul 0,4uM 2ul
P17 mecl P2: 692 ul 0,8uM 4 ul
P18 mecl P3: 510 wl 0,8uM 4 ul
P19 mecA P4: 777 Wl 0,8uM Sul
P20 mecA P7: 668 ul 0,8uM Sul

3.6.6.3. SCCmec Multipleks PZT Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmasi

Reaksiyon i¢in 3 mM MgCl,’den 3ul, her birinden (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) 40
uM olacak sekilde hazirlanan dANTP karigimindan 2.5 pl, 2.5 {nite 7ag polimeraz
enziminden 0.5ul, hazirlanan 6nciil kullanim karistmindan 4 pl, 10X Taq tamponundan
(konsantrasyonu 1X’e diisecek sekilde) 2.5 pl, test edilecek DNA o6rneklerinden 2 pl ilave
edilerek toplam hacim 25 pl olacak sekilde reaksiyon karisimi elde edildi. Reaksiyon

karigimi 0.5ml’lik mikrosantrifiij tiiplerinde buz tizerinde hazirlandu.

3.6.6.4. SCCmec Multipleks PZT — Amplifikasyon Program

94°C 4dk On denatilirasyon

94°C 30sn  denatiirasyon

54°C 30sn birlesme 30 siklus
72°C 1dk uzama

72°C 4dk son uzama

4°C 0

3.6.6.5. Sonuclarin Degerlendirilmesi

TBE tamponu (1X) icinde % 2 lik 50 ml agaroz jel hazirlandi. igerisine 5 mg/ml
konsantrasyondaki etidyum bromid c¢ozeltisinden 2.5 pl eklendi. Karisim jel kalibina
dokiildii. Jel donduktan sonra PZT iiriinii (10pul) ile 6X yiikleme tamponu (2ul) 1X’e diliie
edilerek her bir kuyucuga yiiklendi. DNA ladder (100bg) (5 pl ) da jel kuyucuguna aktarildi.
Elektroforez tanki 1X TBE tamponu ile dolduruldu. Jel bu tank ig¢inde 120V’da 70 dakika
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elektroforeze tabi tutuldu. Ardindan jel ultraviyole aydinlaticida goriintiilendi ve sonuglar

incelendi.

Tiim SCCmec tiplerinde internal kontrol olarak kullanilan 162 baz ciftlik (b¢) mecA
tiriiniin varlig1 pozitif olarak degerlendirildi.495 bg ve 342 bg iiriin varligi SCCmec tip I, 342,
311, 284 ve 209 bg tirtin varligi SCCmec tip 11, 414, 243 ve 209 bg iirlin varligt SCCmec tip
III, 342 ve 311 bg bantlarin varligit SCCmec tip IV alttip a-d ve g, 311 b¢ bandin gézlenmesi
SCCmec tip 1V alttip E ve F, 449 ve 377 b¢ bantlarin varligi SCCmec tip V, 342 bg iirlin

varlig1 ise SCCmec tip VI olarak tanimlandi.

Tablo 6: SCCmec tiplerinin belirlenmesinde kullanilan gen bdlgeleri ve onlar1 simgeyen iiriin

blytikliikleri.
SCCmec tipi Uriin bityiikliigii (bg)
) C1F2, dcs, mecA 495, 342,162
Tip I
des, kdp, cerB2, mecl, mecA 342,311, 284, 209,162
Tip 11
RIF5, SCCmec 111 J1, mecl, 414, 243,209,162
Tip III
mecA
) ) mecA, dcs, ccrB2 342,311,162
Tip IV alttip a-d,g
cerB2, mecA 311,162
Tip IVEF
cerC, SCCmecV J1, mecA 449, 377,162
Tip V
) dcs, mecA 342,162
Tip VI
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3.6.7. Ito Yontemi ile SCCmec PZT Uygulamasi

Milherico ve arkadaglarinin 6nerdigi multipleks PZT yontemi kullanilarak incelenen

SCCmec tiplerinin dogrulanmasi amaciyla Ito ve arkadaglar1 (60) tarafindan 6nerilen PZT

yontemi uygulandi. Bu yontem, smif A ve B mec gen kompleksi ve tip 1-3 ccr’yi saptamak
icin kullanilmaktadir. Farkli tiplerin temsilcisi olarak N315 (Tip II), ANS46 (Tip III) ve
HC825 (Tip IV) suslart kullanilmastir.

3.6.7.1. SCCmec PZT icin Kullanilan Onciiller

Calismada kullanilan onciiller ve onciil dizileri Tablo’te gdsterilmistir. Tablo’ da

gosterilen Onciiller sadece tip 1-3 cer tipini saptamak i¢in kullanilan onciillerdir. Farkli

SCCmec tipleri i¢in uygun Onciil ¢iftleri kullanilarak ti¢ farkli PZT uygulandi (Tablo).

Kullanilan onciil ¢iftlerini simgeleyen ccr gen kompleksi ile elde edilen iiriin biiytikliikleri

Tablo’da gosterilmistir. Onciil ¢ozeltileri steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarilip -20°C’de

saklandi.

Tablo 7: Ito yontemi-SCCmec PZT igin kullanilan onciiller

Onciiller Onciil dizgileri( 5°- 3”)

b2 5'-ATTGCCTTGATAATAGCCITCT-3'
o2 5'-AACCTATATCATCAATCAGTACGT-3'
a3 5'-TAAAGGCATCAATGCACAAACACT-3'
a4

5'-AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT-3'

Tablo 8: Ito yonteminde kullanilan 6nciil kombinasyonlari, dnciil ¢iftlerinin simgeledigi ccr

gen kompleks tipleri ve elde edilen iiriin biiytikliikleri

Kullanilan 6nciil kombinasyonlar | SCCmec tipi | ccr gen kompleks tipi | Uriin biiyikligii
B2 + a2 I tip 1 cer 700 bp
B2 + a3 IL, IV tip 2 ccr 900-950 bp
B2 + a4 I tip 3 cer 1.6 —1.8 kb
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3.6.7.2. SCCmec PZT Karisiminin Hazirlanmasi

SCCmec tip III reaksiyonu i¢in 25 mM MgCl,’den Sul, 100 pM dNTP’den 5ul, 2.5
tinite 7ag polimeraz enziminden 0.5ul, dnciillerin herbirinden 1’er ul, 10X Taq tamponundan
5 pl (konsantrasyonu 1X’e diisecek sekilde), test edilecek DNA 6rneklerinden 2 pl, toplam
hacim 50 pl olacak sekilde karisim hazirlanirken SCCmec tip 11 ve tip IV reaksiyonu icin 25
mM MgCl,’den 2.5ul, 100 uM dNTP’den 2.5ul, 2.5 {inite 7ag polimeraz enziminden 0.5pul,
onciillerin herbirinden 1’er ul, 10X Taq tamponundan 2.5 pl (konsantrasyonu 1X’e diisecek
sekilde), test edilecek DNA orneklerinden 2 pl, toplam hacim 25 pl olacak sekilde karigim

0.5ml’lik mikrosantrifiij tiiplerinde buz iizerinde hazirlandi.

3.6.7.3. SCCmec PZT — Amplifikasyon Programi

94°C 4dk On denatlirasyon

94°C Idk  denatiirasyon

55°C 1dk birlesme 30 siklus
72°C 2dk uzama

72°C 6dk son uzama

4°C 0

3.6.7.4. Sonuclarin degerlendirilmesi

TBE tamponuna (1X) 1 gram agaroz eklenerek % 2 lik 50 ml agaroz jel hazirlandu.
Icine 5 mg/ml konsantrasyondaki etidyum bromid ¢ozeltisinden 3 ul eklendi. Karigim
taraklart hazirlanmis jel kalibina dokiildii. Jel katilagtiktan sonra taraklar gikarilarak jel
tankina yerlestirildi. iki pl 6x jel yiikleme tamponu ve 10 pl PZT iiriinii karistirilarak her bir
kuyucuga 10 pl yiiklendi. Jel, 1X TBE tamponu igerisinde 120 V uygulanarak 45 dakika

yiiriitiildi ve sonuglar ultraviyole aydinlaticida incelenerek goriintiilendi.
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3.6.8. pvl/nuc Multipleks PZT Uygulamasi

Bu amagla Lina ve ark. (79) tarafindan onerilen multipleks PZT yontemi uygulandi.
Bu yontemle S. aureus’ a 6zgii nucA ve Panton Valentin Lokosidin toksinini kodlayan pv/ gen

(luk-PV) varlig1 saptandi.
3.6.8.1. pvl/nuc Multipleks PZT i¢in Kullanilan Onciiller

Calismada kullanilan onciil dizileri ve stok konsantrasyonlar1 Tablo’te gdsterilmistir.
Onciil konsantrasyonlart nuc ve pvl igin 50 pmol/ul olacak sekilde hazirlandi. Onciil

cozeltileri steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarilip -20°C’de saklandi.

Tablo 9: pvi/nuc multipleks PZT i¢in kullanilan 6nciiller

) . Onciil K t
Onciiller Onciil dizgileri( 5°- 3”) neut honsantasyond
(stok)
nuc-1 GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 50 pmol/pl
nuc-2 AGC CAA GCCTTG ACG AAC TAA AGC 50 pmol/pl
lJuk-PV-1 | ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 50 pmol/pl
luk-Py-2 | GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC (S=G.C) | 50 pmol/ul

3.6.8.2. pvl/nuc Multipleks PZT Karigiminin Hazirlanmast

Reaksiyon i¢in 25 mM MgCly,’den Sul, 100 uM dNTP’den Sul, 2.5 iinite Tag
polimeraz enziminden 0.55ul, 50 pmol nucl onciiliinden 1 pl, 50 pmol nuc2 onciiliinden 1
ul, 50 pmol /uk-PV-1 onciilinden 1 pl, 50 pmol /uk-PV-2 onciilinden 1 pl, 10X Taq
tamponundan 5 pl (konsantrasyonu 1X’e diisecek sekilde), test edilecek DNA 6rneklerinden
5 ul, toplam hacim 50 pl olacak sekilde karisim 0.5ml’lik mikrosantrifiij tiiplerinde buz

uzerinde hazirlandi.
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3.6.8.3. pvl/nuc Multipleks PZT — Amplifikasyon Programi

94°C 4dk On denatiirasyon

94°C 30sn  denatiirasyon

55°C 30sn birlesme 30 siklus
72°C 1dk uzama

72°C 5dk son uzama

4°C 0

3.6.8.4. Sonuclarin degerlendirilmesi

TBE tamponuna (1X) 1 gram agaroz eklenerek % 2 lik 50 ml agaroz jel hazirlandi.
Icine 5 mg/ml konsantrasyondaki etidyum bromid cozeltisinden 3 pl eklendi. Karisim
taraklart hazirlanmis jel kalibina dokiildii. Jel katilagtiktan sonra taraklar gikarilarak jel
tankina yerlestirildi. ki pl 6x jel yiikleme tamponu ve 10 ul PZT iiriinii karistirilarak her bir
kuyucuga 10 pl yiiklendi. Jel, 1X TBE tamponu igerisinde 120 V uygulanarak 45 dakika
yiiriitiildi ve sonuglar ultraviyole aydinlaticida incelenerek goriintiilendi.

luk-PV igin, 433 bg; nuc i¢in 280 bg iiriin varlig1 pozitif olarak degerlendirildi.

3.6.9. Makrorestriksiyon Analizi “Pulsed Field” Jel Elektroforezi (PFGE) Uygulamasi

Makrorestriksiyon analizi, Bannerman ve ark. (8)’ nmn 6nerdigi, iskoc MRSA Referans

Laboratuvari tarafindan hazirlanmis protokole gore uygulandi.
3.6.9.1. Kullanilan tamponlar ve karisimlar

NET Tamponu: 10 mM NaCl + 1 mM EDTA +10 mM Tris. Oda sicakliginda saklandi.

Lizis Tamponu: 3 ml 6mM Tris-HCI, 100 ml 1M NaCl, 100 ml 100mM EDTA, 2.5 g % 0.5
Brij 58, 1 gr % 0.2 de oksikolat, 2.5g % 0.5 N-Lauroyl sarcosine pH 7.6 olacak sekilde

hazirlandi. Hacim, su ile 500 ml’ye tamamlandi. Steril edildikten sonra +4 °C’de saklandi.

TE Buffer (pH 8.0): 2.5ml hacimde 10mM Tris, 0.25 ml hacimde 1mM EDTA (pH 8.0),
247.25 ml su ile karistirilarak pH 8.0’e ayarlandi. Oda sicakliginda saklandi.

Restriksiyon Enzimi Karisimi: Kullanimdan hemen 6nce her izolat i¢in 87 pl deiyonize su,
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10 pl 10X reaksiyon tamponu, 3 ul (10 U/ ul) Smal restriksiyon enzimi ilave edilerek

restriksiyon enzim karisimi hazirlandi.

3.6.9.2. Protokol kisaca asagidaki basamaklardan olusmaktadir:

1.

2.

3.

Kullanilacak lizis tamponu buzdolabindan ve akromopeptidaz (10 U/ml) derin

dondurucudan ¢ikartildi.

Agaroz bloklarin hazirlanmasi i¢in kullanilacak low melting temperature agarozun

hazirlanmasi:

2.1. 0.1 g diisiik erime 1s1li agaroz (Prona Reducta, Spain) tartildi ve 20 ml’lik balon
jojeye aktarildi.

2.2.5 ml TE tamponu ilave edilerek homojenize edildi. Mikrodalga firinda 30 saniye

bekletildi ve ¢ikartilip hafifce karistirilarak agarozun tamamen ¢6ziilmesi saglandi.

2.3. Daha sonra steril tiipe aktarilarak agzi kapatildi. Kullanima kadar 50°C’lik su
banyosunda bekletildi.

Agaroz bloklarin hazirlanmasi:

3.1. PFGE c¢alisilacak sus sayisina gore 1.5ml’lik steril mikrosantrifiij tiipleri

numaralandirildi.

3.2. Her tiipe 250ul NET tamponu konuldu. Steril plastik bir 6ze ile, kanli agara tek
koloni ekimi yapilan bakteri kolonisinden bir 06ze dolusu alinarak uygun

mikrosantrifiij tiipline aktarildi ve NET tamponu icerisinde homojenize edildi.

3.3. Blok kaliplarinin alt kism1 yapiskan bantlarla kapatildi, bdylece kullanima hazir hale
getirildi.

3.4. Mikrosantrifiyj tiiplerine 20 pl akromopeptidaz ve 250 pl diisiik erime 1sil1 agaroz
ilave edilerek, icerik yavasca karistirildi.(Bu islemler her 6rnek icin tek tek yapildi.)

3.5. Her sustan 2 adet olacak sekilde agaroz kaliplarinda bloklar hazirlandu.

3.6. Agaroz oda 1s1sinda 10-15 dakika katilasmaya birakildi.
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4. Agaroz icerisindeki hiicrelerin parcalanmasi ve agaroz bloklarinin yitkanmasi:

4.1. Steril cam test tiiplerine 2 ml 6nceden 1sitilmis (50°C) lizis tamponu karistirildi ve her

sus i¢in bir tiipte iki blok olacak sekilde bloklar lizis tamponu igerisine aktarildi.
4.2. Tiipler 50°C’lik su banyosunda 1 saat tutuldu.
4.3. Siire sonunda lizis tamponu plastik pastor pipetleri ile uzaklastirildi.

4.4. Her seferinde her tlipe 2’ser ml TE tamponu ekleyerek ve tampon eklendikten sonra

10 dakika bekleyerek bloklar 3’er kez yikandi.
5. Agaroz bloklari icerindeki DNA’nin Restriksiyon enzimi ile kesilmesi:

5.1. Yeni 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipleri sus basina bir tiip olacak sekilde

numaralandirildi.

5.2. Restriksiyon islemi ig¢in kapakli steril tiipte steril malzeme ve filtreli pipet uglar
kullanilarak restrikiyon enzim karisimi hazirlandi. [1305ul su (deiyonize); 150ul 10x
enzim tamponu, 45ul Smal enzimi (100U/ul’lik stoktan) seklinde hazirlanan karigim

15 susun calisilmasi igin gereken miktardir. ]

5.3. Hazirlanan restriksiyon enzim karigimindan her mikrosantrifiij tliptine 100 er pl

eklendi.

5.4. Yikama isleminden gecirilmis bloklardan uygun biiyiikliikkte parcalar kesilerek
karisim igerisine aktarildi. Arta kalan bloklar 1ml TE tamponu igerisine konularak

4°C’de sakland.
5.5. Tipler 30°C’de 3 saat su banyosunda tutuldu.
6. Agaroz jelin hazirlanmasi ve bloklarin jele yiiklenmesi:
6.1. Restriksiyon islemi bitmeden yaklagik 1 saat 6nce agaroz jel hazirlandi.

6.2. Bu amagcla 2185 ml distile suya 115 ml 10x TBE tmponu eklenerek 2300 ml 0.5x
TBE tamponu elde edildi.

6.3. Hazirlanan 0.5x TBE’ den 100ml almarak 500 ml’lik erlene aktarildi. Uzerine 1 gr

agaroz (Prona Plus,Spain) ilave ettikten sonra tartilip (tarttm sonucu not edildi),
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erlenin agzi parafilm ile kapatildi. Mikrodalga firinda minimum ayarda 15 saniyelik
zaman araliklar ile 60 saniye bekletildi. Cozlinen agaroz tekrar tartilarak distile su

ilavesi ile onceki agirligia getirildi.

6.4. Agaroz, 55°C’lik su banyosunda 30 dakika bekletildikten sonra kaliba dokiiliip
katilagmasi i¢in 30-45 dakika bekletildi.

6.5. Bu arada, PFGE elektroforez tankina 2200ml 0.5x TBE tamponu bosaltild1 ve cihaz

calistirilarak tamponun 14°C’ye sogumasi saglandi.

6.6. Hazirlanan agaroz donduktan sonra taraklar ¢ikartilip Smal ile kesilmis blok parcalari
jele yiiklendi. Daha sonra bu kuyucuklarin agzi, bloklarin kuyucuklardan ¢ikmasini

engellemek amaciyla %?2’lik diisiik erime 1s1l1 agaroz ile kapatildi.
6.7. Agarozun donmasi i¢in oda 1sisinda bes dakika bekletildi.

7. Elektroforez islemi: Siire sonunda jel cihaza yerlestirilerek yiiriitme sartlarina gore

ayarlanan program caligtirildi.

CHEF-DR III sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium) yuriitme sartlari:

Isi: 14°C

Yiirlitme zamani: 23 saat

[lk sinyal (initial switch time): 6.8sn

Son sinyal (final switch time): 63.8sn
Volt/cm- 6.0

8. Jelin boyanmasi ve goriintiilenmesi:

8.1. Etidyum bromiir stok soliisyonundan (10mg/ml) 40 pl alinarak 400 ml distile su
icerisine ilave edilerek son hacim 1 pul/ml olacak sekilde jelin boyanmasini saglayan

soliisyon hazirlandi.

8.2. Hazirlanan soliisyon etidyum bromiir kabina dokiilerek, elektroforez islemi biten jel
boyama soliisyonu i¢ine dikkatlice yerlestirildi. Jel oda 1sisinda 30 dakika boyamaya

birakaldi.
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8.3. Boyama islemi tamamlandiktan sonra jel etidyum bromiirden alinarak distile su ile

yikandi.

8.4. Siire sonunda boyanan jel goriintiileme sisteminde (Infinity, Vilber Lourmat, France)
goriintiilendi. Goriintiileme islemi Infinity Capt (Vilber Lourmat, France) yazilim

programi kullanilarak yapildu.

9. PFGE paternlerinin degerlendirilmesi: Elde edilen makrorestriksiyon analizi
sonuclarinin degerlendirilmesinde Tenover kriterleri kullanildi (65). Bu krtiterlere gore
bant profillerine bakilarak izolatlarin birbirleriyle iligkileri derecelendirilmektedir (Tablo

8).

Tablo 10: PFGE profillerinin Tenover kriterlerine gore yorumlanmasi.

Kategori Genetik farklilik (n) | Farkli bant (n) | Epidemiyolojik yorum

Ayni sus 0 0 Salginin bir parcasi

Yakin iligkili | 13 Biiyiik olasilikla salginin
bir pargasidir

Olasilikla iligkili 2 4-6 Salginla iligkili olabilir

Farkli klon >3 >7 Salgina ait degil

Ayni sus: Ayni sayida ve boyutlarda bant iceren izolatlar i¢in kullanilir. Bu izolatlar genetik

olarak farksiz kabul edilir. Ayni profili gosteren izolatlar epidemiyolojik olarak iligkilidir.

Yakin iliskili sus: 2-3 bant farklilig1 olan izolatlar i¢in kullanilir. Bu farklilik, bir nokta

mutasyon veya bir insersiyon ya da bir delesyon gibi tek bir genetik olayla iligkilidir.

Olasilikla iliskili sus: Aralarinda 4-6 bant farki olan izolatlar i¢in kullanilir. Bu farklilik ise
iki bagimsiz genetik degisikligin sonucu olarak ortaya c¢ikmistir. Bu tip izolatlar,

epidemiyolojik yonden salgin susu ile olasi iligkili degerlendirilir.

Mliskisiz suslar: Bu izolatlarda ii¢ ya da daha fazla genetik degisiklik meydana gelmektedir.
Buna bagli olarak da salgin susundan yedi ya da daha fazla bant farki gdzlenir.

Epidemiyolojik olarak salgin susu ile iligkisi olmadigi kabul edilir.
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Buna ek olarak her izolat i¢in bant say1 ve biiyiikliikleri belirlendikten sonra Jacards
katsayist (Sj: nAB/nAB+a+b (nAB: Hem A hem B sirasinda ortak olan bantlarin
sayis1; a: A_sirasinda olup B’de bulunmayan bant sayisi; b: B sirasinda olup A’da
bulunmayan bant sayis1) hesaplandi. Jacards katsayist 1 olan suslar birbirinin ayni,
0.8-1.0 olan suslar birbiriyle iligkili, <0.8’en kiiclik olan suslar birbirinden farkli
olarak degerlendirildi. Bu sonuclar Mega 4 bilgisayar programi kullanilarak UPGMA

yontemiyle analiz edildi ve izolatlar arasi iligkiyi gosteren dendogramlar ¢izildi.
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Isin Tanimm

2011

Literatiir Taramasi

<

Calismaya alinacak suglarin se¢imi ve
farkl merkezlerden suslarin

toplanmasi

Varolan malzemelerle ¢aligmalarin
baslamas1. Dokuz Eyliil Universitesi
Hastanesi suslarinin SCCmec
tiplerinin belirlenmesi ve pvi/ gen

varliginin arastirilmas: tamamlandi.

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi
suslarmin  DNA  makrorestriksiyon
analizi yapildi. Hacettepe Universitesi
Hastanesi ve Marmara Universitesi
Hastanesi suslarinin SCCmec
tiplerinin belirlenmesi ve pv/ gen

varligiinarastirilmasi tamamlandi.

Hacettepe Universitesi Hastanesi ve
Marmara  Universitesi ~ Hastanesi
suglarinin  DNA  makrorestriksiyon

analizi yapildi.

Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakiiltesi Hastenesi suslarinin timii
caligilip SCCmec tipleri belirlendi, pvi
gen varligt saptandi ve DNA

makrorestriksiyon analizi yapildi.

Elde edilen verilerin
degerlendirilmesi ve taranan
literatiirle  karsilastirilmasi.  Tezin

yazilmasi.
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
Calisma sonucunda elde edilen veriler bulgular kisminda agiklanmistir.
3.9. Arastirmanin Simirhihiklar
Caligsma ile ilgili sinirlamalara tartisma kisminda deginilmistir.
3.10. Etik Kurul Onay1
245/2009 nolu protokol numarali proje, 30/Temmuz/2009 tarihinde ve 11/18/2009 nolu

etik kurul toplantisinda etik kurul tarafindan onaylanmustir.
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4. BULGULAR

SCCmec Multipleks PZT Sonuclari:

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Cocuk Hastanesi, Istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi Hastanesi’'nde ve
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesin’de izole edilen 207 metisiline direngli S.
aureus susunun SCCmec tipleri uygun primerler kullanilarak multipleks PZT yontemi ile
(SCCmec 1, SCCmec 11, SCCmec 111, SCCmec IV, SCCmec VI) olacak sekilde tiplendirildi
(Sekil 4).

=
414 - e =
311
243 G 08 S - = Y

209
162

123 45 6 7 8 910111213

Sekil 4: SCCmec multipleks PZT yontemi ile MRSA izolatlarinin SCCmec tiplendirilmesi.
8.-12. siralar Tip I-IV ve VI SCCmec (+) kontrol suslari; 2-6. siralar SCCmec Tip III; 7.s1ra
SCCmec Tip IVE.

Calismaya alinan 207 MRSA izolatinin 179°u SCCmec Tip III varyanti, 14’ SCCmec
Tip IV, 7’s1 SCCmec Tip 11, 6’s1 SCCmec Tip IVE ve 1’1 SCCmec Tip Il olarak saptandi.

Farkli merkezlerin sus sayilarina gére SCCmec tiplerinin oranlari; Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi’nde SCCmec Tip III varyant1 % 93 (93/100),SCCmec Tip III % 1
(1/100) SCCmec Tip IV % 4 (4/100) ve SCCmec Tip IVE % 2 (2/100), Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Cocuk Hastanesi’nde SCCmec Tip 111 varyant1 % 82.7 (43/52), SCCmec Tip IV
% 11.5 (6/52), SCCmec Tip III % 3.9 (2/52) ve SCCmec Tip 11 % 1.9 (1/52), Istanbul
Universitesi Capa Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde SCCmec Tip III varyanti % 85.7 (18/21),
SCCmec Tip 11 % 9.5 (2/21), SCCmec Tip IV igin % 4.8 (1/21) ve Marmara Universitesi T1p
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Fakiiltesi Hastanesin’de SCCmec Tip Il varyant1 % 73.5 (25/34), SCCmec Tip IVE % 11.8

(4/34), SCCmec Tip IV % 8.8 (3/34) ve SCCmec Tip IIl igin % 5.9 (2/34) olarak
belirlenmistir (Tablo 9).
Tablo 11: Merkezlere gore SCCmec dagilimlari
DEU Hacettepe Capa Marmara Toplam
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
Tip I-IA - - - - -
Tip Il - 1(% 1.9) - - 1 (%0.5)
Tip 1l 1(%1) 2 (% 3.9) 2 (%9.5) 2 (%5.9) 7 (%3.4)
Tip lll varyanti | 93 (%93) | 43 (% 82.7) | 18 (%85.7) | 25 (%73.5) | 179 (%86.5)
Tip IV 4 (%4) 6 (% 11.5) 1 (%4.8) 3 (%8.8) 14 (% 6.7)
TipIVE 2 (%2) - - 4 (%11.8) 6 (% 2.9)
Toplam 100 52 21 34 207

Sehirlere gore SCCmec dagilimlart

Sehirlere gore degerlendirildiginde SCCmec tiplerinin dagilimi; izmir icin SCCmec
Tip III varyant1 oran1 %93 (93/100), SCCmec Tip III oran1 %1 (1/100), SCCmec Tip IV orani
%4 (4/100) ve SCCmec Tip IVE oram1 %2 (2/100); Ankara igin SCCmec Tip Il varyanti
orant % 82.7 (43/552), SCCmec Tip IV oranm1 %11.5 (6/52), SCCmec Tip III orant %3.9
(2/52) ve SCCmec Tip II oram %1.9 (1/52), Istanbul icin SCCmec Tip III varyant: orani
%78.2 (43/55), SCCmec Tip III oram1 %7.3(4/55), SCCmec Tip IV oran1 %7.3(4/55) ve
SCCmec Tip IVE oram %7.3 (4/55) seklindedir (Tablo 10).
Tablo 12: Sehirlere gore SCCmec tiplerinin dagilimlari

izmir n(%) | Ankara n(%) | istanbul n(%) | Toplam n(%)
Tip IFIA i i - -
Tip Il i 1 (%1.9) i 1 (%0.5)
Tip Il 1 (%1) 2 (%3.9) 4 (% 7.3) 7 (%3.4)
Tip Ill varyanti | 94 (%93) | 43 (%82.7) | 43 (% 78.2) | 179 (%86.5)
Tip IV 4 (%4) 6 (%11.5) 4(%7.3) 14 (% 6.7)
Tip IV E 2 (%2) i 4 (% 7.3) 6 (% 2.9)
Toplam 100 52 55 207
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Yillara ve merkezlere gore SCCmec dagilimlar

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’'nden alman suslarm yillara gore
SCCmec dagilimi degerlendirildiginde; SCCmec Tip Il varyantinin her yil i¢in baskin tip
olarak ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. SCCmec Tip II varyantinin yillara gore oranlari (2006-
2009) sirastyla, %100 , %96 , %84 ve % 92 seklindedir. SCCmec Tip IV/IVE ise ilk olarak
2007 yilinda tespit edilmistir. Prevalansi 2008 yilinda artis gostererek %4’den %16°a
yiikselmistir. Ardindan 2009 yilinda bu oran azalarak %4’e diismiistiir (Tablo 11).

Tablo 13: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nden alinan suslarin yillara gére

SCCmec dagilimi

2006 n(%) | 2007 n(%) | 2008 n(%) | 2009 n(%) | Toplam n(%)
Tip lll - - - 1(%4) 1(%1)
Tip lll varyanti | 25 (%100) | 24 (%96) | 21 (%84) | 23 (%92) 93 (%93)
Tip IV - - 3 (%12) 1 (%4) 4 (%A4)
TipIVE - 1 (%4) 1 (%4) - 2 (%2)
Toplam 25 25 25 25 100

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nden alman suslarm yillara gore
SCCmec dagilimi degerlendirildiginde; SCCmec tip Il varyanti prevalanst 2007 yilinda
%100°den % 62.5’¢ diismiis, ardindan 2008 yilinda bu oran artis gostererek %70’e
yiikselmistir. 2009 yilinda ise SCCmec Tip III varyanti orani tekrardan %57.1’e diigmiistiir.
2007 yilinda ortaya ¢ikan SCCmec Tip IV/IVE, 2008 ve 2009 yillarinda da goriilmeye devam
etmistir. SCCmec Tip III varyant1 ve SCCmec Tip IV/IVE disinda sadece 2007 yilinda Tip III
SCCmec gorilmiistiir (Tablo 12).

Tablo 14: Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nden alinan suslarin yillara gore

SCCmec dagilimi

2006 n(%) | 2007 n(%) | 2008 n(%) | 2009 n(%) | Toplam n(%)
Tip I - 2 (%25) - - 2 (%5.9)
Tip Il varyant 9 (%100) | 5 (%62.5) 7 (%70) 4 (%57.1) 25 (%73.5)
Tip IV - - 1 (%10) 2 (%28.6) 4 (%8.8)
Tip IVE - 1 (% 12.5) 2 (%20) 1 (%14.3) 4 (%11.8)
Toplam 9 8 10 7 34

67




Calismaya alman ve 2006 yilinda izole edilen Hacettepe Universitesi MRSA
suslarinin, %5.6° s1 ve %94.4’1 mecA geni sirastyla SCCmec Tip IV ve SCCmec Tip 111
varyant: iizerinde tasinmaktadir SCCmec Tip III varyanti oran1 2007 yilinda % 89.5’e, 2008
yilinda daha da azalma gostererek %44.5’e diismistir. 2009 yilinda ise % 85.7° ye
yiikselmistir. 2008 yil1 i¢in ¢aligmaya alinan suslardan, Tip IV SCCmec elemani tagiyanlarla
SCCmec Tip III varyant1 olarak tiplendirilen suslarin oranlari aymidir. 2009 yilinda tip 1V
SCCmec tastyanlarin orani azalarak %14.3 olmustur. Ayrica 2008 yilinda farkli bir SCCmec
tipi olarak 1 sugta SCCmec tip II eleman: tespit edilmistir (Tablo 13).

Tablo 15: Hacettepe Universitesi Cocuk Hastanesi’nden alinan suslarin yillara gére SCCmec
dagilim

2006 n(%) | 2007 n(%) | 2008 n(%) | 2009 n(%) | Toplam n(%)
Tip 1l - - 1(%11) - 1(%1.9)
Tip I - 2 (%10.5) - - 2 (%3.8)
Tip lll varyanti | 17 (%94.4) | 17 (%89.5) | 4 (%44.5) 6 (%85.7) 44 (%84)
TipIV 1 (%5.6) - 4 (%44.5) 1 (%14.3) 5 (%11.3)
TipIVE - - - - -
Toplam 18 19 8 7 52

Istanbul Universitesi’nden alinan MRSA suslar1 i¢cin SCCmec Tip Il varyantinin her
yil baskin tip oldugu goriilmiistiir. SCCmec tip III varyant1 disinda farkli olarak 2007 yilinda
%10 oraninda tip IV SCCmec tastyan suslar ve 2008-2009 yilinda %40 oraninda SCCmec tip
[T saptanmistir (Tablo 14).

Tablo 16: istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi’nden alinan suslarmn yillara

gore SCCmec dagilimu

2006 n(%) | 2007 n(%) | 2008 n(%) | 2009 n(%) | Toplam n(%)
Tip 1l - - 2 (%40) 2 (%9.5)
Tip lll varyanti | 6 (%100) 9 (%90) 3 (%60) 18 (%85.7)
Tip IV - 1 (%10) - 1 (%4.8)
TipIVE - - - -
Toplam 6 10 5 21

Kisacast izolat sayist az olmasina ragmen Istanbul Universitesi disinda tiim

merkezlerde 2008 yilinda tip IV/IVE prevalansinda bir artis oldugu gézlenmektedir.
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Calismaya dahil edilen 207 MRSA izolatindan, 20’si Tip IV/IVE SCCmec elemani
tasimaktadir. Bunlarin; 14’linde tip IV ve geriye kalan 6 izolatta tip IVE bulunmustur. Tip
IV/IVE SCCmec eleman tasityan suslarin izole edildikleri drnek tiplerine gore dagilimlari
Tablo 15°de gosterilmistir. SCCmec type IV/IVE prevalansinin yillara gore dagilimi
degerlendirildiginde; 2006 yilinda %35 (1/20) olan oran 2007 yilinda %15’°e (3/20) ve 2008’de
de %55’e (11/20) yiikselmistir. Ardindan 2009 yilinda azalma gostererek %25’e (5/20)
diigmiistiir.

SCCmec tip IV/IVE tastyan izolatlardan sadece Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi’'nden izole edilen izolatlarin (n:6) izole edildigi hasta bilgilerine
ulagimistir. Bu bilgiler 1518inda 6 izolat arasindan sadece ikisinin TK-MRSA kriterlerine
uydugu belirlenmistir. Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi’nin (“Center of Disease Control
and Preventation”(CDC)) kriterlerine gore TK-MRSA, ayaktan tedavi goren veya 48 saat
icinde hastaneye giris yapmis hastalardan izole edilen MRSA suslar1 olarak tanimlanmaktadir.
Ayrica bu hastalarin, son bir yil icinde herhangi bir cerrahi miidahale gibi hastanede
bulunmasini gerektirecek bir durum, diyaliz veya huzurevine giris gibi hi¢bir tibbi ge¢cmisi
olmamakla birlikte hasta kateter veya deri yoluyla gegen diger tibbi cihazlar gibi kalic
aletlere sahip olmamalidir (6). TK-MRSA olarak belirlenen izolatlardan biri, 2008 yilinda
izole edilen bir idrar 6rneginden, digeri ise 2009 yilinda kan kiiltiiriinden iiretilmistir.

Tablo 17: SCCmec tip IV/IVE kaset tipine sahip MRSA izolatlarinin izole edildikleri 6rnek

tiiriine gore dagilimlari

Tip IV (n) Tip IVE (n) TOPLAM n(%)
Yara 8 3 11 (% 55)
Kan 3 3 6 (% 30)
BOS 1 - 1 (% 5)
Idrar 2 - 2 (% 10)
TOPLAM 14 6 20
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SCCmec tiplerinin “Ito yontemi” ile dogrulanmasi

Milherico ve ark. onerdigi multipleks PZT yontemi kullanilarak SCCmec tipleri
incelendiginde, Tip III varyant1 olarak saptanan SCCmec tipi, Tip Il ve Tip III’lin her ikisine
de ait olan bantlar igerdigi belirlendi. “Ito yontemi” ile SCCmec tip Il varyanti olarak
belirlenen, hakim klonal grubu temsil eden izolatlar secildi. SCCmec tip II olarak saptanan
izolat ile SCCmec tip IV/IVE izolatlarin1 temsil eden izolatlardan segilerek “Ito yontemi” ile
dogrulamaya gidildi. SCCmec tip III varyanti izolatlarin, tip III SCCmec eleman: gibi tip 3
cer tasidigl, SCCmec tip II izolatinin ve SCCmec tip IV/IVE tasiyan izolatlarin ise kontrol sus
ile ayn1 ccr tipini (tip 2) tasidig: saptandi.

Sekil 5: Calismamizdaki bazi izolatlara ait SCCmec tiplerini dogrulamak amaciyla yapilan Ito
yontemine ait sonuglar. Sira 1: N315 (SCCmec tip 1l kontrol); sira 2: SCCmec tip Il tagiyan
calisma izolati; sira 4: 100 bp DNA ladder; sira 5: ANS46 (SCCmec tip III kontrol); sira 6,7:
SCCmec tip 11l varyant1 tastyan izolatlar; sira 8: SCCmec tip I1I varyanti tagiyan izolatlar.
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pvl/nuc Multipleks PZT Sonuclar:

Calismaya alinan 207 MRSA izolatinda pv/ gen varligi nuc ve pvl genlerini tespit
etmeye yonelik bir multipleks PZT yontemi ile incelendi. Calismamizda PVL pozitiflik orani
% 2.4 (5/207) olarak saptand: (Sekil 5). PVL pozitif olarak saptanan izolatlarin tiimii Tip IV
SCCmec elemani tagimakta idi. Bu veri, Tip IV/IVE SCCmec elemani tastyan 20 izolattan
sadece 5 tanesinin PVL pozitif oldugunu gostermektedir (%25) (Tablo 16). Diger SCCmec

tiplerinde pv/ gen varlig1 belirlenmedi.

433 beg - -
280 bg - e o

12345678 910111213

Sekil 6: Calismamizdaki bazi izolatlara ait pvil/nuc multipleks PZT sonuglari. 433 bg

bliyiikliigiinde bant goriilmesi pv/ pozitif olarak kabul edildi. Sira:1.100 bp DNA ladder; 2.
Bos; 3-8 ve 11. PVL negatif MRSA; 9,10. PVL pozitif MRSA; 12,13.Pozitif kontrol (S.
aureus ATCC 49775)

Tablo 18: SCCmec Tip IV/IVE izolatlar1 arasinda pv/ gen varliginin dagilimi

PVL(#) (%) PVL(-) (%)

SCCmec tip IV (n=14) 5(%35.7) 9 (% 64.3)
SCCmec tip IVE (n=6) - 6 (% 100)
Toplam SCCmec tip IV/IVE (n=20) 5(% 25) 15 (% 75)

PVL pozitif izolatlarin 2’si Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesin’den,

geriye kalan 3’i de Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hastanesin’den izole
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edilmistir. PVL-pozitif MRSA suglarinin izole edildigi hastalarin bilgileri Tablo 17’de
agiklanmistir. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesin’de saptanan PVL pozitif
izolatlarinin biri Enfeksiyon Hastaliklar1 servisinde digeri Ortopedi servisinde yatan
hastalardan izole edilmistir. Bu izolatlar HK-MRSA olarak siniflandirilmaktadir. Hacettepe
Universitesi Cocuk Hastanesi'nden izole edilen PVL pozitif izolatlar gocuk hastalarda
saptanirken, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nden izole edilenler eriskin

hastalarda saptandi.

Tablo 19: PVL-pozitif MRSA suslarinin izole edildigi hasta ve sus 6zellikleri

Hasta No Ureme Tarihi Ornek tiirii  Sehir SCCmec tipi
1. DE21/8 2008 Doku [zmir v
2. DE25/8 2008 Abse [zmir v
3. HC42 2008 Piiy Ankara v
4. HCA43 2008 Gobek bagi Ankara v
5. HC33 2006 Kan Ankara v

DNA’nin Makrorestriksiyon Analizi Sonuclari:

Calismaya alman 207 MRSA izolati, epidemiyolojik olarak Degisim Alan Jel
Elektroforezi (PFGE) ile degerlendirildi. Bant paternleri gorsel olarak Tenover kriterlerine
gore her merkez igin hem ayr1 ayri1 degerlendirildi, hem de merkezler arasindaki klonal iligki
arastirildi.

Buna gore; PFGE analizi ile tiplendirmede, 13 farkli pulso tip ayirt edilmistir. Tiim
tipler arasinda tip A’ nin baskin tip oldugu, calismaya dahil edilen izolatlarin %87.4’linlin
(n:181) bu tipe ait oldugu saptandi. Bu baskin tipin disinda daha az sayida izolatla temsil
edilen 12 tip daha saptand1 (Tip B, C, D, E, F, G, K, L, M, N, O, P). Tip A’nin 50, tip K’ nin
4, tip P’ nin 2, tip O’ nun 1 alttipi belirlendi. PFGE analizi ile elde edilen tiplerin ve bu

tiplerin alttiplerinin merkezlere gore dagilimi Tablo 18’ de gdsterilmistir.

PFGE analizi, SCCmec tip 11l varyantlarinin ve SCCmec tip IV/IVE izolatlarinin kendi
iclerinde, biiyiik 6l¢iide klonal oldugunu ortaya koymustur (Tablo 19). SCCmec tip III ve tip
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III varyant1 eleman tasiyan izolatlarin A, B, C, D, E, F ve G pulsotip igerisinde yer aldigi

belirlendi. Izolatlarin % 96.8 ’inin (180 /186) pulso tip A nin iiyesi oldugu saptandi. Ayrica

tip II SCCmec elemani tastyan izolatin da baskin tip olan pulsotip A nin igerisinde yer aldig:

belirlendi.

Tablo 20: PFGE tipleri ve igerdikleri izolat sayilarinin merkezlere gore dagilimi

Merkez Pulso tip (izolat Sayisi) Alt tip
Istanbul Universitesi A QO A A As Aoy o, Ay Aoy, Ay Ass
o
A (27) A: Al3 A23 A45 A89 All; A123 A133 Al45 A193 A233
A259 A269 A339 A349 A399 A409 A46
Marmara Universitesi N (1)
L @
K (5 K, K,
A (43) A, Az, As, As, Ag, Ats, Ats, Ao, Asss Ao, Az,
Az, Ases Azz, Asa, Agg, Aso
E (1)
F@)
Hacettepe Universitesi G()
K@®3) K, K4
M @)
P @) P
o@) 0,
A1) A, Ay, Ay, Ag, Az, Ao, Ats, Mg, Agg, Asg, Ago,
A329 A349 A359 A389 A419 A439 A449 A479 A48
B (1)
Dokuz Eyliil Universitesi c(
D (1)
K@3) K, K», K4
P (3) P, P,

SCCmec Tip IV/IVE eleman tasiyan izolatlar ise SCCmec Tip III varyanti igeren

izolatlardan farkli, spesifik klonlara sahiptirler. Ayrica Tip IV/IVE SCCmec elemani tasiyan

izolatlarin kendi aralarinda genetik ¢esitlilik oldugunu goriilmektedir (Sekil 6). Pulso tip K, L,

M, N, O ve P, SCCmec tip IV/IVE elemanina sahip izolatlar1 igermektedir. Bunlar arasinda

pulso tip K, 11 izolat1 biinyesinde barindiran en baskin tip olarak saptandi.
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Tablo 21: PFGE analizi ile saptanan 13 farkli pulsotipin SCCmec tiplerine gore dagilimi

SCCmec Tipi
Pulsotip TipIl TipIlI Tip Il varyantt TipIV  TipIVE Toplam
A 1 6 174 181
B 1 1
C 1 1
D 1 1
E 1 1
F 1 1
G 1 1
K 8 3 11
L 1 1
M 1 1
N 1 1
O 2 2
P 3 1 4

PVL pozitif MRSA suslar1 (n:5) PFGE paterni agisindan incelendiginde, 2 susun tip P,
1 susun P,, 1 susun M ve 1 susun da K4 klonu igerisinde yer aldig1 belirlendi. Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesin’de saptanan PVL pozitif izolatlarin ayn1 klona (P) ait
olduklar1, Hacettepe Universitesi izolatlarmdan birinin de bu klonla yakin iliskili oldugu (P,)
saptandi.

Calismaya dahil edilen izolatlarin 6zellikleri, antibiyotik duyarliliklari, SCCmec ve

PFGE analiz sonuglar1 Tablo 20’de gosterilmistir.
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— DE258
L DE25/7
HCL
— HC45
L C16
M32
HC33
EMRSA-2
M17
I HC43
— DE23R
LM%
DE22/8
L DE259

70 80 90 100

Pulso tip | Izolat sayisi SCCmec

Tip IV

P 2 (DE 25/8, 21/8) PVL(H)
Pl 1 (DE 25/7) Tip IV E

Tip IV

2 | 1(He42) e

ol | 1(He45) Tip IV

) 1(C 16) Tip IV
N 1(M32) Tip IV E

Tip IV

M 1 (Hce 33) PVL(+)

EMRSA-2 Tip IV
L 1(M17) TipIV E

Tip IV

K4 | 1(He43) e
K3 | 1(DE23/8) Tip IV E
K2 2 (M26,M27) TipIVE

K1 1 (DE 22/8) Tip IV

6 (DE 25/9, M
K 25, M 33, M 34, Tip IV
Hc 46, He 47)

Sekil 7: SCCmec tip IV/IVE tasiyan MRSA izolatlarinin PFGE paternlerinin filogenetik

analizi ve dendogram goriintiisii.
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Smal enzimi ile kesilerek elde edilmis PFGE paternleri ile bu paternlerin temsil ettigi

tipler ve alttiplerin her merkez i¢in dendogram gosterimleri Sekil 7-10 da gosterilmistir.

Pulso tip | izolat say1si SCCmec
A33 2(C 04, 05) Tip III vary
A2l 1(C 10) Tip II vary
A22 4(C02,03,09,11) | Tip Il vary
A3 2(C 13 12) Tip III vary
A 20 1(¢C17) Tip III vary
A 23 2(C 20, 18) Tip III vary
A2 1(C 00 Tip III vary
A 4(C07,08,14,15) | Tip Il vary
_ | A8 1(C 06) Tip III vary
A 45 2(C 19 2 Tip I
0] 1(¢ 16) Tip IV

Sekil 8: Istanbul Universitesi MRSA izolatlarinin PFGE paternlerinin filogenetik analizi ve

dendogram goriintiisii
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Pulso tip | Izolat say1s1 SCCmec
Al 1 (M 24) Tip I vary
A 1M 12) Tip III vary
A4 1(M18) Tip III vary
All 2(M28, 31) Tip I vary
A8 1 (M 19) Tip III vary
A2 1(M 20) Tip III vary
A23 2 (M 23, 30) Tip I vary
Al2 1 (M 29) Tip III vary
A 26 1(M22) Tip III vary
A25 4(M09,1013, 14) Tip I vary
Al3 1M 11) Tip III vary
A 14 2 (M 06, 08) Tip I vary
A19 2(M 15, 16) Tip 111
A 33 2 (M 05, 04) Tip III vary
A 34 2(MO02, 03) Tip I vary
A 46 1(MO0I) Tip III vary
A 39 1 (M 21) Tip I vary
K2 2 (M 26, M 27) TipIVE
A 40 1(M07) Tip III vary
N 1(M32) TipIVE
L 1M 17) TipIVE
K 3(M25 M33, M 34) Tip IV

Sekil 9: Marmara Universitesi MRSA izolatlarinin PFGE paternlerinin filogenetik analizi ve

dendogram goriintiisii.
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HC®
HC14
HCM
HC10
HC37
B HC09
HC48
—

HC45
HC4
HC3l
HCsI1
HC43

HC46
HC33

60

Pulso tip | Izolat say1si SCCmec
A29 3(Hc 08, 11 15) | Tip Il vary
A 30 1 (Hc 14) Tip I vary
A 26 11 (He 04, 06,

252625 34 | TRUY

35)
Al6 1 (He 10) Tip Il vary
A 42 1 (Hc 37) Tip 11 vary
A3l 1 (Hc 09) Tip 111 vary
Al8 1 (Hc 48) Tip 11 vary
A5 1 (Hc 27) Tip I vary
A3 2 (Hce 32, 36) Tip III vary
A 36 2 (He 50, 52) Tip III vary
A 20 3 (Hc 01,03, 41) | Tip Il vary
A 37 1 (Hc 02) Tip III vary
A8 1(Hc 17) Tip III vary
AS 1 (Hc 39) Tip III vary
A 10 (He 07, 13,

16, 19, 20, 24, Tip II vary

29, 38, 40, 49)
A9 1 (Hc 12) Tip I vary
A 49 1 (Hc 30) Tip 11T
01 1 (Hc 45) Tip IV
P2 1 (Hc 42) Tip IV
F 1 (Hc 31) Tip 11T
G 1 (Hc 51) Tip III vary
K4 1 (Hc 43) Tip IV
K 2 (Hc 46,47 ) Tip IV
M 1 (Hc 33) Tip IV
A50 1 (Hc 44) Tip I1
E 1 (Hc 05) Tip I vary

Sekil 10: Hacettepe Universitesi MRSA izolatlarinin PFGE paternlerinin filogenetik analizi

ve dendogram goriintiisii.

Sekil 11: Dokuz Eyliil Universitesi MRSA izolatlarmin PFGE paternlerinin filogenetik

analizi ve dendogram goriintiisii.
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st

—

L

o\l /L

DE 16/8
DE23/7
DE18/7
DE24/8
DE13/9
DE 14/7
DE11/8
DE 14/8
DE17/6
DE08/8
DEO01/7
DE04/7
DE 02/6
DE07/9
DE09/8
DE12/8
DE 04/6
DE22/6
DE 15/6
DE07/6
DE 13/7
DE07/8
DE 18/6
DE20/9
DE23/8
DE22/8
DE25/9
DE25/7
DE25/8

Pulso tip | izolat sayis1 SCCmec
A29 4 (DE 16/6, 16/8, 17/8, 20/8) Tip 111 vary
A 38 1 (DE 23/7) Tip I vary
A 32 4 (DE 16/7, 18/7, 21/7, 23/9) Tip 111 vary
A 10 1 (DE 24/8) Tip 111 vary
A 34 17 (DE 18/9, 18/8, 01/8, 06/7, 08/7, 05/7, 02/7, 14/9, Tip Il vary
1509, 17/7, 11/9, 12/9, 13/9, 19/9, 10/9, 02/8, 09/9 )
A28 1 (DE 14/7) Tip I vary
A 35 14 (DE 04/8, 17/9, 06/8, 15/8, 04/9, 19/7, 09/7, 11/8, Tip 111 vary
05/8, 11/7, 03/8, 10/8, 22/9, 24/9)
A 43 1 (DE 14/8) Tip I vary
Al 4 (DE 14/6, 17/6, 19/6, 21/6) Tip Il vary
Al7 2 (DE 08/8, DE 20/6) Tip III vary
A7 2 (DE 05/6, 01/7) Tip 111 vary
A 15 4 (DE 25/6, 03/7, 04/7, 13/8) Tip 111 vary
A 2 (DE 02/6, 02/9) Tip 111 vary
A6 1 (DE 07/9) Tip III vary
A27 2 (DE 09/6, 09/8) Tip 111 vary
D 1(DE 12/8) Tip III vary
A 47 1 (DE 04/6) Tip III vary
A 44 1 (DE 22/6) Tip Il vary
A4 5(DE 01/6, 13/6, 15/6, 07/7, 22/7) Tip III vary
A24 22 (DE 01/9, 03/9, 08/9, 06/9, 16/9, 21/9, 05/9, 19/8,
15/7, 12/7, 10/6, 20/7, 24/7, 10/7, 08/6, 06/6, 12/6, Tip 111 vary
07/6, 23/6, 03/6, 24/6, 11/6)
A 41 1(DE 13/7) Tip III vary
C 1 (DE 07/8) Tip III vary
B 1 (DE 18/6) Tip I vary
A48 1 (DE 20/9) Tip 11
K3 1 (DE 23/8) Tip IVE
K1 1 (DE 22/8) Tip IV
K 1 (DE 25/9) Tip IV
Pl 1 (DE 25/7) Tip IVE
P 2 (DE 25/8, 21/8) Tip IV
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Tablo 22: Calismaya dahil edilen izolatlarin 6zellikleri, antibiyotik duyarliliklari, SCCmec ve PFGE analiz sonuglari

izolat No Ornek No | Ureme Tarihi Ornek Tiirii Merkez Organizma VA |SXT |GN | CIP CC |FOX |OX |SCCmec | PFGE
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Tip 11

C 01 13865 02.05.2006 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A2
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Tip III

C 02 168093 15.11.2006 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A22
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Tip 111

C 03 167995 17.11.2006 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyantt | A22
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Tip 11

C 04 163900 01.11.2006 Balgam Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A32
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Tip III

C 05 134480 09.08.2006 Idrar(S. ucu) Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A32
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Tip 111

C 06 174164 23.11.2006 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A8
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Tip 11

C 07 207277 04.03.2007 Kateter ucu Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Tip III

C 08 221976 13.04.2007 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Tip 111

C 09 215825 28.03.2007 Burun S. Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyantt | A22
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Tip 11

cC 10 210595 16.03.2007 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti A21
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Tip III

Cl11 228146 29.04.2007 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A22
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Tip 111

C12 238672 29.05.2007 Abse Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A3
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Tip 11

C13 238645 28.05.2007 Abse Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A3
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Tip III

C14 231412 09.05.2007 Balgam Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A

Transtrakeal | Istanbul Universitesi Istanbul Tip Tip 111

C15 230873 09.05.2007 asp. s1visi Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyantt | A
Istanbul Universitesi Istanbul Tip

C 16 296663 05.03.2007 Idrar Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S S S S R R Tip IV O
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Tip III

C17 30257 2008/2009 Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A20
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Tip 111

C18 45035 2008/2009 Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S S R S R R varyanti | A23
Istanbul Universitesi Istanbul Tip

C19 191 2008/2009 Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R Tip 111 A44
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Tip III

C 20 43818 2008/2009 Fakiiltesi Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A23
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izolat No Ornek No | Ureme Tarihi Ornek Tiirii | Merkez Organizma VA |SXT |GN | CIP CC |FOX |OX |SCCmec | PFGE
Istanbul Universitesi Istanbul Tip

C21 193 2008/2009 Fakiiltesi Hastanesi, istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R Tip 11T Ad4
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 111

DE 01/6 60231481 26.02.2006 11:35 Kan Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyantt | A4
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 02/6 61024427 25.10.2006 12:29 Kan Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 03/6 61030489 03.11.2006 14:15 Apse Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 111

DE 04/6 61107469 08.11.2006 12:59 Katater ucu Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A46
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 05/6 60801394 05.08.2006 12:26 Kan Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A7
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 06/6 60207446 14.02.2006 13:16 Periton sivisi Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 111

DE 07/6 60402683 05.04.2006 14:57 Kan Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 08/6 60422817 20.04.2006 13:53 Yara Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 09/6 61134501 01.12.2006 17:23 Yara Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A27
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 111

DE 10/6 61202669 08.12.2006 14:14 Kan Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 11/6 60932314 01.10.2006 12:17 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 12/6 61023875 22.10.2006 12:19 Vajinal Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 1T

DE 13/6 60327805 23.03.2006 14:42 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyantt | A4
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 14/6 60328217 24.03.2006 13:03 Katater ucu Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | Al
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 15/6 60703933 07.07.2006 13:40 Yara Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A4
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 1T

DE 16/6 60342187 02.04.2006 12:32 Brong lavaj Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R S R R R varyanti | A29
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 17/6 60205001 06.02.2006 11:50 Trakeal sekret | Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | Al
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip III

DE 18/6 60718198 19.07.2006 11:12 Trakeal sekret | Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | B
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip I

DE 19/6 60305479 07.03.2006 13:38 Balgam Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | Al
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 20/6 60603633 07.06.2006 13:26 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | Al7
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izolat No Ornek No | Ureme Tarihi Ornek Tiirii | Merkez Organizma VA |SXT |GN | CIP CC |FOX |OX |SCCmec | PFGE
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 21/6 60914678 16.09.2006 11:51 Kan Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | Al
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 111

DE 22/6 61204139 06.12.2006 15:49 Trakeal sekret | Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyantt | A43
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 23/6 60304210 05.03.2006 11:16 Yara Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 24/6 60514096 13.05.2006 12:39 Aspirasyon Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 25/6 60133474 01.02.2006 14:43 Diger Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | Al5
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 01/7 70721220 19.07.2007 14:49 Kan Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A7
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 02/7 70429461 22.04.2007 11:18 Yara Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A33
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 111

DE 03/7 70511254 11.05.2007 13:34 Trakeal sekret | Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | Al5
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 04/7 70530601 24.05.2007 14:00 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | Al5
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 05/7 70425548 21.04.2007 12:02 Plevral mayi Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A33
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 111

DE 06/7 70540300 30.05.2007 14:13 Kan Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyantt | A33
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 07/7 70601271 04.06.2007 13:35 Trakeal sekret | Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A4
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 08/7 70611364 11.06.2007 13:45 Katater ucu Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A33
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 1T

DE 09/7 71114982 13.11.2007 13:58 Katater ucu Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A34
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 10/7 70411233 11.04.2007 13:25 Trakeal sekret | Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 11/7 70921891 20.09.2007 13:23 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A34
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 1T

DE 12/7 70313955 13.03.2007 12:45 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 13/7 70306121 07.03.2007 13:56 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A40
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip III

DE 14/7 70907811 03.10.2007 14:06 Diger Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A28
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip I

DE 15/7 70511827 12.05.2007 11:44 Aspirasyon Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 16/7 70306542 08.03.2007 12:16 Katater ucu Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyant1 | A31
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izolat No Ornek No | Ureme Tarihi Ornek Tiirii | Merkez Organizma VA |SXT |GN | CIP CC |FOX |OX |SCCmec | PFGE
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 17/7 70513412 12.05.2007 11:42 Yara Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyantt | A33
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 111

DE 18/7 70525670 20.05.2007 11:48 Katater ucu Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A31
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 19/7 70416462 13.04.2007 12:46 Yara Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A34
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 20/7 70107664 12.01.2007 14:04 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 111

DE 21/7 70140014 09.02.2007 16:30 Plevral mayi Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A31
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 22/7 70133598 30.01.2007 12:32 Kan Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A4
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip III

DE 23/7 70602227 06.06.2007 13:48 Diger Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A37
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 111

DE 24/7 70504740 06.05.2007 11:16 Kan Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip

DE 25/7 70338993 29.03.2007 13:43 Aspirasyon Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S S S R R R TipIVE |PI
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 01/8 80118239 13.01.2008 12:49 Katater ucu Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A33
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 111

DE 02/8 80131425 21.01.2008 12:36 Yara Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyantt | A33
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 03/8 80205176 06.02.2008 12:32 Idrar Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S S R R R R varyanti | A34
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 04/8 80230303 21.02.2008 11:43 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A34
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 1T

DE 05/8 80232680 22.02.2008 11:51 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A34
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 06/8 80305475 08.03.2008 12:24 Aspirasyon Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A34
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 07/8 80324773 20.03.2008 13:46 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | C
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 1T

DE 08/8 80232498 23.02.2008 10:49 Yara Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyantt | A17
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 09/8 80405788 05.04.2008 12:16 Brons lavaj Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A27
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip III

DE 10/8 80413762 12.04.2008 10:54 Katater ucu Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A34
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip I

DE 11/8 80549318 03.06.2008 13:51 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A34
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 12/8 80612144 12.06.2008 13:02 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | D
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izolat No Ornek No | Ureme Tarihi Ornek Tiirii | Merkez Organizma VA |SXT |GN | CIP CC |FOX |OX |SCCmec | PFGE
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 13/8 80623270 18.06.2008 13:28 Kan Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyantt | AlS
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 111

DE 14/8 80708085 08.07.2008 11:30 Kan Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyantt | A42
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 15/8 80729663 23.07.2008 12:15 Kan Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A34
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip III

DE 16/8 80732481 24.07.2008 12:22 Diger Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A29
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 17/8 80832845 26.08.2008 11:33 Diger Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A29
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 18/8 81216031 19.12.2008 16:51 Diger Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A33
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 19/8 81216326 20.12.2008 13:14 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 111

DE 20/8 81134732 25.11.2008 12:49 Yara Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyantt | A29
Dokuz Eyliil Universitesi Tip

DE 21/8 80244625 01.03.2008 12:34 Diger Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R S S R R Tip IV P
Dokuz Eyliil Universitesi Tip

DE 22/8 80943890 02.10.2008 12:39 Idrar Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S S R R R R Tip IV K1
Dokuz Eyliil Universitesi Tip

DE 23/8 81104792 07.11.2008 12:07 Yara Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S S S S R R TipIVE |K3
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 24/8 80339950 27.03.2008 13:23 Brons lavaj Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S S R S R R varyanti | A10
Dokuz Eyliil Universitesi Tip

DE 25/8 80504411 07.05.2008 14:06 Apse Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S S R R R R Tip IV P
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 1T

DE 01/9 90118581 14.01.2009 11:41 Brong lavaj Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 02/9 90133059 28.01.2009 14:35 Apse Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 03/9 90136949 27.01.2009 11:29 Katater ucu Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 1T

DE 04/9 90249756 03.03.2009 11:15 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A34
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 05/9 90300530 05.03.2009 11:28 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip III

DE 06/9 90106990 08.01.2009 11:40 Balgam Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip I

DE 07/9 90110597 16.01.2009 11:09 Aspirasyon Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyantt | A6
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 08/9 90139720 27.01.2009 11:32 Katater ucu Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A24
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izolat No Ornek No | Ureme Tarihi Ornek Tiirii | Merkez Organizma VA |SXT |GN | CIP CC |FOX |OX |SCCmec | PFGE
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 09/9 90206992 08.02.2009 13:01 Kan Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyantt | A33
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 111

DE 10/9 90212349 11.02.2009 16:29 Aspirasyon Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyantt | A33
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 11/9 90212601 10.02.2009 12:37 Kan Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A33
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 12/9 90350303 02.04.2009 11:53 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A33
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 111

DE 13/9 90405943 07.04.2009 11:50 Brons lavaj Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyantt | A33
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 14/9 90421602 16.04.2009 10:53 Yara Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A33
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip III

DE 15/9 90307976 12.03.2009 10:57 Diger Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A33
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 111

DE 16/9 90446811 13.05.2009 16:10 Aspirasyon Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 17/9 90514608 12.05.2009 11:15 Periton sivisi Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S S R R R R varyanti | A34
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 18/9 90537436 26.05.2009 10:56 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A33
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 111

DE 19/9 90611319 11.06.2009 12:16 Aspirasyon Fakiiltesi Hastanesi, izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyantt | A33
Dokuz Eyliil Universitesi Tip

DE 20/9 90629260 19.06.2009 13:10 Balgam Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S S R R R R Tip 111 A47
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip III

DE 21/9 90520157 22.05.2009 00:18 Diger Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A24
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 1T

DE 22/9 90922116 19.09.2009 13:08 Apse Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A34
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip 11

DE 23/9 90941482 29.09.2009 13:05 Katater ucu Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyant1 | A31
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Tip IIT

DE 24/9 90925635 17.09.2009 13:31 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A34
Dokuz Eyliil Universitesi Tip

DE 25/9 90610836 11.06.2009 12:22 Kan Fakiiltesi Hastanesi, Izmir Staphylococcus aureus | S S S S S R R Tip IV K
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip I

HC 01 20040564 12.09.2006 Kan Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A20
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip III

HC 02 20304827 18.08.2006 Kateter Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A36
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip III

HC 03 20461236 15.05.2006 DTA Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A20
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip I

HC 04 20226389 05.05.2006 BAL Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A26
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izolat No Ornek No | Ureme Tarihi Ornek Tiirii | Merkez Organizma VA |SXT |GN | CIP CC |FOX |OX |SCCmec | PFGE
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 11T

HC 05 2876481 05.06.2006 Kan Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S S S R R R varyanti | E
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 11T

HC 06 20348717 15.05.2006 BAL Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A26
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 1T

HC 07 20311430 27.02.2006 Kateter Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

HC 08 20169255 17.03.2006 Kateter Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A29
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 11T

HC 09 8090320 17.01.2006 Piiy Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A30
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 1T

HC 10 2136371 04.12.2006 Piiy Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | Al6
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

HC 11 20302668 06.06.2006 Kan Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A29
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 11T

HC 12 2876477 02.06.2006 Piiy Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A9
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip I

HC 13 9710775 15.06.2006 DTA Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

HC 14 20040648 25.09.2006 Balgam Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A29
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 11T

HC 15 20456793 24.08.2006 Kateter Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A29
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip I

HC 16 20350811 25.08.2006 DTA Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

HC 17 20536212 25.12.2006 Kan Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A8
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip ITI

HC 18 20225641 02.07.2007 Kan Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A26
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip I

HC 19 20213160 22.08.2007 Kan Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S R R R R R R varyanti | A
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

HC 20 20543887 08.03.2007 Kan Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip III

HC 21 20523494 21.05.2007 Kateter Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A26
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip I

HC 22 20536210 31.12.2007 Piiy Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S R R R R R R varyanti | A26
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip III

HC 23 20647864 31.05.2007 Kateter Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S R R R R R R varyanti | A26
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip III

HC 24 20636007 07.02.2007 Kan Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip I

HC 25 20536300 12.01.2007 Kateter Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S R R R R R R varyanti | A26
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izolat No Ornek No | Ureme Tarihi Ornek Tiirii | Merkez Organizma VA |SXT |GN | CIP CC |FOX |OX |SCCmec | PFGE
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 11T

HC 26 8595326 26.02.2007 BOS Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A26
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 11T

HC 27 20225882 26.07.2007 Kateter Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S S S S R R varyanti | Al15
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 1T

HC 28 81122923 06.08.2007 Kan Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A26
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

HC 29 20543930 04.04.2007 Karaciger kist | Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi

HC 30 20592533 18.06.2007 Piiy Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R Tip 11T A48
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi

HC 31 20592532 18.06.2007 Periton m. Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S R R R S R R Tip III F
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

HC 32 9787300 11.06.2007 Beyin absesi Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A3
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi

HC 33 HC 825 2006 Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S S R R R R Tip IV M
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip I

HC 34 8595337 27.02.2007 BOS Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A26
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

HC 35 20523140 13.07.2007 Kateter Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A26
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 11T

HC 36 8443351 23.05.2007 Beyin absesi Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A3
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip I

HC 37 20657249 03.10.2007 DTA Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A4l
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

HC 38 21506293 22.10.2008 DTA Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A

Ameliyat Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 11

HC 39 2314774 17.11.2008 materyali Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | AS
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip I

HC 40 81148239 03.06.2008 BOS Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

HC 41 20558398 04.02.2008 Yara yeri Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S S R S R R varyanti | A20
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi

HC 42 81376425 29.08.2008 Piiy Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S S S S R R Tip IV P2
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi

HC 43 81095686 24.09.2008 Gobek bagt Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S S S S R R Tip IV K4
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi

HC 44 81369280 15.10.2008 Yanik yarasi Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S S R S R R Tip I A49
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi

HC 45 81300305 01.04.2008 BOS Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S S S S R R Tip IV 01
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi

HC 46 21534778 30.07.2008 Piiy Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S S S S R R Tip IV K
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izolat No Ornek No | Ureme Tarihi Ornek Tiirii | Merkez Organizma VA |SXT |GN | CIP CC |FOX |OX |SCCmec | PFGE
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi

HC 47 81269525 18.03.2009 Yara yeri Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S S S S R R Tip IV K
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 11T

HC 48 21462014 06.01.2009 Piiy Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A18
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 1T

HC 49 2136400 17.04.2009 BOS Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

HC 50 81269852 17.04.2009 Kan Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A35
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 11T

HC 51 36137462 01.06.2009 Piiy Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S S S S R R varyanti | G
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 1T

HC 52 81269608 22.05.2009 Kan Cocuk Hastanesi, Ankara Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A35
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

M 01 SA-57/6 2006 KAN Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A45
Marmara Universitesi T1p Fakiiltesi Tip 11T

M 02 SA-321/6 2006 KAN Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A34
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tip I

M 03 SA-67/6 2006 KAN Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A34
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

M 04 SA-231/6 2006 ABSE Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A32
Marmara Universitesi T1p Fakiiltesi Tip 11T

M 05 SA-534/6 2006 ABSE Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A32
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tip I

M 06 SA-440/6 2006 ABSE Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R S R R R varyanti | Al4
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

M 07 SA-74/6 2006 ABSE Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A39
Marmara Universitesi T1p Fakiiltesi Tip 111

M 08 SA-190/6 2006 ABSE Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | Al4
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tip I

M 09 SA-201/6 2006 YARA Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A25
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

M 10 SA-433/7 2007 KAN Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A25
Marmara Universitesi T1p Fakiiltesi Tip 111

M11 SA-116/7 2007 KAN Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | Al3
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tip I

M 12 SA-374/7 2007 YARA Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tip III

M 13 SA-536/7 2007 ABSE Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A25
Marmara Universitesi T1p Fakiiltesi Tip 111

M 14 SA-581/7 2007 ABSE Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyantt | A25
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi

M 15 SA-164/7 2007 YARA Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R Tip III Al9
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izolat No Ornek No | Ureme Tarihi Ornek Tiirii | Merkez Organizma VA |SXT |GN | CIP CC |FOX |OX |SCCmec | PFGE
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi

M 16 SA-298/7 2007 ABSE Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R Tip 11T Al9
Marmara Universitesi T1p Fakiiltesi

M 17 SA 713/7 2007 KAN Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S S S S R R TipIVE |L
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 1T

M 18 SA-197/8 2008 KAN Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A4
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

M 19 SA-82/8 2008 KAN Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A8
Marmara Universitesi T1p Fakiiltesi Tip 11T

M 20 SA-484/8 2008 YARA Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A2
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 1T

M?21 SA-4/8 2008 ABSE Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S S R R R R varyanti | A38
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

M 22 SA-149/8 2008 YARA Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A26
Marmara Universitesi T1p Fakiiltesi Tip 11T

M 23 SA-473/8 2008 KAN Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A23
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tip I

M 24 SA-356/8 2008 KAN Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | Al
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi

M 25 SA 150/8 2008 YARA Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S S S S R R Tip IV K
Marmara Universitesi T1p Fakiiltesi

M 26 SA 38/8 2008 KAN Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S S S R R R TipIVE |K2
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi

M 27 SA 313/8 2008 KAN Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S S S R R R TipIVE | K2
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

M 28 SA-146/9 2009 KAN Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | All
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tip 111

M 29 SA-364/9 2009 KAN Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | A12
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tip I

M 30 SA-67/9 2009 KAN Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R S R R varyanti | A23
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tip IIT

M 31 SA-195/9 2009 KAN Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S R R R R R varyanti | All
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi

M 32 SA 374/9 2009 YARA Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S S S S R R TipIVE |N
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi

M 33 SA 14/9 2009 KAN Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S S S S R R Tip IV K
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi

M 34 SA 308/9 2009 YARA Hastanesi, Istanbul Staphylococcus aureus | S S S S S R R Tip IV K
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5. TARTISMA

S. aureus’un antibiyotiklere karst direng oranlarinin ve ¢esitliliginin giderek artmasi,
MRSA ile ilgili epidemiyolojik caligmalarin 6nem kazanmasini saglamistir. MRSA
izolatlarinin bir hastanede, sehirde {lilkede veya wuluslar arasi diizeyde yayilimini
saptayabilmek ic¢in suslarin Ozelliklerinin bilinmesi gerekmektedir (80). Epidemiyolojik
amaclit MRSA calismalarinda, tiplendirme amaci ile kullanilan genotipik yontemler, MRSA
yayilimini hizli bir sekilde 6nlemek icin gerekli bilginin elde edilmesini saglamaktadir. Bu
amag icin bircok molekiiler yontem gelistirilmistir. Bu yontemlerin basinda 6zellikle salgin
analizi i¢in altin standart olarak kabul edilen makrorestriksiyon analizi ve uzun siireli genetik
iligkilerin incelenmesi i¢in kullanilan MLST, SCCmec tiplendirilmesi ve S.aureus Protein A
genine ait tekrarlayan bolgelerin tiplendirilmesi (spa tiplendirme) gelmektedir (81).

Bu tez calismasinda, farkli sehirlerde (izmir, Ankara, Istanbul) iiretilmis metisiline
direngli Staphylococcus aureus (MRSA) izolatlarinin, SCCmec tiplerinin ve pvl gen varliginin
multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PZT) ile saptanmasi, ayrica PFGE yontemi ile klonal
iliskilerinin arastirilmas1 amag¢lanmustir.

SCCmec tiplerinin belirlenmesi, klinik ortamda MRSA suslarinin yayilimini izlemek
ve SCCmec tiplerinin prevalansi ile ilgili bilgi edinmek i¢in kullanilan bir yontemdir (82).
SCCmec elemanin tiplendirilmesi, lilke genelindeki MRSA klonlarinin takibini saglamakla
birlikte SCCmec c¢esitliligi ile ilgili elde edilen verilerin genetik degisimi son derece iyi
gelismis SCC elemaninin, dogal floranin degisen insan ekolojik ortamina daha uygun olacak
sekilde gelisiminin nasil ve ne yonde ilerlediginin anlagilmasini miimkiin kilmaktadir (61).
Genellikle hastane kokenli MRSA (HK-MRSA) suslarin SCCmec tip 1, 11, 111, toplum kokenli
MRSA (TK-MRSA) suslarin ise SCCmec tip IV ile iligkili oldugu belirtilir (17). Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi'nin (“Center of Disease Control and Preventation”(CDC))
kriterlerine gére TK-MRSA, ayaktan tedavi goren veya 48 saat iginde hastaneye giris yapmis
hastalardan izole edilen MRSA suslar1 olarak tanimlanmaktadir. Ayrica bu hastalarin, son bir
yil i¢inde herhangi bir cerrahi miidahale gibi hastanede bulunmasini gerektirecek bir durum,
diyaliz veya huzurevine giris gibi hi¢bir tibbi ge¢misi olmamakla birlikte hasta kateter veya
deri yoluyla gegcen diger tibbi cihazlar gibi kalici aletlere sahip olmamalidir (6). Kiiltiir
alimindan once, 72 saatten fazla hastanede yatis, MRSA izolatin hastane kokenli oldugu

sOylemek i¢in gerekli asil kriterdir. Bunun yani sira, hastaneye yatistan 6nce bir yil i¢erisinde
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hastada, hastaneye yatis, cerrahi miidahale, bakimevinde veya huzurevinde uzun siireli
kalma, diyaliz veya kalic1 bir internal kateter ya da perkiitan cihazlarin varligi gibi risk
faktorlerinden herhangi birinin bulunmast MRSA izolatinin hastane kokenli olarak
tanimlamak i¢in kullanilan kriterlerdir (83).

Calismamiza alinan izolatlarda baskin tip olarak saptanan SCCmec Tip III, hastane
kokenli MRSA (HK-MRSA) izolatlarinda en sik tespit edilen kromozomal kaset
tiplerindendir. SCCmec Tip III elemani, mec geni yan sira tetrasiklin ve civa direncinden
sorumlu pT181 plazmidini, ermA geninin tagidigi MLS direncinden sorumlu Tn 554 ve
kadmiyum direncinden sorumlu WTn 554 transpozonlarini tagimaktadir. Bu direng genlerine
sahip izolatlar, siklikla antibiyotiklere karsi ¢oklu direng gostermektedir (6).

Ulkemizde MRSA suslarinin SCCmec tipinin saptanmasina yonelik yapilan galismalar
kisitl oldugundan SCCmec tipleri ile ilgili ¢ok fazla veri bulunmamaktadir. Kilig ve
arkadaslar1 2003-2006 yillar1 arasinda Ankara’da izole ettikleri MRSA izolatlarinin %82.1°
inin tip III SCCmec elemani tasidiklarini rapor etmislerdir (15).

Karahan ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismaya gore; Aralik 2003-Temmuz
2005 tarihleri arasinda izole edilen toplum kdkenli ve hastane kdkenli MRSA izolatlarinin
%83.9’1 (219/261) tip III olarak bildirilmistir. HK-MRSA suslar1 arasinda en sik goriilen tip
SCCmec tip III (%96.4) olarak saptanirken TK-MRSA suslarinin %50’sinin tip 1II SCCmec
elemant tagidigin1 saptamiglardir. Arastirmacilar, hastanelerin ¢esitli kliniklerinde yatan
hastalarin ¢esitli enfeksiyon bolgelerinden izole edilen izolatlar1 hastane kokenli olarak kabul
etmislerdir. Bu hastalarin, hastane enfeksiyon komitesi tarafindan hastane kokenli olarak
belirlendigi ve hastalarin tliimiiniin, hastaneye yatmadan Once saglikli bireyler olup,
enfeksiyonun kulucka déneminde olmadiklar1 saptanmistir. Hastanenin ¢esitli polikliniklerine
bagvuran ve hastaneye yatmadan ayakta tedavi goren hastalardan izole edilen MRSA
izolatlarin1 toplum kokenli olarak kabul etmislerdir. Bu hastalarin MRSA edinimine sebep
olan, onceden bilinen risk faktorlerini (intravenoz ilag kullanimi, diabetes mellitus, malignite
ve kronik deri hastali§i gibi altta yatan hastaligin olmasi, antibtik kullanimi) tasimadiklari
belirlenmistir. Ayrica hem hastalarin hem de yakin cevrelerinin higbirinin son alti ay
icerisinde hastaneye yatig veya antibiyotik kullanimi 6ykiisii olmamasinin da dikkate alindigi
belirtilmistir (17). Ancak ¢alisma sonuglarina gore, tip III’lerin hem TK hem de HK MRSA
izolatlarinda saptanmast TK ve HK MRSA ayirimmin kriterlere uygun olarak

degerlendirilemedigini gostermektedir. Diger bir ¢alismada ise Alp ve arkadaslar1 2005-2006
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yillar1 arasinda iilkemizdeki alt1 farkli cografik bolgeki sekiz iiniversite hastanesinden izole
ettikleri 54 MRSA izolatinin tiimiiniin SCCmec Tip III eleman1 tasidigini géstermislerdir (18).
Giilay ve arkadaslarinin Dokuz Eyliil Universitesi izolatlar ile yaptiklar1 bir ¢alismada, 2002-
2003 yillarinda DEU hastanesinde yatan hastalarin kan Kkiiltiirlerinden izole edilen dokuz
MRSA izolatinin daha dnce bildirilen Tip III A ve B’den farkli bir Tip III varyant1 tagidig
saptamistir (14). Bu arastiricilar, Tip III SCCmec’in tasidigi direng mekanizmalari ile konaga
secici bir avantaj saglamasinin, bu klonunun hastanedeki hakimiyetinin nedeni olabilecegini
belirtmiglerdir. Yapilan c¢alisma sonuglarina benzer olarak bizim c¢alisgmamizda da
kromozomal kaset tipleri (SCCmec) degerlendirildiginde, 207 MRSA susunun %86.5’ inin tip
III varyanti SCCmec elemani tagidigi bulunmustur. Bu eleman, multipleks PZT ile daha 6nce
belirtilen varyant ile ayn1 bantlar1 igermektedir. Ancak ¢alismamizda, Tip III varyantinin yani
sira Tip I, 11, IV ve IVE SCCmec tipleri de saptanmustir.

Son yillarda, hastane kokenli MRSA suslarinin yani sira, agir nekrotik enfeksiyonlar
yapan toplum kokenli MRSA’lar da insan sagligi i¢in tehdit olusturmaya baslamistir (84).
HK-MRSA izolatlarindan farkli olarak TK-MRSA izolatlari, tip IV, V SCCmec elemanlarini
tagimalar1 ile karakterize edilmektedirler. Az sayida direng genine sahip olmalar1 ¢ogu
antibiyotige duyarli olmalarin1 saglamaktadir. Ancak, SCCmec IV MRSA suslarinin genetik
elemaninin  kiigiik olmas1 ayni zamanda diger S. aureus suslara aktarilmasini da
kolaylastirmaktadir (15).

Calismamizda degerlendirilen MRSA suslarinin % 6.8°1 (14/207) SCCmec tip IV ve
%2.9’ u (6/207) SCCmec tip IVE olarak saptanmistir. PFGE analizi ile; SCCmec Tip IV/IVE
eleman1 tastyan izolatlarin SCCmec Tip III varyanti igeren izolatlardan farkli, spesifik
klonlara ait oldugu belirlenmistir. Ayrica Tip IV/IVE SCCmec elemani tasiyan izolatlarin
kendi aralarinda da genetik ¢esitlilik oldugu goriilmektedir. Bu izolatlardan sadece Dokuz
Eyliil Universitesi’nde izole edilenlerin hasta bilgilerine ve hastane dykiilerine ulasilabilmis,
diger merkezlerden izole edilen tip IV/ IVE kromozomal kaset tipi tagiyan izolatlarin toplum
kokenli veya hastane kokenli olup olmadiklari belirlenememistir. Hasta 6zgeg¢misleri
incelendiginde, Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi’nden izole edilen SCCmec Tip IV/IVE
MRSA izolatlarindan sadece iki izolatin toplum kokenli olabilecegi diisiiniilmiistiir. SCCmec
tip IV, toplum kokenli MRSA izolatlarinda saptanan kromozomal kaset tipi olmasina ragmen,
elde edilen veriler, SCCmec tip IV kaset tipinin hastane kdkenli MRSA izolatlarinda da tespit

edilebilecegini gdstermektedir.
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Uluslar arasi literatiirdeki diger ¢alismalara benzer sekilde, elde ettigimiz bulgular Tip
IV SCCmec elemanina sahip izolatlarin, HK-MRSA izolatlar1 arasinda artis gosterdigi
yoniindedir (11,12). Huang ve arkadaglarinin Tayvan’da 382 HK-MRSA ve 26 TK-MRSA
izolat1 ile yaptiklar1 ¢calismaya gore; 1999-2004 yillar1 arasinda izole edilen SCCmec Tip IV
HK-MRSA oranmin %3 ila %20 arasinda degisiklik gosterdigi saptanirken, 2005 yilinda bu
oranin %43’e yikseldigi tespit edilmistir. 2004 yilinin baslarinda HK-MRSA izolatlar
arasinda baskin tip olan SCCmec tip III oranmin, 2005 yilinda SCCmec tip IV’ln artis
gostermesi ile azaldigi ve tip IV orani ile ayni oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar, SCCmec
tip IV HK-MRSA izolatlarinin prevalansindaki artisin, bu izolatlarin biiylime hizlarindaki
farkliliklara ve bazilarinin SCCmec tip I1II HK-MRSA izolatlarindan daha hizh
cogalabilmelerine bagli olabilecegini 6ne siirmiiglerdir (12). Buna benzer olarak, Okuma ve
arkadaslar1 ise SCCmec tip IV tasiyan TK-MRSA izolatlarinin, HK-MRSA izolatlarina
kiyasla daha hizli replike oldugunu saptamiglardir. Ayrica, SCCmec tip Il veya III tasiyan
suglarla karsilagtirildiginda TK-MRSA’ nin gelismis ¢evresel uygunlugu olabilecegi kanisina
varmislardir (85).

Moon ve arkadaglari, 2003-2005 tarihleri arasinda MRSA bakteriyemi infeksiyonu
hastalarindan izole edilen 78 izolati incelemistir (86). Bu izolatlarin dokuzunun SCCmec tip
IVa elemanina sahip oldugunu saptamislardir. Ancak bu izolatlarin ikisinin toplum kokenli,
altisinin  hastane kokenli ve birinin de saglik hizmetleri kaynakli MRSA oldugunu
bulmuslardir. Aragtirmacilar elde ettikleri sonuglara goére, SCCmec tip IVa’'nin TK-MRSA
icin belirteg olmadigini ve SCCmec tip IVa MRSA’nin klonal olarak hastane ile toplum
arasinda yayildigimi ileri siirmektedirler. Stranden ve arkadaglari ise, 2000-2004 yillari
arasinda izole ettikleri 66 hastane kokenli ve 11 toplum kokenli MRSA izolati arasindan HK-
MRSA izolatlarmin % 43.9° unun, TK-MRSA izolatlarinin ise %36.4’tintin tip IV/IVa
SCCmec elemant tasidigini saptamiglardir. Bu ¢alisma, tip IV SCCmec elemaninin hem TK-
MRSA hem de HK-MRSA izolatlar1 tarafindan tasiabilecegini gostermekle birlikte bu
SCCmec elemanmin aslinda TK-MRSA i¢in kesin bir gosterge olmadigini gostermektedir
(11).

Nekrotizan enfeksiyonlara neden olan TK-MRSA lar PVL toksinini HK-MRSA
suslarina gore daha sik oranda tagimaktadir (84). pv/ geni 6zellikle MSSA infeksiyonlarinda
saptanmasina ragmen nadiren de olsa MRSA’larda da tespit edilebilmektedir (27). PVL

tireten MRSA izolatlari, 6zellikle ¢ocuklarda nekrotizan pnomoni ve S.aureus’ a bagl agir cilt
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ve yumusak doku infeksiyonlarina sebep olmaktadir. pv/ geninin virulans ile iliskili oldugu
anlasildiktan sonra, ciddi MRSA infeksiyonlarmin erken ve dogru bir sekilde tedavi
edilmesinde pv/ gen varliginin saptanmasi énem kazanmistir (15). pvl geni siklikla tip IV
SCCmec elemani tagstyan TK-MRSA izolatlarinda bulunmaktadir (87, 88). Tiirkiye’de MRSA
izolatlar1 arasinda pv/ gen tastyiciliginin goriilme sikligi disiiktiir (15). Bunun nedeni de, daha
once de belirtildigi gibi yapilan ¢alismalarda daha ¢ok HK-MRSA larin incelenmesi ve bunlar
arasinda tip III SCCmec elemani tastyan izolatlarin hakim olmasidir. Caligmamizda pvl gen
varlig1 oram1 % 2.4 olarak saptanmistir. Bunlarin tiimii SCCmec tip IV tasiyan izolatlardir.
Ancak, Tip IV/ IVE SCCmec elemani tasiyan MRSA izolatlarindan sadece % 25’1 pv/ geni
tasimaktadir. SCCmec tip IV disindaki SCCmec tiplerinin higbirinde pvl geni tespit
edilmemistir. PVL pozitif izolatlarin ii¢ii Ankara’dan, diger ikisi ise Izmir’den izole
edilmistir. Ankara’dan izole edilen PVL pozitif izolatlarin Cocuk Hastanesi’nden izole
edilmesi, pv/ geni tastyan MRSA suglarinin ¢ocuklarda yara ve invaziv infeksiyonlar gibi
ciddi infeksiyonlara sebep oldugu bilgisini dogrulamaktadir (1, 89). PFGE analizine gore
DEU Hastanesi’ndeki PVL pozitif izolatlar birbirleriyle identik bulunurken, Ankara’dan izole
edilen PVL pozitif izolatlardan birinin DEU izolatlar ile klonal oldugu saptanmistir. DEU
Hastanesi’nde saptanan PVL pozitif izolatlarin her ikisi de hastane kokenli MRSA izolatidir.
Bu iki izolat iki aylik bir siire igerisinde farkli servislerden izole edilmistir. Ancak Hacettepe
Universitesi'nden gonderilen izolatlarin hasta bilgilerine ulasilamadigindan PVL pozitif
izolatlarin toplum kokenli veya hastane kokenli olup olmadig: bilinmemektedir. PVL pozitif
izolatlarin hastanelerde yayilmaya baglamasi, ileri sathalarda salginlara sebep olmasi ile
birlikte daha ¢ok antibiyotik diren¢ geni kazanmalar1 bu izolatlarin daha viriilan hale gelme
olasihgm artirmaktadir. DEU izolatlarindan Tip IV SCCmec elemani tastyan ve dosya
bilgilerine gore toplum kokenli oldugu diisiiniilen DEU izolatlarimin higbirinde pvI gen
varliginin tespit edilmemesi de dikkat ¢ekicidir. Bu durum pv/ gen varliginin, toplum koékenli
MRSA i¢in 1yi bir belirte¢ olmadigini gostermektedir.

Ulkemizde yapilan galismalar incelendiginde, HK-MRSA lar arasinda pv/ gen varligt
nadir olarak bildirilmistir (17, 84, 90). Giilay ve arkadaslar1 kan, yara ve solunum
orneklerinden izole edilen 79 MSSA izolatinin %7.6’sinin pv/ geni pozitif bulurken, 75
MRSA izolatinin higbirinde pv/ genini saptamamiglardir (90). Kirdar ve arkadaslarinin

yapmis oldugu c¢alismada, 2006-2009 yillar1 arasinda Selguk Universitesi Meram Tip
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Fakiiltesi Hastanesi’nde yatan hastalardan izole edilen 37 MRSA izolattinin higbirinde pv/
geni tespit edilmemistir (84).

Karahan ve arkadaslar1 ise Aralik 2003-Temmuz 2005 tarihleri arasinda izole edilen
70 TK-MRSA izolatindan 7’sinin PVL pozitif oldugunu bunlarin ikisinin tip IV, birinin tip I,
birinin tip V ve t¢iiniin tip III SCCmec elemant tasidigini bildirmistir. Bizim ¢alismamizdan
farkli olarak, 230 HK-MRSA izolatlarda SCCmec tip IIl elemani tasiyan bir izolat PVL
pozitif olarak saptanmustir. Arastirmacilar yapilan ¢alismada SCCmec tip III eleman tasiyan
PVL pozitif TK-MRSA izolatlarinin ortaya ¢ikmasimin sebebi olarak, bu suslarin tip III
SCCmec elemani tasiyan HK-MRSA izolatlarinin makrolidlere ve tetrasiklinlere karsi direnci
saglayan determinantlarin kaybolmasindan ileri gelebilecegini, ayrica bu suslarin pv/ geni ve
SCCmec determinantlarinin TK-MSSA suglar1 tarafindan kazanilmasi ile gelisebilecegini
diisiinmiislerdir (17). Wannet ve arkadaslarinin Hollanda’da yapmis olduklar bir ¢alismada
1987-1995 yillarinda izole edilmis 216 MRSA izolatinin sadece ikisinde, 2000 yilinda izole
edilmis 99 MRSA izolatinin besinde ve 2002 yilinda izole edilmis 98 MRSA izolatinin
15’inde pvl geni saptanmistir. PVL pozitif olarak belirlenen 22 izolatin 18’inin tip IV
SCCmec tasidigi, geriye kalan izolatlarin ise SCCmec tip 1 ve tip III eleman1 tasidig: tespit
edilmistir (91). Arastirmacilar SCCmec tip III ve SCCmec tip I’in hastane kokenli suslar
temsil etmeleri nedeniyle HK MRSA suslarinin da pvl geni bulundurabilecegini
savunmuglardir. Calismamizda ise HK MRSA suslarini temsil eden SCCmec tiplerini tagiyan
hicbir izolatta PVL pozitifligi saptanmamistir. Ancak, calismamizda PVL pozitif olarak
saptanan izolatlardan SCCmec tip IV elemani tagtyanlarin bazilarinin hastane kokenli olmalari
ayrica dikkat ¢ekici bulunmustur.

Bu ¢alismada incelenen MRSA izolatlarinda PVL prevalans: yiiksek olmasa da, bu
toksini tasiyan suslarin ek direng ve viriilans faktorlerini kazanmadan Once hastane
ortamlarinda yayilimini 6nlemek amaciyla, hastane kaynakli MRSA suslarinda pv/ varliginin
stirekli aragtirilmasi gerekmektedir (84).

Yine bu calismada elde ettigimiz sonuglardan farkli olarak, Vidal ve arkadaslar1 kan
kiiltiirlerinden soyutulan tip IV SCCmec elemani tagtyan 29 MRSA izolatinin higbirinde pvi
gen varlig1 saptamamislardir. Bunun sebebi olarak, ¢alismaya alinan SCCmec tip IV MRSA
klonlarinin toplum kdékenli olmasi, bu klonlarin karakteristik (virulans faktorlerinin eksikligi
gibi) ozelliklerinin olmasi ve bu klonlarin kritik hastalara adapte olmus hastane patojenleri

olmasi One siiriilmiistiir. Arastirmacilar, ¢alismanin yapildig1 enstitiide SCCmec tip IV
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MRSA’nin ¢apraz bulas yolu ile aktarilan bir patojen oldugunu belirterek, (¢alisma izolatlar
icin) SCCmec tip IV MRSA suslarinin toplumdan kazanilmadigimi ve ¢alismalar1 ig¢in
PVL’nin hastanedeki SCCmec tip IV MRSA i¢in iyi bir gosterge olmadigini vurgulamislardir.
Bu calismaya gore Vidal ve arkadaslari, klonlarin toplumdan hastaneye basarili bir sekilde
gecis yapmasini yeni bir gelisme olarak gormektedirler. SCCmec tip IV MRSA suslarinin,
coklu direng gdsteren MRSA suslarina gore, replikasyonun hizli olmasi, altta yatan hastaligi
agir olmayan hastalarda etkili olmas1 gibi kolay yayilima iliskin bazi avantajlar1 oldugunu
diisiinmektedirler (92).

Udo ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 bir ¢alismada ise Ocak 2005-Temmuz 2005
tarihleri arasinda izole ettikleri 53 MRSA izolatinin 46’s1 SCCmec tip III olarak bulunurken
geriye kalan yedi izolat ise SCCmec tip IV olarak saptanmistir. Calisma sonuglarimiza benzer
olarak tip III SCCmec elemani tasiyan izolatlarin hicbirinde pv/ gen varligi saptanmamugtir.
SCCmec tip IV tastyan MRSA izolatlarindan sadece besinde pv/ geni bulmuslardir. Geriye
kalan iki izolatta pvl gen varliginin saptanmamasi, SCCmec tip IV ile PVL arasindaki
baglantinin sorgulanmasinin gerekli oldugunu gostermektedir (93).

TK-MRSA'’larin, vakalarin ¢cogunda siklikla deri ve yumusak doku enfeksiyonlarindan
sorumlu oldugu ve SCCmec tip IV veya V tasimakla birlikte pv/ genine sahip olduklari
bilinmektedir. Liu ve arkadaslari, 14 sehirdeki 18 hastaneden topladiklar1 702 MRSA
izolatinin SCCmec tiplerini, spa tiplerini, pv/ gen varligint ve PFGE profillerini
arastirmislardir. Bu izolatlarin 102°sine MLST calismistir. pv/ gen varligi oram1 %2.3 olarak
saptanmistir. pv/ geni tasiyan izolatlarin, SCCmec tip IVa disinda, SCCmec tip II ve III
elemani tasidigi bildirilmistir. Hastalarin tibbi kayitlar1 incelendiginde, iki izolatin TK-MRSA
oldugu saptanmistir (94). Calismamizda elde ettigimiz verilere benzer olarak, arastirmacilar
TK-MRSA izolatlarinin her ikisinin de SCCmec tip IVa tasidigini, ancak bu izolatlarda pvi
gen varliginin tespit edilmedigini gdstermiglerdir. Buna gore TK-MRSA suglarinin hastanede
yayilabildigi ve hastane enfeksiyonuna sebep olabildigi kaydedilmistir. Ancak bu ¢alismanin
sadece Cin’deki 18 hastaneyi icererek yapilmis olmast nedeniyle, bu goriisiin
genellenemeyecegini vurgulamiglardir (94).

Bir klon, belirli bir serviste, hastanede, sehirde, ililkede ve hatta diinyada varligini
stirdiirebilmek i¢in gerekli virtilans ve direng faktorlerini elde etmeyi basardigi zaman yaygin
hale gelebilmektedir. Bu nedenle MRSA izolatlarinin yayilimimin epidemiyolojik yontemlerle

izlenmesi 6nemlidir (84). Epidemiyolojik ¢alismalarda, izolatlarin genetik ve epidemiyolojik
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iliskilerini belirlemek amaciyla; salgin, hastane enfeksiyonlar1 gibi kisa siireli olaylarda
PFGE yontemi tercih edilirken (6, 95), bu yontemlerle saptanan her genotipten secilen
temsilci izolatlarin evrimsel iligkilerinin incelenmesi i¢in de spa tiplendirme, MLST/SCCmec
tiplendirme yontemleri 6nerilmektedir (95). MLST/SCCmec tiplendirmesi MRSA klonlarinin
tanimlanmasinda referans yontem olarak kabul edilmektedir (15, 95). MRSA klonlarinin
uluslar arasi siniflandirilmasinda, MLST ve SCCmec tiplerinin kullanilmasi, Uluslar arasi
Mikrobiyoloji Dernekleri Birligi’nin (“International Union of Microbiological Societies”) S.
aureus tiplendirilmesi ilizerinde ¢alisan alt komitesi tarafindan kabul edilmistir (95).

PFGE yonteminin, S. aureus’un epidemiyolojini belirlemek amaciyla yapilan kisa
siireli veya bolgesel calismalarda, izolatlarin birbirleri olan iliskilerini belirlemek ve
hastanelerdeki yayilimi arastirmak icin en sik kullanilan yontem oldugu bilinmektedir (15, 84,
95, 96). Hastalarin hastaneden hastaneye naklinin artmasi, ¢oklu dirence sahip MRSA
suslarinin hastaneler arasinda yayiliminin artmasina da sebep olmaktadir. Hastanelerdeki
endemik MRSA izolatlarinin DNA parmak izlerinin belirlenmesi ile hem hastane i¢i hem de
hastaneler arasindaki MRSA yayilimi izlenebilmektedir (96).

Calismamizda, MRSA izolatlar1 arasindaki genetik iliski PFGE yontemi kullanilarak
arastirilmistir. Calismaya alinan MRSA izolatlarinin PFGE paternlerine gore 13 farkli klon
(Tip A, B,C, D, E, F, G, K, L, M, N, O, P) ayirt edilmistir. Tim MRSA susglarinin % 87.4’
tinlin A klonuna ait oldugu belirlenirken, tip IV/IVE SCCmec eleman:i tasiyan izolatlarin
hi¢birinin bu klona ait olmadig1 saptanmistir. Tip IV/IVE SCCmec elemani tagtyan izolatlarin,
pulsotip K, L, M, N, O ve P’ ye ait oldugu belirlenmistir. Elde edilen pulsotiplerden A, K, O
ve P’nin alttipleri oldugu belirlenmistir. Alttiplerin olugmasina, restriksiyon bdlgelerinin
kaybedilmesi veya kazanilmasi ve DNA’da olusan ekleme / ¢ikarma olaylar1 sonucunda Smal
makrorestriksiyon paternlerinde meydana gelen degisikliklerin neden oldugu bilinmektedir
(96).

Calismaya dahil edilen merkezler ve merkezlerin bulundugu sehirlerdeki izolatlarin
klonal iliskileri degerlendirildiginde; Istanbul’daki hastanelerden gelen izolatlar arasinda
pulsotip A’nin yaygin oldugu ve alttiplerden bazilarinin her iki merkezde de mevcut oldugu
saptanmistir. Bu merkezlerde saptanan tip IV/IVE SCCmec tiplerinin ait oldugu pulsotipler
arasinda yakilk goriilmemistir. Ancak Marmara Universitesi Hastanesi’nden izole edilen
SCCmec tip IV MRSA izolatlarinin, Hacettepe Universitesi Cocuk Hastanesi’nden ve Dokuz
Eyliil Universitesi Hastanesi’nden izole edilen SCCmec tip IV MRSA izolatlar1 ile ayni klona
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ait oldugu belirlenmistir. Ayrica Istanbul Universitesi Hastanesi’nden izole edilen SCCmec
tip IV MRSA izolat1 ile Hacettepe Universitesi Cocuk Hastanesi’nden izole edilen pv/ pozitif
SCCmec tip IV MRSA izolatinin yakin iligkili oldugu saptanmistir. Ayni klonlarin veya yakin
iligkili klonlarin farkli sehirlerdeki merkezlerde goriilmesi, hastaneler ve sehirler arasinda
meydana gelen gegcisi gdstermektedir. Istanbul Universitesi Hastanesi’nde goriilen pulsotip A
alttiplerinin higbirine Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi’nde rastlanmamistir. Ankara’da
saptanan pulsotiplerin ¢ogu diger sehirlerde goriilmemistir. Izmir’de SCCmec tip III varyanti
MRSA izolatlarinin iiyesi oldugu B, C ve D pulsotipleri de calismaya dahil edilen diger
sehirlerde saptanmamistir. Farkli sehirlerde farkli klonlarin bulunmasi, klonal gesitliligi ve
klonal yayilimdaki kontrolii yansitmaktadir. Ancak, ¢alismaya dahil edilen sehirlerde MRSA
izolatlarinin biiyiilk c¢ogunluguna A klonunun hakim olmasi hastanelerin infeksiyon
kontroliinde alinmasi1 gereken dnlemlere dikkat cekmektedir.

Norazah ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir calismada, iki merkezden toplanan 56 MRSA
susu PFGE analizi ile molekiiler olarak tiplendirilmistir. Merkezlerin birinden toplanan
suslarin diger merkezinkilere gére daha heterojen klonaliteye sahip oldugu tespit edilmistir,
Bu calismada, calismamizda da gozlemledigimiz gibi, ayn1 pulsotiplerin farkli merkezlerde
goriilebilecegi saptanmustir (96).

Calismamizda elde etti§imiz verilere gore, Hacettepe Universitesi Hastanesi’nden
gonderilen izolatlarin diger merkezlere gore daha heterojen klonaliteye sahip oldugu
belirlenmistir. Baskin tip olarak belirlenen pulsotip A’nin yani sira diger pulsotiplerin bazilar
da farkli merkezlerde ortak patern olarak gozlemlenmistir. Caligmaya dahil edilen
hastanelerde ayn1 PFGE patenlerinin saptanmasi, belirli MRSA klonlarinin farkli cografik
bolgelere yayilabilme yetenegine sahip oldugunu gostermektedir (95). Bazi MRSA
klonlarmin yayilimi sadece tek bir iilke, sehir veya hastane ile sinirhi iken, belirli MRSA
klonlariin mesafelere ragmen yayiliminin ger¢eklesmesini anlamak i¢in epidemik klonlarin
cografik yayilimimi gostermek onemli oldugu bilinmektedir (95). Yayilimi iilke, sehir veya
hastane ile smirli olan suslarin virulans ozelliklerinin saptanmasi, bu suslarin hastane
cevresindeki yayillimini devam ettirmesinin nedenini daha iyi anlamak ac¢isindan Onem
tagimaktadir (95).

Giilay ve arkadaslariin yapmis olduklar1 ¢alismada yer alan Dokuz Eyliil Universitesi
Hastanesi’ne ait MRSA izolatlar1 arasinda hakim olarak saptanan tek klonal tipin ST239-
MRSA-III (Brezilya) klonunun {iyesi oldugu bildirilmistir. Calismada yer alan suslar tam
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olarak Tirkiye’deki izolatlar1 temsil etmemekle birlikte ¢alismaya dahil edilen MRSA
izolatlarinin, makrorestriksiyon paternlerine, RS-PZT ve SCCmec tiplerine gore EMRSA 1,
15 and 16 suslarindan farkli oldugu bulunmustur. Hakim MRSA klonunun MLST sekans
tipinin ST239 oldugu, spa tipinin ise t030 olugu sonucuna varilmistir (6).

Ulkemizde yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada, alti cografik bolgeden elde edilmis
olan MRSA izolatlarinin klonal iligskisi PFGE, spa tiplendirme ve MLST ile arastirilmistir Bu
calismada 54 MRSA izolatinin 53’1 yakin iligkili bulunmus ve hakim olan klonun spa tipi
t030 olarak belirlenmistir. Sik gézlenen PFGE paternlerinden yapilan MLST incelemesinde,
tiim paternler ST239 olarak saptanmistir (18).

Onbir Avrupa iilkesine ait hastane kokenli MRSA izolatlarinin molekiiler
epidemiyolojisinin arastirildigi ¢aligmada en sik spa t051 ve ST247 klonu belirlenmistir (96).
Ulkemizde saptanan spa t030 ve ST239 ise bu ¢alismada daha az gézlenmistir. Bu durumun
nedeni olarak bolgesel Ozellikler ve hastane infeksiyonlarmma karsi alinan onlemlerdeki
farkliliklar olabilecegi diisiintilmiistiir (97).

Yine ililkemizde yapilan bir ¢aligmada Karahan ve arkadaslari, Aralik 2003-Temmuz
2005 tarihleri arasinda izole edilen 70 TK-MRSA izolatindan 7’sinin PVL pozitif oldugunu
ve bu izolatlarin farkli klonal kokenlere sahip olduklarini saptamislardir. PFGE paternlerinden
birinin calismamizda elde ettigimiz SCCmec tip IVE elemani tasiyan Dokuz Eyliil
Universitesi Hastanesi’nden izole edilen izolatin PFGE paterni ile ayn1 oldugu ve PVL pozitif
SCCmec tip IV eleman: tastyan Hacettepe Universitesi Hastanesi’nden génderilen izolat ile
yakin iligkili oldugu goriilmiistiir. Arastirmacilar hastane ortamindaki gili¢lii antibiyotik
baskisinin diren¢ genlerinin kazanilmasimma buna bagli olarak artan daha agir ve inatci
infeksiyonlar nedeniyle PVL pozitif suslarin hastanelerde yayiliminin endise verici bir durum
oldugunu belirtmislerdir (17).

Onyedi iilkeye ait toplumda kazanilmigs PVL pozitif MRSA izolatlarinin klonal
incelemesinde, spa tip t044, ST80 ve SCCmec Tip IV en sik saptanan genetik belirtecler
olmustur (97). Asya, Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri klonu olan ST1, Avrupa ve
Amerika Birlesik Devletleri klonu olan ST8, Avrupa, Avustralya ve Giliney Amerika klonu
olan ST30, Amerika Birlesik Devletleri ve Asya klonu olan ST59, Orta Dogu iilkeleri, Asya
ve Avrupa klonu olan ST80 kitalar aras1 yayiliminin gergeklestigi bildirilmektedir (6).

Danimarka’da yapilan bir ¢alismada, toplumda kazanilmis MRSA izolatlarinin

¢ogunlugunun bir klona ait oldugu gézlenmis ve hakim klonun spa tipinin t070 (UJGBBPB),
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SCCmec tipinin Tip IV ve sekans tipinin de ST 80 oldugu belirlenmistir. Hastane kokenli
MRSA izolatlarinda ise sekiz farkli PFGE paterni saptanmis ve klonlardaki bu cesitlilik
hastane infeksiyonlarinin kontroliindeki basariya baglanmistir (99).

Calisma genelinde, yaygin olarak tek bir MRSA klonunun gosterilmis olmasi hastane
infeksiyonlarinin yayiliminda alinmasi gereken onlemlere dikkat ¢ekmektedir. MRSA ile
gelisen hastane infeksiyonlarinin yayiliminin arastirilmasinda ve klonal iliskiyi belirlemede
molekiiler yontemler 6nem tasimaktadir. Endemik MRSA klonlarimin tiplendirilmesi ile elde
edilen veriler, hastanelerdeki enfeksiyon kontrol gruplarinin MRSA epidemiyolojini daha iyi
anlamasina yardimci olmakla birlikte hastane infeksiyonlarinin énlenmesinde de yol gosterici
olacag diisiiniilmektedir (6, 84, 96).

Elde edilen wverilerin yami sira, calismamizin bazi kisithliklart bulunmaktadir.
Oncelikle yapilan ¢aligma alman izolatlar yillar icerisinde farkli hastanelerden
gonderildiginden, diger hastanelerdeki hastalarin tibbi kayitlarina ulagmakta zorluk
yasanmistir. Elde edilen verilerin bazilari, izolatlar1 TK-MRSA olarak siniflandirmak
acisindan yeterli bilgi saglayamamistir. Ayrica izolatlarin epidemiyolojik iligkilerini
belirlemek amaciyla kullanilan PFGE yontemi, filogenetik iliskiler hakkinda bilgi
vermediginden dort yillik periyodu yansitan caligma izolatlarinin evrimsel iliskileri
incelenememistir. Bunun yani sira yaygin olarak saptadigimiz pulsotip A ve alttiplerinin
tilkemizin diger bolgelerindeki yaygin diger suslarla karsilastirilmasi, tilkemizde PFGE ile

saptanan paternleri igceren bir arsiv bulunmadigi i¢in yapilamamistir.
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6.SONUC VE ONERILER

2006-2009 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hastanesi’nde, Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakiiltesi Hastanesi’nde ve Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesin’de izole edilen
MRSA izolatlarinin % 86.5’nin tip III varyantt SCCmec elemant, %9.4’ iiniin de tip IV/IVE
SCCmec elemani tasidigr saptanmistir. Calismaya dahil edilen izolatlarin % 2.4 pvi pozitif
bulunmus ve pv/ geninin sadece SCCmec tip IV/IVE MRSA izolatlarinda bulundugu
belirlenmistir. Caligmaya aliman MRSA izolatlarinin PFGE paternlerine gore 13 farkli klon
ayirt edildi. Tim MRSA suslarinin % 87.4 iiniin A klonuna ait oldugu belirlenirken, tip
IV/IVE SCCmec elemani tastyan suslarin higbirinin bu klona ait olmadigi ve K, L, M, N, O,P
pulsotiplerinde yer aldig1 saptanmaistir.

Elde edilen sonuclar ve literatiirdeki bulgular, MRSA’nin hastanelerdeki
epidemiyolojisinin hizla degismekle birlikte SCCmec tip IV tastyan MRSA suslarinin belki de
yakin zamanda en yaygin tip haline gelebilecegini gostermektedir. Bu yeni SCCmec tip IV
klonunun, genis capli prospektif bir ¢alisma ile degerlendirilmesi gerekmektedir. Ayrica
tilkemizdeki MRSA klonlarinin ve dagilimlarinin epidemiyolojinin belirlenmesi ve yine
tilkemizdeki MRSA suslarinda pv/ gen varliginin SCCmec tipleri ile iliskisinin saptanabilmesi
icin her bolgeden birden fazla merkezi kapsayan ulusal ¢apli ¢alismalara ihtiyag vardir.

Bunun yani sira, ¢alismamizda kullandigimiz salgin analizlerinde altin standart metod
olarak kullanilan PFGE analizi verilerine ek olarak evrimsel iliskinin belirlenmesi agisindan
MLST ve spa sekanslama yontemlerinin kullanimi, calismaya daha genis bir yelpazeden

bakma imkani taniyabilecektir.
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