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1. GIRIS

Yirmi birinci ylizyilda tip biliminin elde ettigi en 6nemli kazanimlardan biri; insanin
ortalama yasam siiresinde belirgin artis olmasidir. Global olarak bakildiginda, 1955
yilinda ortalama yasam siiresi 48 iken 1997 yilinda 66 yasa kadar uzamistir. Bu da
yarim yiizyildan az bir siirede %38 artisa denk diigmektedir.

Yasam siiresindeki bu artisin pek cok sebebi vardir, ancak major sebeplerden
biri enfeksiyon hastaliklarina bagli morbidite ve mortalitenin azalmasidir.
Enfeksiyon hastaliklarinin azalmasi1 multifaktoriyel olmasina ragmen, {i¢ ana faktor
dikkat ¢ekmektedir. Birinci faktor; artmis sanitasyon ve hijyenik kosullar, ikinci
faktor; etkili asilarin gelistirilmesi, ticlincli faktor ise; 1930 ve 1940’hh yillardan

baslayarak giivenli ve etkili antimikrobiyal ajanlarin kesfi ve tiretimidir.

Diinya Saghk Orgiitii istatistiklerine gore, 1997 yilinda diinyada her iic
6limden biri enfeksiyoz ya da paraziter sebeplerle olusmustur. Bu sonug ¢arpici
olmasina ragmen, aslinda enfeksiyon hastaliklarina bagli 6lim oranlarmi gercek

degerlerinden az gostermektedir (Ostroff ve Leduc, 2000).

Stafilokoklar; antibiyotiklerin daha kesfedilmedigi donemlerde ¢ok agir
seyreden, tedavisi zor, Oliimciil enfeksiyonlara neden olmaktaydi. Giinlimiizde de
nozokomiyal patojenler i¢inde 6neminin giderek artmasi, epidemilere yol agabilmesi
ve coklu antibiyotik direncine bagli olarak tedavi seceneklerinin kisitlanmasi

nedeniyle diinya tip giindeminin baglarinda yer almaktadir (Ostroff ve Leduc, 2000).

1.1. Tarihge

Stafilokoklar; 100 yildan fazla bir zamandir enfeksiyon etkenleri arasinda en ¢ok
dikkati ¢eken bakteriler olarak tip diinyasinin glindeminde yer almaktadir.

Stafilokoklar, ilk olarak 1878’de Robert Koch tarafindan tanimlanmistir. Sir



Alexander Ogston tarafindan 1880’de iiziim salkimina benzetilmis ve diizensiz
kiimeler olusturmalar1 nedeniyle stafilokok olarak isimlendirilmistir. Ardindan,
1884’te Rosenbach hasta orneklerinden bu mikroorganizmalari ilk kez izole etmistir

(Waldvogel, 1995; Sheagren ve Schaberg; 1998; Bilgehan, 1996; Cengiz, 2004).

Penisilinin; 1928°de Alexander Fleming tarafindan bulmasi ve 1940°da Florey
ve Chain tarafindan iiretiminin basarilmasi ile stafilokoklarin olusturdugu
enfeksiyonlarin tedavisinde basari kaydedilmistir. Penisilinaz tiretimi ilk olarak
1940’da Abraham Chain tarafindan Escherichia coli bakterisinde bildirilmistir.
Staphylococcus aureus suslarinda ise penisilin direncini 1944°de Kirby tanimlamistir
(Shopsin ve Kreiswirth, 2001).

Ik semi sentetik penisilinaza direngli antimikrobiyal olan metisilin 1959°da
klinik kullanima girmistir. Metisiline direncli ilk S.aureus (MRSA) izolatlar1 iki y1l
sonra Ingiltere’den bildirilmistir. Bu direng 1960’11 yillarda Avrupa’da ve 1970’li
yillarda ABD’nde énemli bir sorun haline gelmistir. Ozellikle 1980°li yillarda MRSA
suslar1 hastane kaynakli salgin etkeni olarak bildirilirken; kinolonlar, klindamisin,
makrolidler,  kloramfenikol, tetrasiklinler,  aminoglikozidler, trimetoprim
sulfametoksazol ve rifampisin gibi antibiyotiklere karsi c¢oklu direng ile sik
karsilagilmistir (Griineberg, 1997; Sardan, 2000).

1.2. Siniflandirma

Stafilokoklar, Micrococcacae ailesi i¢inde yer almaktadir. Staphylococcus genusu
icinde su ana kadar 33 tiir saptanmis olup 17 tanesi insan klinik Orneklerinde
soyutlanmigtir (Koneman ve ark., 1997). Stafilokok tiirleri DNA/DNA iliskileri ve
fenotipik ozelliklerine gore en az dort grup altinda toplanabilirler (Waldvogel, 2000;
Bilgehan, 2000) (Tablol.1).



Tablol.1.Stafilokoklarin DNA/DNA iliskileri ve fenotipik 6zelliklerine gore siniflandirilmasi
(Waldvogel, 2000; Bilgehan, 2000)

S.epidermidis S. saprophyticus | S.simulans S. sciure Herhangi bir gruba dahil
grubunda grubunda grubunda grubunda olmayanlar

S. epidermidis S. saprophyticus S. simulans S. sciure S. aureus

S. capitis S. cohnii S. carnosus S. lentus S. auricularis

S. warneri S. xylosus S. intermedius

S. haemolyticus S. hyicus

S. hominis S. caseolyticus

S. saccharolyticus

Stafilokoklar arasinda patojenitesi en yiiksek tiir Staphylococcus aureus’dur.
S.aureus disinda cesitli koagiilaz tiretmeyen stafilokoklar da (S.epidermidis ve
S.saprophyticus) insanlarda ¢esitli enfeksiyonlara sebep olmaktadir (Koneman ve
ark.,, 1997; Janda ve ark. 1994). Firsatg1 enfeksiyonlardan nadir olarak
S.haemolytkus, S.hominis, S.warneri, S.saccharolyticus, S.cohii, S.simulans,
S.capitis, S.sciuri, S.lugdunensis, S.caprae sorumludur (Koneman ve ark., 1997

Kawamura ve ark., 1998).

1.3. Morfolojik Ozellikleri

Stafilokoklar; gram pozitif kok goriiniimiindedir. Ayrica; 0,5-1,5um ¢apinda,
yuvarlak, hareketsiz, sporsuz, kati besiyerine birbirine bakan iki dik yiizeyde
boliinerek iirerler. Ug veya dort hiicreden olusan kisa zincirler yapabilirler ve
diizensiz iiziim salkimi (Staphylo: Uziim salkimi, Coccus: Tanesi) benzeri sekiller
olustururlar (Waldvogel, 2000; Cengiz, 1999) (Sekill.1).

Sekil 1.1 Stafilokok gram goriintiisii

(http://student.ccbcmd.edu/courses/bio141/labmanua/lab15/gpstaph.html den uyarlanmustir, 24/05/2011)



http://student.ccbcmd.edu/courses/bio141/labmanua/lab15/gpstaph.html

1.4. Yapisal Ozellikler

Stafilokoklarin genomu yaklasik 2800 baz ¢iftli sirkiiler bir kromozom ile profajlar,
plazmidler ve transpozonlardan olusur. Bakterinin virulansindan ve direncinden
sorumlu olan genler S.aureus kokenlerine, diger stafilokok tiirlerine ve farkli cins

gram pozitif bakterilere en sik aktarilma yolu transdiiksiyondur (Tiinger, 2004).

Stafilokoklarin hiicre duvarinin en dig tabakasi polisakkarit bir kapsiil ile
ortiilebilmektedir. Kapsiil, bakteriyi fagositozdan korur. Genetik faktorler ve iireme
ortamlarina bagli olarak, ¢cogu stafilokoklar tarafindan monosakkarit, protein ve
kiiglik peptidlerin olusturdugu, suda ¢oziinebilir, gevsek bagli ince bir tabaka (slime
tabakasi) tiretilir (Muray ve ark., 2005).

Peptidoglikan tabaka; stafilokoklarin hiicre duvar kuru agirliginin yarisini
olusturur. Peptidoglikan tabaka; B-1,4 glikozid baglar1 ile birbirine baglanan N-
asetilglukozamin (NAG) ve N-asetilmuramik asit (NAMA) alt gruplarindan meydana
gelir. NAMA; D ve L aminoasitlerinden olusmus pentapeptid zincirleri bulundurur.
NAMA’de baglanan pentapeptid yapist sirasiyla; L-alanin, D-glutamik asit, L-lizin,
D-alanin, D-alanin seklindedir. Pentapeptid yan zincirleri, pentaglisin kopriileri ile
bir zincirde D-alanin ile diger zincirdeki L-lizin arasinda olacak sekilde birbirlerine
capraz baglanir. S.aureus’da capraz baglanti orani yiiksektir ve bu 6zellik bakterinin

lizozim enzimine kars1 direngli olmasimi saglar (Unal, 2004; Lodise ve ark., 2005).

Sekil 1.2 Peptidoglikan zincirler ve aralarindaki ¢apraz baglar.

(http://content.answers.com/main/content/ den uyarlanmistir, 31/01/2010).



http://content.answers.com/main/content/

Hiicre duvarinin sentezi ¢oklu enzimatik adimlardan olusan bir siirectir. Ozetle,
disakkarit peptidler seklindeki prekiirsorler plazma membranindan transport edilir ve
ilk duvar sentezine katilmasi saglanir. Son basamakta, olusan peptid zinciri heniiz
capraz baglanmamis peptid ve Onceden hazirlanmis peptidoglikan arasinda peptid
bag1 olusturur. Bu baglanma transpeptidaz enzimleri tarafindan gerceklestirilir. Bu
transpeptidasyon olay1 ii¢ boyutlu bir ag olusumuna sebep olur ve hiicre duvarina

tam bir saglamlik kazandirir (Cottagnoud, 2002).

Transpeptidaz ve karboksipeptidazlar gibi hiicre duvari sentezinin son
basamagma katilan biitlin enzimler plazma membranina sikica baglanmis
durumdadirlar. Bu enzimler ayrica [-laktam antibiyotiklere kovalent olarak
baglandig1 ve yine bu antibiyotikler tarafindan inaktive edildikleri i¢in penisilin
baglayan proteinler olarak da isimlendirilirler (Pereira ve ark., 2007). Kisaca PBP’ler
hiicre duvarinda bulunan, transpeptidaz, karboksipeptidaz ve endopeptidaz gibi
enzimlerdir. Bu enzimler bakterinin biiylime ve boliinmesi sirasinda hiicre duvarinin
bir araya gelmesi ve sekil almasindan sorumludurlar. Bakterileriler yapilari birbirine
benzer dort ayr1 6zellikte PBP yaparlar (Cengiz, 2004). Penisilinler baglandiklari
PBP’lere gore bakterilerde farkli etki gosterir. S.aureus’larda hiicre duvari sentezinde
normalde PBP 1, 2 ve 3 gorev alir. Bunlara ek olarak MRSA’lar farkli bir PBP olan
PBP2a’ya sahiptirler. PBP’lerin inaktivasyonu bakterinin Oliimiine yol agarken
PBP’nin B-laktam antibiyotiklere olan afinitesindeki azalma ise dirence neden olur
(Martin ve ark., 2007; Livermore, 2000).

Hiicre duvarini olusuran bir diger onemli yap1 da; peptidoglikan tabakaya
kovalan olarak bagli olan teikoik asittir. Teikoik asit; gliserol fosfat polimeridir ve
bir kism1 da sitoplazma membranindaki glikolipidere baglanir. Bu yap: lipoteikoik
asit olarak adlandirilir. Ayrica teikoik asit; stafilokoklarin konaga aderensini saglar
(Langevelde, 1998).

Viriilansda 6nemli bir yap1 olan proteinA da S.aureus un yiizey proteinlerinden
biridir. ProteinA, IgG’nin Fc kismina baglanarak antifagositik etki gosterir
(Koneman ve ark., 1997).



Stafilokoklarda c¢ok sayida ylizey proteini tanimlanmaktadir. Cogu S.aureus
susunun en dig ylizeyinde clumping faktor (bagl koagiilaz) bulunmaktadir.
Clumping faktor, fibrinojeni fibrine doniistiiriir ve stafilokoklarin kiimelesmesine
sebep olur. Bu proteinin saptanmasi, S.aureus’un tanimlanmasinda temel bir testtir

(Muray ve ark., 2005).

Sitoplazmik membran; protein, lipit ve az miktardaki karbonhidratlarin
bilesiminden olusur. Hiicrede osmotik bariyer olarak calisir. Hiicresel biyosentez ve

solunum enzimlerinin sentezlenmesinde gorevlidir (Muray ve ark., 2005).

1.5. Kiiltiir Ozellikleri

Aerob olup basit besiyeri dahil bir¢ok besiyerlerinde {iireyebilir (Kloss ve
Bannerman, 1995). Ureme icin optimal 1s1 37°C ve optimal pH 7.4’tiir. Stafilokok
izolatlar1 %10 ve daha az oranda NaCl igeren ortamlarda lireyebilirler. Baz1 S.aureus
suslar1 hiicre zarinda yer alan karotenoid yapidaki pigmentten dolayi altin saris1 rengi

koloni yapabilirler (Kawamura ve ark., 1998).

Stafilokoklar; kanli agar, nutrient agar, triptik soy agar ve beyin kalp infiizyon
agar gibi birgok basit besiyerinde iirer. Kanli agar besiyerlerinde koloniler 18-24
saatte krem-sari, portakal rengi pigmentasyon gosterirler. Olusan koloniler S tipi,
yuvarlak, hafif kabarik goriiniimdedir. Belirgin kapsiil olusturan suslar parlak ve
1slak goriiniime sahip olabilir. Kanli agarda 3 hemoliz yaparlar. S.aureus hem aerob
hem de anaerob ortamda tirer (Bannerman, 2003; Peacock, 2005; Moreillon ve ark.,
2005).

Gliserol monoasetat gibi yag asitleri ile zenginlestirilmis besiyerinde, 37°C’de
tiretildiklerinde pigment olustururlar. Buyyonda ve anaerob kosullarda pigment
yapmazlar. S.aureus altin sarisi, S.epidermidis tebesir beyazi (porselen beyazi)
renginde koloniler olusturur. S.simulans, S.intermedius ve S.hyicus subsp.hycus

pigment olusturmaz.



1.6. Kimyasal Ozellikleri

Stafilokoklar glukozu fermantatif olarak pargalar ve son iiriin olarak laktik asit
olustururlar. Ayrica laktoz, sukroz, mannoz, trehaloz ve maltozu da fermente
edebilirler. Mannitolu ise sadece S.aureus fermente eder ve koagiilaz pozitiftir
(Moreillon ve ark., 2005; Cengiz, 1999).

Furazolidon ve lizostafine duyarli olmalarina karsin, basitrasin ve lizozime
direng gosterirler. Dezenfektan ve antiseptiklere duyarlidir. Kuarterner amonyum
kloriir bilesikleri ile etkin bir sekilde dezenfekte edilebilir ayrica alkol ve iyot gibi
antiseptiklere de olduk¢a duyarlidir (Bannerman, 2003; Alen ve ark., 2006).
S.saprophyticus, S.cohnii, S.xylosus novobiosine direngli suslardir. S.aureus mannitol
ve trehalozdan asit olusturarak S.epidermidis’ten; novobiosine duyarli olmasi ile

S.saprophyticus tan ayrilabilir (Cengiz, 1999).

1.7. Patogenez ve Immunite

1.7.1. Enzimler

1.7.1.1. Katalaz

Tiim stafilokoklar katalaz enzimine sahiptir. Siiperoksit dismutaz ve indirgenmis
flavoproteinlerin oksitlenmesi sirasinda bakteri hiicresi igerisinde agiga ¢ikan toksik

hidrojen peroksiti su ve oksijene katalize eder (Muray ve ark., 2005; Giilay, 1999).

1.7.1.2. Koagiilaz

Stafilokoklar bagli ve serbest olmak iizere 2 tip koagiilaza sahiptir. Stafilokok hiicre
duvarinda bulunan bagl koagiilaz (clumping factor) dogrudan fibrinojeni fibrine

dontistiirebilir ve stafilokoklarda kiimelenmeye sebep olur. Serbest koagiilaz ise; bir



plazma globulin faktorii (coagulase reacting factor) ile reaksiyona girerek bir trombin
benzeri faktor (staphylothrombin) olusturur. Koagiilaz, stafilokok absesinin
cevresinde fibrin olusumuna sebep olur ve bdylece enfeksiyon lokalize edilerek

organizma fagositozdan korunur (Muray ve ark., 2005; Koneman ve ark., 1997).

1.7.1.3. Lipaz

S.aureus suslarinin tiimii ve KNS’larin yaklasik %30’undan fazlasinda {iretilir.
Lipaz, yaglar hidrolize ederek viicudun lipid iceren bolgelerinde stafilokoklarin
yasamasini saglamakta ve ylizeyel dokular1 invaze ederek fronkiil ve karbonkiil gibi

enfeksiyonlariin gelisimine neden olmaktadir (Alen ve ark., 2006; Cengiz, 1999).

1.7.1.4. Hyaliironidaz

S.aureus’larin %90’dan fazlasi tarafindan iiretilen bu enzim, bag dokunun aselliiler
matriksinde bulunan asidik mukopolisakkaritler olan hyaliironik asidi hidrolize eder.

S.aureus’un dokulara yayilimini kolaylastirir (Muray ve ark., 2005).

1.7.1.5. Fibrinolizin (Stafilokinaz)

Stafilokoklar tarafindan ortama salinan kinazlar, plazmada bulunan plazminojeni
aktive ederek plazmin olusturur. Fibrinolitik etki ile fibrini pargalayarak

organizmanin yayilmasina yardimci olur (Alen ve ark., 2006).

1.7.1.6. Niikleaz

Stafilokoklarin neredeyse tiimii bu enzimi lretiyor olmasina ragmen, termostabil
niikleaz enzimi, S.aureus icin onemli bir marker’dir. Bu enzimin enfeksiyon

patogenezindeki fonksiyonu bilinmemektedir (Muray ve ark., 2005).



1.7.1.7. Fosfatidilinozitol — Spesifik fosfolipaz C

Ozellikle eriskin tip solunum zorlugu sendromu ve dissemine intravaskiiler
koagiilasyon bulunan hastalardan izole edilen suslarda saptanmistir. Bu suslar

antimikrobiyal ajanlara 6zellikle de penisiline daha direnglidir (Alen ve ark., 2006).

1.7.1.8. Deoksiriboniikleaz

DNaz enzimleri endo ve ekzoniikleaz aktivitesine sahip, niikleik asitleri 3'-
fosfomononiikleotidlere pargalayan fosfodiesterazlardir. S.aureus suslarinin %90’dan
fazlasinda bulunur (Alen ve ark., 2006).

1.7.1.9. Penisilinaz (p-laktamaz)

Penisilinin tedavide kullanilmaya basladigi 1941°de stafilokok izolatlarinin %90’dan
fazlasinin bu antibiyotige duyarli oldugu goriilmiistiir. Ancak, bu organizmalarin
primer olarak penisilinaz (B-laktamaz) tiretebilmeleri, penisiline ¢ok hizli bir sekilde

direng gelismesine sebep oldu.

B-laktamaz enzimi; penisilinler, sefalosporinler ve benzeri [-laktam
antibiyotikleri hidrolize ederek, bu antibiyotiklere direng gelisimine neden olur. -
laktam halkasindaki karbonil grubu ile bir ester kopriisii olusturan bu enzimler, siklik
amid bagin1 bozar ve bir agil-enzim tlirevi olustururlar. Bu reaksiyonlar1 sonucunda

B-laktam antibiyotiklerle reaksiyona giren ii¢ grup protein vardir:

1. Karboksi peptidazlar (Diisiik molekiil agirlikli PBP’ler).
2. Transpeptidazlar (Yiiksek molekiil agirlikli PBP’ler)

3. B-laktamazlar
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Biitiin PBP’lerin yani sira, B-laktamazlarin ¢ogunlugu da aktif bdlgelerinde bir
serin aminoasidine sahiptirler. Bu nedenle “serin peptidazlar” olarak adlandirilan bir
enzim lst ailesinde yer alirlar. Bu enzimlerin B-laktam ajanlara baglanmasi sirasinda
once bir acil-enzim tiirevi olusmaktadir. Bunu izleyen basamakta, bir deagilasyon
islemi gergeklesir ve enzim agil molekiiliinden ayrilarak rejenere olur. PBP’ler ve j3-
laktamazlar arasindaki farki bu deagilasyon basamaginin hizi belirler. B-laktamazlar
acil tiirevinden kisa siirede ayrilir, ancak PBP’lerde bu basamak gerceklesmez.

Sonugcta reaksiyon -laktamazlarin aksine enzim inaktivasyonuyla sonlanir.

Genis bir enzim grubu olan B-laktamazlar molekiiler yapilarma ve islevsel
ozelliklerine gore siiflandirilirlar. Bu giline kadar dort farkli molekiiler sinif (A, B,
C, D) tamimlanmistir. A, C ve D molekiiler siniflarinda yer alan B-laktamazlar
yukarida agiklanan serin-ester aracilikli mekanizma ile islev goriirler. Simif B B-
laktamazlar ise kofaktdr olarak c¢inko gerektiren metalloenzimlerdir. A sinifi,
tercihen substrati penisilinler olan p-laktamazlardan olusur. Bu grup enzimler

icerisinde S.aureus ’un B-laktamazlari (Grup 2a) da yer alir (Gtilay, 1999).

Gram pozitif bakteriler arasinda [-laktamaz iireten en Onemli patojen
stafilokoklardir. Stafilokokal B-laktamazlar genellikle kiiciikk plazmidlerle veya
transpozonlarla taginmakla beraber, biiyiik plazmidlerin kodladigi B-laktamazlar ve
diger diren¢ mekanizmalar1 da bulunmaktadir. Bu B-laktamaz enzimini kodlayan
genler sadece S.aureus’lar arasinda degil, S.aureus ve S.epidermidis arasinda da

konjugasyonla transfer edilebilir (Kuyucu, 2007; Zscheck, 1993).

1.7.1.10. Slime Faktor

Slime maddesi amorf kapsiil yapisinda, glikokaliks materyali olup %40 karbonhidrat,
%27 protein igermektedir. Slime pozitif suslarin daha virulan ve antibiyotiklere daha
direncli olduklart bildirilmektedir. Slime faktdr hiicresel immun yaniti baskilar,
opsonizasyonu, notrofil kemotaksisini ve ndtrofil fagositozunu inhibe eder (Alen ve

ark., 2006; Cengiz, 1999).
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1.7.2. Stafilokokal Toksinler

1.7.2.1. Sitolitik Toksinler

Stafilokoklar, konak hiicre morfolojisini ve/veya fonksiyonunu etkileyen ¢ok sayida
ekstraselliiler toksin {iretebilir. Bu toksinler sayesinde stafilokoklar yogun

inflamatuar yanit olan bélgelerde iiremelerini siirdiirebilirler (Cengiz, 1999).

1.7.2.1.1. Hemolizinler

Hemolizinler, c¢esitli hayvan eritrositleri {lizerinde hemolitik etki yapip
yapmamalarina, hemoliz i¢in gerekli 1s1 derecesi ve zamana, toksisite derecelerine

bagli olarak ayrimlar gosterirler. Bu toksinler dort tiptir:

Alfa Toksin: En giicli membran hasar proteini olup 33 kDa agirhigindadir.
Kanli agarda goriilen B hemolizden bu toksin sorumludur. Bakteriyel kromozomlarda
ve plazmidlerde kodlanir. insan makrofaj ve trombosit hiicre membranlari iizerinde
litik etkiye sahiptir fakat monositlere etkisizdir. Dermonekrotik ve sitolitik etkileri
vardir (Peacock, 2005; Alen ve ark., 2006; Moreillon ve ark., 2005).

Beta Toksin: Stafilokokal sfingomyelinaz C olarak adlandirilip 35 kDa
agirhgindadir. En iyi koyun eritrositlerine, daha az olarak da insan ve tavsan
eritrositlerine litik etki gosterir. Toksinin en Onemli 6zelligi sicak-soguk lizis
yapabilme yetenegidir. Fibroblast ve l0kosit hiicrelerine de toksik etki gosterir.
Antijeniktir, antitoksini ile notralize olur (Peacock, 2005; Alen ve ark., 2006;
Moreillon ve ark., 2005).

Gama Toksin: Insan eritrositleri iizerine orta derecede etkilidir. Ozellikle
stafilokokal kemik enfeksiyonlarinda kanda bu toksine karsi antikor diizeyinin
yiiksek bulunmasi, toksinin bu hastaliklarda etkili oldugunu diisiindiirmektedir

(Peacock, 2005; Alen ve ark., 2006; Moreillon ve ark., 2005).
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Delta Toksin: Hiicre membran biitiinliigiinii bozar ve adenilat siklazi aktive
ederek cAMP salinimina neden olur. Bu enzimatik aktivite, Stafilokoksik Toksik Sok
Sendromu (STSS) ve stafilokokal besin zehirlenmesinde rol oynar. Alfa ve delta
toksin insanda hastalik olusturan stafilokok suslarinda en ¢ok bulunanlardir. S.aureus
suslarinin %95’inde bunlardan biri veya digeri bulunurken, %82’inde her ikisi de

bulunabilmektedir (Peacock, 2005; Alen ve ark., 2006; Moreillon ve ark., 2005).

1.7.2.1.2. Lokosidin ( Panton-Valentine Toksin)

Bir ekzotoksindir. Birbirlerini sinerjik olarak etkileyen F (fast) ve S (slow) adinda iki
protein komponentinden olusur. Bunlarin molekiiler agirliklar1 32 ve 35 kDa’dur.
Toksin, hiicre zarinda potasyum ve diger katyonlara karsi gecirgenligi arttirici
gbzeneklerin agilmasini saglayarak etkili olur. Lokositler ve makrofajlar iizerine litik
etkisi vardir. Lokositler tarafindan fagosite edilseler de 16kosidin iireten stafilokoklar
hiicre igerisinde iiremeye devam ederler. Bu toksini bulunduran tiirlerin
enfeksiyonlarinda hizli ilerleme, kanama ve nekrotizan pndomoni tablosu

goriilmektedir (Peacock, 2005; Alen ve ark., 2006; Moreillon ve ark., 2005).

1.7.2.2. Enterotoksin

Serolojik olarak farkli 8 stafilokok enterotoksini (A-E, G-1) ve enterotoksin C’nin 3
alt tipi tanimlanmistir. Istya, mide ve jejenum enzimlerine direngli, 100°C’ye 30
dakika dayanabilen, polipeptid yapisinda maddelerdir. Enterotoksin; makrofaj ve
yardimct T hiicrelerinden, sirasiyla IL-1 ve IL-2 salimimimi uyarip, sindirim

kanalinda bir siiper antijen olarak davranir (Tiinger, 2004).

Gida iirtinleri enterotoksin iireten stafilokoklar ile kontamine olduktan sonra
gidanin yeniden 1sitilmasi ve gastrik asite maruz kalmasi koruyucu olmamaktadir. Bu
toksinler tiim S.aureus suslarinin  %30-50’si tarafindan {iretilebilmektedir.

Enterotoksin A hastalikla iligkili en yaygin toksindir. Enterotoksin C ve D kontamine
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st Urlinlerinde bulunur. Enterotoksin B ise stafilokokal pseudomembranéz
enterokolite sebep olur. Bu toksinler, jejenum epitelindeki fircamsi kenar kaybi ve
mast hiicrelerinden inflamatuar mediyatorlerin saliniminin uyarilmasiyla stafilokokal
gida zehirlenmesinin karakteristik 6zelligi olan kusmanin olusmasindan sorumlu

olabilir (Alen ve ark., 2006; Moreillon ve ark., 2005; Muray, 2005).

1.7.2.3. Eksfoliyatif toksin (Eksfoliyatin)

Epidermolitik bir toksindir. Stafilokokal enfeksiyonlarin vezikiiler ve eksfoliyatif
deri lezyonlarindan sorumludur. Antijenik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore iki tipe
ayrilir. Eksfoliyatif toksin A (ETA) genleri 1siya direngli ve kromozomal
kokenliyken, eksfoliyatif toksin B (ETB) isiya duyarli ve plazmid kokenlidir
(Koneman ve ark., 1997; Ladhani ve ark., 1999). Toksinlere kars1 olusan antikorlar
koruyucu ve notralizan etkiye sahiptir. Stafilokokal Haglanmis Deri Sendromu
(SSSS)’ndan sorumludur (Alen ve ark., 2006; Moreillon ve ark., 2005).

Eksfoliyatif toksin direkt olarak keratinize epidermisin stratum graniilosumu
tizerine etki eder. Mukoza hig¢bir zaman tutulmaz ki bu 6zellik stafilokokal hagslanmis

deri sendromunu daha ciddi bir tablo olan toksik epidermal nekrolizden ayirir

(Ladhani, 1999).

Haslanmis deri sendromu ¢ogunlukla kiigiik ¢ocuklarda ve nadiren de biiyiik
cocuklar ve eriskinlerde goriiliir. Bunun muhtemel sebeplerinden birisi ETA ve
ETB’nin, duyarli yenidoganlarin epidermisinde bulunup biiyiikk ¢ocuk ve erigkin
epidermisinde bulunmayan GM4 benzeri glikopeptitlere baglanmalaridir (Muray ve

ark., 2005).
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1.7.2.4. Toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1)

Daha 6nceden pirojenik ekzotoksin C ve enterotoksin F olarak adlandirilan TSST-1,
1s1 ve proteolize direngli, 22 kD’luk kromozom aracili bir ekzotoksindir. TSST-1 ilk
kez 1978 yilinda tanimlanmis olan ates, diyare, eritrodermi, mental konflizyon ve
refrakter hipotansiyon ile karakterize olan toksik sok sendromundan (TSS) sorumlu

tutulan stiperantijendir (Tiinger, 2004; Dinges ve ark., 2000).

TSST-1; sistemik olarak salinir. T lenfosit proliferasyonu ve monositlerden IL-
1 salimimim uyarir. S.aureus suslarmin %5-25’1 TSST-1 geni tagir. Son yillarda
KNS’lara bagl toksik sok sendromu da bildirilmistir (Dinges ve ark, 2000).

1.8. Epidemiyoloji

Stafilokoklar dis ¢evre kosullarina dayanikli bakterilerdir. Kurumus klinik
materyallerden aylar sonra bile izole edilebilir. Giiniimiizde nozokomiyal patojenler
arasinda 6neminin giderek artmasi, epidemilere yol agabilmesi ve ¢oklu antibiyotik
direncine bagli olarak tedavi seceneklerinin kisith olmasi nedeniyle diinya tip

giindeminin baglarinda yer almaktadir (Ostroff ve Leduc, 2000; Cengiz, 2004).

Cilt ve mukozal yiizeylerde kolonize olurlar. Insanda anterior burun mukozasi,
nazofarinks, perineal bolge ve cildin normal flora iiyesidir. Caligmalar anterior burun
deliklerinin en sik kolonize olan bolge oldugunu gostermistir. Burun mukozasina
teikoik asit komponentleri araciligiyla baglanir. Bu baglantida nazofaringeal

mukozadaki musin de 6nemli yere sahiptir (Moreillon ve ark., 2005).

Stafilokoklar deri ve nazofarinkste bulunmalarindan dolay1 yayilimi kolaydir
ve bir¢ok hastane kaynakli enfeksiyondan sorumludur. Yiiksek 1s1, dezenfektanlar ve

antiseptik soliisyonlara duyarlidir (Muray ve ark., 2005).
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Nazal tasiyicilig1 etkileyen faktorlerden bazilari; S.aureus’un hiicre duvarinda
bulunan lipoteikoik asit ve baz1 yiizey proteinleri, viral enfeksiyonlar sirasinda burun
epiteline aderansin artmasi, bazt HLA tipleri (DR3 gibi), yas, irk, genetik yapi,
immunolojik durum, kadinlarda hormonal durum ve hastanede yatis gibi durumlardir

(Kluytmans ve ark., 1997; Nouwen ve ark., 2001).

Hastaneye yatirilan hastalara tani ve tedavi amaciyla uygulanan endoskopi,
kataterizasyon, biyopsi, mekanik ventilasyon, trakeostomi gibi girisimler konak
savunma mekanizmasinin bozulmasina ve konagin 6zgiil florasinin yerine, hastane
ortaminda yaygin olan mikroorganizmalarla kolonizasyonuna yol agmaktadir. Bu
mikroorganizmalarin basinda MRSA gelmektedir (Moreillon ve ark., 2005;
Haddadin ve ark., 2002; Diindar ve ark., 2008). MRSA suslarinin kaynagi kolonize
hastalar ile birlikte saglik personelleridir. MRSA suslart  ozellikle saglik
personellerinin elleri ile diger hastalara yayilmaktadir. (Peacock, 2005; Diindar ve

ark., 2008; Kluytmans ve ark., 1997).

Saglik ¢alisanlari, insiilin kullanan diyabetikler, kronik hemodiyaliz hastalari,
intravenoz ilag aliskanlig1 olanlar, ayaktan periton diyalizi uygulanan hastalar, kronik
dermatolojik hastaligi olanlar ve HIV pozitif hastalarda tasiyicilik orani daha
fazladir. Bununla birlikte hastanede uzun siireli yatis Oykiisii, yogun antibiyotik
kullanma, yanik {iinitesinde tedavi gorme, yogun bakim servislerinde kalma,
intravaskiiler katater varligi, cerrahi girisim gegirme Oykiisii, MRSA ile kolonize
veya enfekte hasta ile temas ve ayni ailede saglik alaninda ¢alisan kisi varligt MRSA
enfeksiyonu i¢in baslica risk faktorlerini olusturmaktadir (Moreillon ve ark., 2005;

Diindar ve ark., 2008; Kluytmans ve ark., 1997).

Son yillarda toplum kokenli MRSA (TK-MRSA) enfeksiyonlar1 da giderek
Oonem kazanmaya baglamistir. TK-MRSA enfeksiyonlart saglikli kisilerde, 6zellikle
cocuk ve geng eriskinlerde goriiliir. Cogunlugu Panton-Valentine toksini tasiyan bu

suslar daha cok deri, yumusak doku enfeksiyonlari ve pndmoniye yol acarlar

(Maltezou ve ark., 2006).
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MRSA enfeksiyonlarinin siklig1 tilkeden iilkeye, hastaneden hastaneye ve hatta
hastane i¢cinde degisik servisler arasinda bile biiyiikk farklilik gostermektedir. Bu
bakteri ile goriilen enfeksiyonlarin siklign Iskandinav iilkelerinde %1 den,
Yunanistan, Italya, Ispanya ve Fransa’da oldugu gibi %80’lere kadar degismektedir
(Martins ve ark., 2007).

ABD yogun bakim {initelerinden izole edilen S.aureus suslarinin %352’sinde,
yogun bakim dis1 tinitelerden izole edilenlerin ise %42’sinde metisiline direng
saptanmistir. KNS acisindan bakildiginda ABD’de bakteriyemilerden izole edilen

suglarin %65’ inin metisiline direngli oldugu goriilmiistiir (Martins ve ark., 2007).

Tiirkiye’de 1996-1999 yillar1 arasinda yapilan 9 ayr1 ¢alismada bildirilen
metisilin direncinin ortalama %47,5, 2000-2003 yillarinda ise 8 ayri g¢alisma
sonuglarinin ortalamasi %46,6 bulunmustur. Ancak son yillarda hastanede yatan
hastalardan izole edilen S.aureus suslarina iliskin verileri i¢eren yayinlar, metisilin

direncinin %52’ye yiikseldigini gostermistir (Derbentli, 2004).

1.8.1. MRSA Enfeksiyonlarimin Kontrolii

MRSA kontrol programlar1 kolonizasyonun Onlenmesi ve etkenin hastalar arasi
tasinmasimin engellenmesine odaklanmaktadir. Boyle bir program el yikama,
izolasyon Onlemlerinin uygulanmasi, iletisim, tasiyicilarin tedavisi, egitim,
siirveyans, kontrollii antibiyotik kullanim1 gibi temel Ogeler {izerinde

yapilandirilmaktadir (Giirler ve ark., 1997).

El Yikama: Saglik personeli eldiven giysin veya giymesin, hasta ile temastan
once ve sonra mutlaka ellerini yikamalidir. El yitkama uyumunda 1,5-2 katlik artis,
hastane kaynakli enfeksiyonlarin insidansinda %25-50 azalmaya neden olmaktadir

(Giirler ve ark., 1995; Oztiirk ve ark., 1995).
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izolasyon: Sadece nazal veya yiizeyel MRSA kolonizasyonu olan hastalar igin
standart Onlemler yeterlidir. Bunun disindaki hastalarda temas izolasyonu
uygulanmalidir. “Hospital Infection Control Practices Advisory Committee
(HICPAC)” tarafindan bu izolasyon onlemlerinin ayrintilar1 tanimlanmistir (Kocagoz

ve ark., 1997).

izole edilecek hastalarin hastane kosullar1 nedeniyle; &zellikle yogun bakim
birimlerinde, her zaman ayr1 odaya alinmasi miimkiin olmamaktadir. Bu durumda
ayni odada kalan hastalarin cilt biitiinliigiiniin bozulmus olmamasi, invaziv girisim
kataterlerinin bulunmamasi, hastalarda notropeni, steroid tedavisi, kemoterapi gibi

immun sistemi baskilayici durumun olmamasina 6zen gosterilmelidir (Unal, 1997).

Temas izolasyonun sonlandirilmasi kontrol kiiltiirlerinin sonucuna baglidir.
Hasta, tedavisi tamamlandiktan 3 giin sonra ve 24 saat arayla alinan enfeksiyon alani
ve burun kiiltiirlerinde MRSA iiremedigi kesin olarak tespit edilince temas

izolasyonundan ¢ikarilmalidir (Diindar ve Diindar, 2003; Giirler ve ark., 1997).

Tasiyicillarin Tedavisi: MRSA ile kolonize kisilere antibiyotik tedavisi
uygulanmasiyla kaynagin kii¢iiltiilmesi miimkiindiir. Saglik ¢alisanlari igin, salgin ile
iligkisi oldugunun gosterildigi durumlarda veya tedavi gerektiren bir MRSA
enfeksiyonu varliginda antibiyotik tedavisi uygulanmali ve is kisitlamasi agisindan

degerlendirilmelidir. Ug farkl tedavi rejimi denenmistir:

1. Sistemik antibiyotikler
2. Lokal antibiyotikler veya dezenfektanlar

3. Bakteriyel interferans

Sistemik antibiyotik tedavisi artan diren¢ oranlar1 nedeniyle basarisiz
olabilmektedir. Lokal dezenfeksiyon daha basarili olmaktadir. Giiniimiizde standart
yontem %2 nazal mupirosin pomadin 8 saatte bir, 5-7 giin boyunca kullanimidir.

Nazal stafilokok tastyicist olan saglikli goniilliilerde (339 kisi) yapilan cift-kor bir
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calismada nazal mupirosin pomadi giinde 3 kez 5 giin kullananlarda tedavi sonrasi
%91 eliminasyon gelisirken, bu oran plasebo grubunda %6 olarak bulunmustur. Ayni
calismada eradikasyon saglanan 130 kisiden 96’sinin 4 hafta sonra halen kiiltiir
negatif oldugu, plasebo grubunda ise 8 kisiden sadece 1’inin kiiltlir negatif kaldigi

saptanmustir (p<0.001) (Degerli ve ark., 2000).

Egitim: Hastane icinde MRSA enfeksiyonlarinin kontrol altina alinabilmesi
i¢cin hasta, hasta yakinlar1 ve personelin konunun 6nemi ve uygulamalar hususunda

egitilmeleri gereklidir.

Siirveyans: MRSA i¢in kiiltiir ve duyarlilik verileri siirekli olarak izlenmelidir.
izole edilen suslarin kokenine ait bilgilerin toplanmas1 yararli olacaktir. Bu veriler
MRSA’nin hastane i¢i yayiliminin izlenmesini ve bir salgimin erken fark edilmesini

saglar (Unal, 1997).

1.9. S.aureus’ un Neden Oldugu Enfeksiyonlar

S. aureus basit deri enfeksiyonlarindan, hayati tehdit eden ciddi enfeksiyonlara kadar

cesitli hastaliklara sebep olabilir (Muray ve ark., 2005).

1.9.1. Deri Enfeksiyonlar:

S.aureus temel olarak piyojenik eksuda veya abse gelisimini indiikler. Tutulan

anatomik yapiya gore degisik klinik formlar olusabilir:

Impetigo: Epidermis tutulumu olur. Siklikla cocuklarda gdzlenen, travmaya
acik bolgelerde olusan yiizeyel deri enfeksiyonudur. (Moreillon ve ark., 2005).
Kirmiz1 bir makul seklinde baslayan lezyon iizerinde ortaya ¢ikan vezikiiller hizla

ruptiire olur ve sar1 kurutlu hal alir.
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Follikiilit: Siiperfisyal dermisin tutulumudur. Kil follikiilii ve apokrin bdlgeyi
icine alan piyodermidir. Sistemik semptom bulunmaz ve lokal antiseptik tedavi

yeterlidir (Moreillon ve ark., 2005).

Fronkiil ve Karbonkiil: Dermis tutulumudur. Fronkiil, kil dokusundan zengin
olan yliz, boyun, koltuk alt1 ve kalc¢a bolgesinde olusur. Karbonkiil, kil folliikiiliinden
koken alan enfeksiyonun derin subkutan dokulara yayilimi sonucu olusan birkag kil

kokii igeren derin yerlesimli enfeksiyonlardir. Genelde boyun bolgesindedir

(Moreillon ve ark., 2005).

1.9.2. Bakteriyemi

Son yillarda S.aureus’a bagli kan dolasimi enfeksiyonu insidansi giderek artig
gostermektedir. Genelde 2 gruba ayrilmaktadir: Hastanede kazanilmis bakteriyemi;
hastaneye yatistan 2 giin sonra kazanilan bakteriyemi ve Toplumdan kazanilmis
bakteriyemi; hastaneye yatisin ilk 2 giin 6ncesinde veya bagvuru esnasinda saptanan
bakteriyemi. Bu 2 kategori giderek birbiriyle oOrtiismeye baglamistir. Bu yiizden
“toplumdan kazanilmis bakteriyemi” yerine “toplum baslangi¢li bakteriyemi” olarak

adlandirmak daha dogru olacaktir (Diindar ve Diindar, 2003).

Nozokomiyal Bakteriyemi: Genelde intravaskiiler veya iiriner katater varlig
gibi invaziv medikal girisimler ile iliskilidir. Komplikasyon olarak metastatik
periferal enfeksiyonlar gelisebilir. Nozokomiyal S.aureus bakteriyemisi hastanede
gelisen biitiin febrilseptik epizodun ayirici tanisinda diisiiniilmelidir (Moreillon ve
ark., 2005). Vaskiiler katater etrafinda tiinel enfeksiyonu olmasi halinde katater acil
olarak ¢ikarilmalidir. Tiinel enfeksiyonu olmaksizin katater ile iligkili enfeksiyon 10-
14 giinlik medikal tedaviden fayda gorebilir. Artrit, osteomyelit gibi derin
enfeksiyonlarda 4-6 haftalik tedavi gerekirken, yiizeyel cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlarinda 14 giinliik tedavi yeterli olmaktadir (Moreillon ve ark., 2005).
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Toplum Baslangich Bakteriyemi: Antibiyotik c¢agindan once farkli
vakalardaki S.aureus bakteriyemisinin klinik tezahiirii belirgin olarak ayniydi.
Hastalarin %70’inde altta yatan bir hastalik yoktu, gen¢ hastalardi ve dissemine
enfeksiyon genellikle metastatik abselere yol agmaktaydi ve vakalarin %82’si 6liimle
sonuclanmaktaydi (Skinner ve ark., 1941). Brezilya’da yapilan bagka bir ¢alismada;
S.aureus bakteriyemisinin mortalite orant %39 olarak bulunmus ve hastane kaynakli
bakteriyemi vakalarin %86’sini1 olusturdugu belirtilmistir. Bakteriyemilerin ¢ogunun
intravendz katater (%26) ve solunum yolu enfeksiyonu (%13) ile iliskili oldugu
saptanmigtir (Conterno ve ark., 1998). Onemli siipiiratif komplikasyonlar1 vardir;
osteomyelit, septik artrit, menenjit, infektif endokardit ve diger tiim viseral

organlarda stafilokokal enfeksiyonlar ortaya ¢ikabilir (Tiinger, 2004).

1.9.3. Endokardit

Dogal kapakta gelisen infektif endokardit S.aureus bakteriyemisinin en ciddi
komplikasyonlarindan biridir. Valv replasmani yapilsa da uygun antibiyoterapiye
ragmen letal seyredebilir. Tipik olarak akut multipl periferal septik emboli, kapak
destruksiyonu, miyokardit ve mikst kardiyojenik ve septik sokla gider (Abbott ve
Agodoa, 2002).

1.9.4. Organ Enfeksiyonlari

Pnomoni ve Ampiyem: S.aureus toplum kdkenli pnémonilerin %10’undan
sorumlu iken hastane kokenli pnomonilerde %20-30 oraninda izole edilmistir
(Osiyemi ve Dickinson, 2000). Daha ¢ok; alt solunum yolunun viral
enfeksiyonlarindan sonra, bakimevlerinde kalan yash hastalarda, diyabet ve alkolizm
gibi predispozan faktorlere sahip hastalarda goriliir. Akut eriskin  solunum
yetmezligi sendromu ya da septik sokla birlikte oldugunda mortal seyreder

(Moreillon ve ark., 2005).
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Osteomyelit: Klinik olarak akut ve kronik formda karsimiza g¢ikabilir. Akut
form genelde ¢ocuk ve yaglilarda hematojen yayilimla olusur (Moreillon ve ark.,
2005). Cocuklarda uzun kemiklerin metafizleri tutulma egiliminde iken yaglilarda
vertebral osteomyelit siktir. Derin doku ve kemik kiiltiirlerinden etken tanimlanir.
Kronik form diisiikk derecede inflamasyon, nekroz, sekestra, fistiil, rekurrensle

karakterize olup aylar, yillar siirer.

Septik artrit: Cocuklarda ve erigkinlerin nongonokokal artritlerinde sik
rastlanir (Moreillon ve ark., 2005; Diindar ve Oztiirk, 2002). Lokal travma sonucu,
hematojen veya iyatrojenik olarak gelisebilir. Eriskinlerde romatoid artrite sekonder

geligebilir.

Septik bursit: En sik diz ve dirsek eklemleri tutulur. Septik artritte goriilen
eklem hareket kisitliligi burada yoktur. Antistafilokokal antibiyotikler 2-3 hafta
sureyle verilmelidir. Tekrarlama durumunda cerrahi eksizyon diistintilebilir

(Moreillon ve ark., 2005).

1.9.5. S.aureus’ un toksinleriyle yaptig1 hastahklar

Stafilokokal haslanms deri sendromu: Eksfoliyatin A ve B salgilayan suslar
tarafindan olusturulur. Ciddi sepsis, sivi elektrolit kaybi sonucunda hipovolemi,
sepsis sendromu ve %1-10 oraninda liim goriiliir. Tam diizelme genelde 10 giinde
olur (Tiinger, 2004). Infantlarda tanimlanan Ritter hastaliginda, eksfoliyatif toksinle
iligkili deri lezyonlarinin yan1 sira nazofarinks, umblikus ve iiriner sistemin tutulumu
s0z konusudur. Ayirict tanida toksik epidermal nekrolizis, diger biilloz hastaliklar ve

toksik sok sendromu diisiiniilmelidir. Eskar birakmaksizin iyilesir.

Toksik sok sendromu: Yiiksek ates, hipotansiyon, bol sulu ishal, eritroderma,
mental konfiizyon ve renal yetmezligin baglica bulgular1 olusturdugu ciddi bir
tablodur. 1980 yilinda menstruasyon dénemindeki kadinlarda tampon kullanimi ile

iliskili TSS tanimlanmistir (Dinges ve ark., 2000; Shands ve ark., 1980).
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Menstruasyon ile iligkili olmayan TSS’lu hastalarda stafilokoklar viicudun diger
bolgelerinden izole edilebilmektedir. Nonmenstruel TSS’ da TSST-1’¢ ek olarak
serum enterotoksin B ve C de salgilanabilmektedir. Normal popiilasyonda TSST-1"e
kars1 koruyucu antikor titreleri %90°dan fazla oranda bulunurken TSS’lu hastalarin
%90,5’ten fazlasinda akut donem serumlarinda koruyucu antikor bulunmadigi ve
konvelesan donemde de %50’sinde koruyucu antikor olugmadigi goriilmiistiir
(Moreillon ve ark., 2005; Dinges ve ark., 2000). Tedavide sok ve sistemlere yonelik
komplikasyonlara oOncelik verilmelidir. Tampon varsa uzaklastirilmali, uygun

antibiyotik tedavisine hizla baglanmalidir (Moreillon ve ark., 2005).

Besin zehirlenmeleri: Genelde salginlar seklinde goriiliir. Enterotoksin B ve
diger enterotoksinlere bagli olarak gelisir. Toksin 1siya direngli olup kaynatma veya
pisirme ile inaktive olmaz. Siitli tathlar, konserveler, etli yiyecekler, patates
salatalar1 ve dondurma en sik rastlanan sorumlu besinlerdir. Hastalik 2-6 saatlik
inkiibasyon siiresinden sonra bulanti, kusmayla baslayip ishalle devam eder. Prognoz
iyi olup tiim semptomlar 8 saatte diizelir. Tedavide sivi-elektrolit kaybinin yerine

konmasi esastir (Bilgehan, 2000).

1.9.6. Koagiilaz negatif stafilokok enfeksiyonlari

Bagta S.epidermidis olmak iizere KNS’lar son yillarda hastane enfeksiyonlarinin
onemli etkenleridir. Bu durumun nedeni normal flora bakterileri olmalar1 ve invaziv
girisimler sonucu kolayca alinabilmeleridir. Insanlarda en fazla patojen olanlar
S.epidermidis ve S.saprophyticus’tur. Bunu S.haemolyticus, S.lugdunensis, S.hominis
ve S.schleiferi izlemektedir. KNS’larin etken oldugu enfeksiyonlarin ¢ogu katater
veya protez ile iliskilidir. S.epidermidis enfeksiyonlarinin biiyiikk cogunlugu hastane
kokenli iken, S.saprophyticus enfeksiyonlar1 genellikle toplum kokenlidir (Diindar ve
Diindar, 2008; Archer ve Climo, 2005).

KNS’lar 6zellikle damar kataterlerinin sik kullanildig: servislerde nozokomiyal

bakteriyeminin en sik nedenidir. Protez kapak endokarditinde etken genellikle
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S.epidermidis’tir. KNS’larin neden oldugu katater enfeksiyonlarinda a, B, d-lizin
tiretimi ve slime (glikokaliks) yapimi Onemli patojenite faktorlerindendir. Sant
enfeksiyonlarinin 2/3’sinden KNS’lar sorumludur ve etken siklikla S.epidermidis’tir.

Peritonitte de en sik etken S.epidermidis olup bunu S.haemolyticus izler.

KNS’lar gogiis ve kalp cerrahisi sonrasi gelisen sternal osteomyelitler, protez
eklemin etrafindaki kemik enfeksiyonlar1 ve enfekte hemodiyaliz santlarindan
kaynaklanan hematojen osteomyelitlerin 6nemli etkenlerindendir. Bu grupta yer alan
S.epidermidis goz cerrahisi sonrasinda gelisen enfeksiyonlarn en 6nemli
nedenlerindendir. S.saprophyticus ise 6zellikle dogurgan ¢agdaki saglikli kadinlarda
komplike olmayan akut iiriner sistem enfeksiyonu etkenleri arasinda E.coli’den sonra
ikinci sirayr alir (Diindar ve Diindar, 2008; Archer ve Climo, 2005; Kloos ve

Bannerman, 1994).

1.10. Stafilokok enfeksiyonlarinda tedavi

Stafilokoklar; ¢ogu antibiyotige hizli direng gelistirdiklerinden, uygun tedavinin
secimi i¢in antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi gerekmektedir. Direng¢ gelisimi
ozellikle S.aureus suslarinda daha sik goriilmektedir. S.aureus’un neden oldugu
bakteriyemi, pnomoni, endokardit ve osteomyelit gibi agir seyirli enfeksiyonlarda
yiiksek dozlarda ve uzun siireli antibiyotik uygulanmasi buna neden olabilmektedir

(Rice ve ark., 2003; Giilay, 2008).

Gilintimiizde stafilokok suslarmin ¢ogunun B-laktamaz {iretmeleri nedeniyle
penisilin G tedavide kullanilamaz duruma gelmistir. Ayn1 zamanda metisiline
direngli stafilokok (MRS) suslarinin ¢ogu, basta diger B-laktam antibiyotikler olmak
lizere, aminoglikozidlere ve tetrasikline de direnclidir (Rice ve ark., 2003; Giilay,

2008; Giir, 2008).
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1.10.1. Hiicre Duvar Sentezini Etkileyen Antibiyotikler

1.10.1.1. p-laktam antibiyotikler

B-laktam antibiyotikler, tiazolidin halkasina bir B-laktam halkas1 eklenmesi ile olusan
6-aminopenisilanik asit niikleusu igeren antibakteriyel ajanlardir. Bu antibiyotikler,
hiicre duvar sentezinin transpeptidasyon evresinde gorev alan enzimlere baglanarak
peptidoglikan sentezini inhibe ederler. Bu nedenle, bu enzimlere penisilin baglayan
proteinler (PBP) de denilmektedir. p-laktam antibiyotikler; penisilinler,
sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler ve B-laktamaz inhibitorleri olarak
siiflandirilmaktadirlar (Colak, 1999).

1.10.1.1.1. Penisilinler

Penisilinlerin hedefi, penisilin baglayan protein (PBP) olarak adlandirilan ve hiicre
duvar1 sentezinde rol oynayan enzimlerdir. Antibiyotigin bu enzimlere baglanmasi,
peptidoglikan sentezini engeller ve genellikle bakterinin lizisine yol agan
otolizinlerin harekete gegmesine neden olur. B-laktamlar bakteri bolinmesini
engelleyen etkili ilaglardir. Eger otolitik mekanizmada degisiklik olursa, 3-laktamlar

bakterisidal etki yerine bakteriyostatik etki gosterirler.

Stafilokoklarda penisiline direng B-laktamazlara baghdir ve B-laktam halkas1
pargalanarak etkisiz hale gelir. B-laktamaz iiretimi i¢in gerekli olan genler plazmid

kontroliindedir ve bakteriyofajlar araciligi ile duyarli hiicrelere taginabilir.

Glinlimiizde nozokomiyal stafilokok izolatlarinin %95’inden fazlasi -
laktamaz tretmektedir. Bununla birlikte B-laktamaz yapmayan suslarda penisilin

MIK degerlerinin genellikle yiiksek olmasi bu antibiyotiklerin stafilokok
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enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmasini sinirlamaktadir (Yildiz ve Aygen,

2002).

1
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Sekil 1. 3.Penisilin G’nin Yapist (Ulusoy, 2003)

Metisilin, bu antibiyotige hassas olan mikroorganizmalara karsi tedavi amagl

kullanilabilmektedir. MRSA suslar1 genellikle sadece metisiline degil tim B-laktam

antibiyotiklerine kars1 direnglidir.
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Sekil 1. 4. Metisilinin Yapis1 (Stapleton ve Taylor, 2002)

Tiim B-laktam antibiyotiklere karsi gelisen direncin temel nedeni kromozomal
mecA geninin kodladigi PBP2a olarak adlandirilan yeni bir PBP’dir. PBP’lerdeki bu

degisiklik tiim B-laktamlara ¢apraz direngten sorumludur. Molekiil agirligi 78 kDa

olan bu PBP’nin B-laktam antibiyotiklerine afinitesi diger PBP’lerden daha diistiktiir.

Bu nedenle metisiline direngli bakteri B-laktam antibiyotiklerle karsilastigi zaman

diger tiim PBP’ler, antibiyotik tarafindan bloke edilir. PBP2a diisiik afinite nedeniyle

B-laktam antibiyotigini baglamaz ve tiim fonksiyonlar1 iizerine alarak bakterinin

hiicre duvari sentezini devam ettirir. Bakteride PBP2a yapimi o ortamda B-laktam

antibiyotik bulunmasiyla ilgili degildir, ancak ortamda antibiyotik yoksa fonksiyon
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gostermez. PBP2a miktariyla metisiline direng diizeyi arasinda bir iligki yoktur. Bu
enzim metisiline direngli koagiilaz pozitif ya da koagiilaz negatif tiim stafilokoklarda

gosterilmistir.

PBP2a’nin sentezini saglayan genetik bilgi bakteri kromozomunda 30-40 kb
genisliginde bir DNA elementi (mec) iizerinde bulunan mecA geninde taginmaktadir.
mecA geni biliyiik olasilikla bir transpozon tizerindedir ve transdiiksiyon ile genetik
bilgi direncli suslardan duyarl suslara aktarilmaktadir. Bakteride metisiline direncin
ortaya ¢ikabilmesi i¢in meCA geninin eksprese olmasi gerekir, ancak bu ekspresyon
her bakteride ayni sekilde olmamaktadir. Bu ylizden mecA geni tasidigi halde
metisiline degisik diizeylerde direngli ve hatta duyarli stafilokoklar olabilmektedir.
Stafilokoklar arasinda mecA geninin fenotipik ekspresyonu farklilik gosterir. Bazi
suslarda popiilasyondaki bakterilerin ¢ok az bir kisminda diren¢ gozlenir. Bu durum
heterojen direng olarak adlandirilir. Bazi suslarda ise bakteri popiilasyonunun
tamaminda diren¢ gozlenir ve homojen diren¢ olarak adlandirilir. Stafilokoklarda
metisiline diren¢ determinantlarinin varlig1 bakteride fenotipik metisilin direncinin
ortaya c¢ikmasi i¢in tek basma yeterli degildir. Metisilin direncinin aciga
cikarilabilmesi i¢in ¢ok sayida baska genetik olaylarin varligir gereklidir. Biiyiik
olasilikla mecA geninin ekspresyonunu kontrol eden baska bazi genler de direng

olusumunda etkili olmaktadir (Y1ildiz ve Aygen, 2002).

1.10.1.1.2. Sefalosporinler

Sephalosporin C, bir mantar tiiri olan Cephalosporium’un temel fermantasyon
tirlinlidiir. Bu antibiyotik etki mekanizmasi ve yap1 bakimindan penisiline benzer. Bu
antibiyotikteki p-laktam halkasi, penisilindeki karakteristik 5 karbonlu dihidrotiazin

halkasi yerine 6 karbonlu dihidrotiazin halkasi ile birlesmistir.

Sephalosporinler, bakterilere karsi etkilerine ve p-laktamaz stabilitesinin
arttirllmasina gore birinci, ikinci, tglincii ve dordiincii nesil antibiyotikler olmak

uzere smiflandirilabilir.
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Sephalosporinler, oldukc¢a yaygin kullanim alanma sahip antibiyotiklerdir.
Penisiline hassas ¢ogu mikroorganizmaya kars: etkilidirler. Ayrica, penisilin alerjisi

olan bireylerde kullanilabilecek uygun antibiyotiklerden biridir (Joklik ve ark.,

1992).
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Sekil 1. 5.Sephalosporinin Yapist
www.genome.ad.jp/kegg/catalog/Compound/C00916.gif den uyarlanmstir (20/05/2011)

1.10.1.1.3. Karbapenemler

Karbapenem ve Tienam, penisilin ve sephalosporinden sterokimyasal olarak
farklidir. Bu antibiyotikler trans konfigiirasyonunda ve siilfiir atomlu halka, metilen

grubuyla yer degistirmistir.

Karbapenemler, mevcut tim B-laktam tiirevi antibiyotiklere goére daha genis
spektruma sahiptir. Bu antibiyotiklerin mevcut formlari imipenem, ertapenem ve

meropenemdir. MRSA’lar bu antibiyotiklere de direnglidir.

Sekil 1. 6.Karbapenemin yapisi
www.vet.purdue.edu/structures/imipen600.jpg den uyarlanmstir (15/05/2011)



http://www.genome.ad.jp/kegg/catalog/Compound/C00916.gif
http://www.vet.purdue.edu/structures/imipen600.jpg
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1.10.1.2. Glikopeptid antibiyotikler

B-laktam antibiyotiklere direngli stafilokoklar ve enterokoklardaki artis nedeniyle bu
grup antibiyotikler klinikte yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Cetinkaya ve
Unal, 1997). Vankomisin ve teikoplanin &zellikle metisiline direngli stafilokoksik
enfeksiyonlarda tek segenek haline gelmistir (Maranan ve ark., 1997). Bu iki
antibiyotik, bakterilerin hiicre duvarini olusturan peptidlerin terminal D-Ala-D-Ala
dizisine baglanarak transglikozilasyon reaksiyonunu ve peptidoglikan olusumunu

inhibe etmektedir (Cetinkaya ve Unal, 1997; Lundstrom ve Sobel, 1995).

Sekil 1. 7.Vankomisin'in Yapisi
http://www.jaggeddesign.com/distancia-vancomycin-effective-against/ den uyarlanmigtir (11/01/2011)
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Sekil 1. 8.Teikoplanin'in Yapisi
http://linux1.nii.res.in/~pankaj/gt/gt DB/html_files/antibiotic/Teicoplanin.html den uyarlanmistir (11/01/2011)



http://www.jaggeddesign.com/distancia-vancomycin-effective-against/
http://linux1.nii.res.in/~pankaj/gt/gt_DB/html_files/antibiotic/Teicoplanin.html
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1.10.2. Protein Sentezini inhibe Eden Antibiyotikler

Bu grupta bulunan ilaglar bakteriyel ribozomun 30S veya 50S alt {initelerine

baglanarak etkili olmaktadirlar.

1.10.2.1. Aminoglikozidler

Gentamisin, amikasin, netilmisin ve tobramisin stafilokoklara karsi kullanilan en
etkili aminoglikozidlerdendir. Tek basina tedavi edici ajan kullanildiginda direng
gelistigi icin tek basina kullanimi uygun degildir. Aminoglikozidlerin vankomisinle
birlikte kullanimi in vivo sinerjistik etki saglarken bu etkinin in vitro boyutu

bilinmemektedir (Chambers, 1997).
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Sekil 1. 9.Gentamisin, Tobramisin ve Amikasin'in Yapilari (Neu ve Gootz, 2003)

1.10.2.2. Makrolidler

Makrolidler, 50S ribozomal alt iiniteye baglanarak baglanarak peptid zincirinin
uzamasini inhibe ederler. Bakteriyostatik etkili antibiyotiklerdir. Bu grup iginde
Eritromisin, Klaritromisin, Azitromisin ve Spiromisin gibi antibiyotikler yer alir

(Yorgancigil ve ark., 1999).
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Sekil 1. 10.Eritromisin'in Yapist
http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-online/library/micro229/terry/229sp0.html den uyarlanmistir (10/01/2011)

1.10.2.3. Oksazolidonlar

Oksazolidonlar, N-formylmethionyltRNA-mRNA-30S {glii kompleksini etkileyerek
protein sentezini bozup, bakteriyostatik etki gosterirler (Swaney ve ark., 1998). Bu
antibiyotikler 6zellikle direngli S.aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus
faecium gibi gram olumlu bakterilere kars1 etkilidir (Shinabarger ve ark., 1997).
Linezolid ve Eperozolid bu grubun iki iiyesidirler. Ribozomlarda 50S alt birimine
baglanarak 70S baslangi¢c kompleksinin olusmasini onlerler. Etki mekanizmalarinin
farkli olmasi nedeniyle diger antibiyotiklerle ¢capraz diren¢ gostermezler. Hem oral

hem parenteral kullanilabilme 6zelligine sahiptir (Usluer, 2008; Rice ve ark., 2003).
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Sekil 1.11 Linezolid'in 70S baslangi¢ kompleksini 6nlemesi
http://Awww.chm.bris.ac.uk/motm/linezolid/linezolid.htm den uyarlanmistir (20/05/2011)



http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-online/library/micro229/terry/229sp0.html
http://www.chm.bris.ac.uk/motm/linezolid/linezolid.htm

31

1.10.2.4. Streptograminler

Streptograminler, 50S ribozomal alt liniteye baglanarak protein sentezini engellerler.
Yapisal olarak A ve B olmak iizere iki grup molekiilden olusurlar. Streptogramin A
olan dalfopristin ve streptogramin B olan Kkinopristinin  70/30 oraninda
kombinasyonudur ve bu iki grup sinerjik etkili olup tedavide kombinasyon halinde
kullanilmaktadir. Sinerjik aktiviteden grup A ve B streptograminlerin sirastyla
protein sentezinin erken ve gec¢ safhalarini inhibe etmelerinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Bozdogan ve Leclercq, 1999). Tek baslarina bakteriyostatikken
kombine verildiklerinde bakterisidal etki kazanirlar ve antibakteriyel aktivitede 10
katlik artig olur. Metilaz (streptogramin B direncinden sorumlu) lireten suslarda
bakterisidal etki kaybolur bu durumlarda MRSA tedavisinde kullanimi sinirlar.
Hedefte modifikasyon; 23S rRNA’da mutasyon veya peptidil transferaz
metilasyonunu kodlayan rRNAerm geninde posttranskripsiyonel modifikasyon
sonucu grup B streptogramin direng fenotipi ortaya ¢ikar. Aktif efluks; Makrolid ve

grup B streptogramin direncinden sorumlu mekanizmadir (Chambers, 1997).
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Sekil 1. 12.StreptograminB Yapisi
http://en.wikipedia.org/wiki/Streptogramin_B den uyarlanmistir (17/05/2011)

1.10.2.5. Linkozamidler

Bu antibiyotikler de bakteri hiicresinde 50S ribozomal alt iiniteye baglanip peptid

zincirin uzamasini engellemektedir. Ribozomal hedefin degismesi en sik goriilen


http://en.wikipedia.org/wiki/Streptogramin_B
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direng mekanizmasidir (Tiinger, 2008; Peacock, 2005). Bu grup ajanlardan
klindamisin, 0zellikle metisiline duyarli stafilokok enfeksiyonlarinda etkili

olmaktadir (Yao ve Moellering, 1995).

Sekil 1. 13.Klindamisin'in Yapist
http://yunus.hacettepe.edu.tr/~pkelicen/MakrolidLinkozamid.ppt den uyarlanmistir (18/05/2011)

1.10.2.6. Tetrasiklinler

Tetrasiklinler; 30S ribozomal alt {initeye baglanip aminoagil-tRNA’y1 bloke ederek
protein sentezini inhibe ederler. Bakteriyostatik etki gosteren genis spektrumlu
antibakteriyel ajanlardir (Yao ve Moellering, 1995). Stafilokoklarda tet (K), tet (L),
tet (M) olmak iizere ii¢ direng geni bulunmaktadir. Tet(M) geni minosiklin ve
doksisikline kromozomal direnci kodladig i¢in klinik a¢idan 6nemlidir (Giir, 2008;

Cokga, 2008).

Sekil 1. 14 . Tetrasiklin'in Yapist
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tetrasiklin den uyarlanmustir (18/05/2011)



http://yunus.hacettepe.edu.tr/~pkelicen/MakrolidLinkozamid.ppt
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tetrasiklin
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1.10.2.7. Kloramfenikol

Bu ajan, 50S ribozomal alt {initeye baglanarak protein sentezini inhibe etmektedir.
Diren¢ mekanizmasi plazmid kontroliinde sentezlenen ve hiicre i¢i bir enzim olan
kloramfenikol asetil transferaz enzim aktivitesidir (Mutlu, 2008; Giir, 2008). Gram
olumlu bakterilerin ¢coguna etkili olmasina ragmen, kemik iligi iizerine baskilayici

etkisinden dolay1 Klinik kullanimi kisithidir (Colak, 1999).
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Sekil 1. 15.Kloramfenikol'un Yapisi
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kloramfenikol den uyarlanmustir (15/05/2011)

1.10.3. Niikleik Asit Sentezini Inhibe Eden Antibiyotikler

1.10.3.1. Siilfonamidler ve Trimetoprim

Siilfonamidler, paraaminobenzoik asit (PABA) ile yarigsarak dihidropteroat sentaz
enzimini ve dihidrofolat sentezini; trimetoprim ise dihidrofolat rediiktazi inhibe
ederek dihidrofolattan tetrahidrofolat sentezini engellemektedir (Lundstrom ve
Sobel, 1995; Yao ve Moellering, 1995). in vitro testlerde trimetoprim-
sulfametoksazol (SXT) kombinasyonu MRSA suslarinin ¢oguna etkili bulunmaktadir
(Yorgancigil ve ark., 1999). En sik gozlenen siilfonamid direnci, bakterinin
stilfonamidlere disiik afinite gosteren DHPS sentezlemesi olup bu olay plazmid
kontroliindedir (Aksu ve Candevir, 2008; Peacock, 2005).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Kloramfenikol
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Sekil 1. 16.SXT'nin Yapisi
http://web.usal.es/~pelaez/AQF/DHFR.htm den uyarlanmistir (13/04/2011)

1.10.3.2. Kinolonlar

Kinolon grubu antibiyotikler, DNA giraz enzimini inhibe ederek bakterisidal etki
gostermektedir. Nalidiksik asit, bu grubun ilk {iyesi olup daha sonra kinolon
niikleusuna flor atomu eklenerek florokinolonlar gelistirilmis ve boylelikle etki

spektrumlart genisletilmistir (Yao ve Moellering, 1995).

Kinolon direnci ilag efluks pompasi norA’nin fazla ekspresyonu ya da hedef
topoizomeraz IV ve DNA girazdaki yapisal mutasyonlara baglh olarak gelismektedir
(Ttinger, 2004). Kinolon direncini 6nlemek igin rifampinle kombinasyon yapilabilir,
bu kombinasyon stafilokok kolonizasyonu ve agir stafilokok enfeksiyonlarinda
yararlidir (Chambers, 1997).

SENTRY c¢alismasi hastane kokenli MRSA’larda kinolon direncinin %90’lara
vardigin1 gostermistir ki bu da tedavide kullanimlarini oldukca kisitlamaktadir

(Diekema ve ark., 2001).


http://web.usal.es/~pelaez/AQF/DHFR.htm
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Sekil 1. 17 Kinolon'larin Yapist

1.10.3.3. Rifampin

Rifampin, DNA’ya bagimli RNA polimeraz enzimi ile stabil bir kompleks
olusturarak RNA sentezini engelleyip bakterisidal etki gostermektedir. Gram olumlu
ve Gram olumsuz bakteri enfeksiyonlarda kullanilabilmektedir (Yao ve Moellering,
1995). Ancak tek basina kullanmildiginda hizla direng gelistigi i¢in bagka
antibiyotiklerle kombinasyonu gerekmektedir. Bu yiizden duyarli izolatlarda

kombinasyon tedavisi ile kullanilmalidir (Chambers, 1995).

Rifampin Streptomyces mediterranei’den elde edilen rifamisinin semisentetik
bir tlirevidir. Vankomisin ve diger antistafilokokal ajanlarla kombine olarak
metisiline duyarli ve direngli stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilir.
Kronik stafilokok osteomyelitinde vankomisin veya nafsilinle kombine olarak
kullanildiginda tedavi basarisinin arttirdigi bildirilmektedir (Erol, 2003).

1.10.4. Diger ajanlar

Mupirosin Pseudomonas fluorescens’in fermantasyonu ile elde edilen dogal bir
antibiyotiktir. Topikal uygulama i¢in formlari mevcuttur. Mupirosin, izoldsil-tRNA
sentetazi inhibe ederek stafilokoklari inhibe eder ve 6ldiriir. Primer ve sekonder deri
enfeksiyonlarinda etken olan stafilokoklara miikemmel in vitro etkinlik gosterir.

Metisiline direngli stafilokoklarin biiylik bir kismi1 mupirosine duyarlidir. Uzamis

kullanim1 dirence yol agar (Roth ve ark., 2001; Felek, 2003).
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Fusidik asit, fosfamisin, novobiocin ve coumermycin minosiklin, tedavide

kullanilabilen diger antibiyotiklerdir.

1.11. Stafilokoklarda Metisilin Direnci

MRSA, genellikle gram pozitif organizmalara karsi etkili olan bir¢ok antibiyotige
kars1 direnclidir. Yani multiresistanttir. Bu durum nozokomiyal enfeksiyonlarda

biiyiik bir sorun ortaya ¢ikarmaktadir (Roth ve ark., 2001).

Multiple antibiyotik direncine sahip S.aureus suslart biiyiik saglik
problemlerine neden olmaktadir (Rubin ve ark., 1999). Bu nedenle, bu bakterilerdeki
antibiyotik direncinin hassas ve spesifik metotlarla dogru tespiti klinikte oldukca
onemli bir rol oynamaktadir. Ancak yeterli ayirimi saglayamayan fenotipik
tiplendirme metotlari, bilyiik oranda biiylime ortamina baglidir. Bu nedenle, multiple
antibiyotik direncine sahip S.aureus’larin yayilimini durdurmak amaciyla direng
tiirlinlin tespiti, ancak molekiiler tekniklerle miimkiindiir. Bu teknikler stafilokoklarin
ve direng tiplerinin hassas, hizli ve dogru tespitinin yapilmasini saglarlar. Bu yiizden
PZR’m mikrobiyoloji laboratuarlarinda MRSA suglarinin spesifik ve hassas tespiti
icin kullanimi ¢ok tercih edilmektedir (Roth ve ark., 2001).

Stafilokoklarda metisilin direnci degisik mekanizmalarla olusabilir. Bunlar
icinde en sik rastlanilani, stafilokoklarin yeni bir penisilin baglayan protein (PBP)
kazanmalar1 ile olusan direngtir. Bu mekanizma nedeniyle direngli olan
stafilokoklarda, metisiline duyarli olanlardan farkli olarak, yeni bir PBP vardir.
PBP2’nin hemen altinda yer aldigi icin PBP2a adi verilen 78 kDa molekiil
agirh@indaki bu enzimin, B-laktam antibiyotiklere afinitesi diger PBP’lerden daha
diisiiktiir. Bu nedenle metisiline direngli stafilokoklar [ laktam antibiyotiklerle
karsilastig1 zaman diger tiim PBP’ler antibiyotikler tarafindan bloke edildigi halde bu
enzimin afinitesi disiik oldugu icin, B laktam antibiyotigi baglamaz ve tim
fonksiyonlar1 lizerine alarak, bakteri duvar sentezini devam ettirir. Ortamda § laktam

antibiyotik olsa da olmasa da PBP2a sentezlenir. Ancak ortamda antibiyotik yoksa
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fonksiyon gostermez. PBP miktar1 ile bakterinin metisilin direng diizeyi arasinda bir
iliski yoktur. PBP2a, diinyanin degisik bdlgelerinde izole edilen, metisilin direngli
koagiilaz pozitif ya da negatif tiim stafilokoklarda gosterilmistir. Metisiline duyarh

olanlarda ise yoktur (Resende ve Ark., 1997; Rartinan ve Tomasz, 1984).

1.11.1. Stafilokoklarda Metisilin Diren¢ Mekanizmalari

1.11.1.1. Yeni Bir Penisilin Baglayic1 Penisilin (PBP2a) Sentezi Nedeniyle
Olusan Direnc¢

En sik karsilasilan direngtir. MRS suslarinda metisiline hassas stafilokok (MSS)
suslarindan farkli olarak ek bir PBP vardir ve PBP2a olarak adlandirilmaktadir.
PBP2a’nin B-laktam antibiyotiklere afinitesi diger PBP’lerden daha diisiiktiir. PBP2a,
2 kb’lik DNA segmentine lokalize bir gen olan mecA geni tarafindan
kodlanmaktadir. mecA geni regiilasyonunu saglayan mecl (represér gen) ve mecRI
(sinyal doniistiiriici gen) genleriyle beraber stafilokokal kaset kromozomu
(staphylococcal cassette chromosome-SCC) ismi verilen genetik yapinin iizerinde
tasinir. mecR1 ve mecl’nin plazmid aracili stafilokokal p-laktamaz geni olan
blaZ’nin ekspresyonunda rolii olan blaR1 ve blal ile protein sekans homolojisi
yiiksektir. Bu da mecA’nin regiilatdor genlerini, blaZ sisteminden aldigim

diistindirmektedir (Hiramatsu ve ark., 2002; Ito ve ark., 2003; Kuroda ve ark., 2001).

Hassas stafilokok suslarinda mec DNA bulunmazken, metisiline direncli
stafilokok suslarinda bulunur. mec DNA bolgesi, mecA, yapisal gen olan penisilin
binding proteini (PBP2a), mecl ve mecR1 ve mecA’nin transkripsiyonunu kontrol

eden (regulatory) diizenleyici elementleri igerir (Chambers, 1997).
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Sekil 1. 18.mec DNA bolgesi

SCC; stafilokok tiirleri arasinda genetik madde aligverisine aracilik eden
hareketli bir elemandir. KNS tiirlerinde ve metisiline hassas S.aureus (MSSA)
izolatlarinda da bulunmaktadir. mecA geni SCCmec adi1 verilen ve SCC ailesinin
metisilin direnci agisindan 6zellesmis bir tiyesinde bulunmaktadir (Hiramatsu ve ark.,
2002; Ito ve ark., 2003; Hanssen ve Ericson, 2006).

SCCmec, 21-67 kb biiyiikliigiinde bir DNA dizisi olup, kromozomda
replikasyon baslangicinin (oriC) yakinindaki orfX’in 3' ucunda attBscc bdlgesinde
yer almaktadir. SCCmec’in replikasyon merkezine yakin bir bolgede yerlesmesi,
antibiyotik direng genlerini ¢abuk almasini saglayarak bakteriye 6nemli bir avantaj
kazandirmaktadir. SCCmec, mec gen kompleksi (mecA ve regiile edici genler) ve ccr
kompleksinden olusmustur. mec gen kompleksi metisilin direncinden sorumludur.
Icerdikleri yapilara gére mec gen kompleksi dort sinifta incelenir (Hiramatsu ve ark.,
2001; Martins ve Cunha, 2007; Hanssen ve Ericson, 2006; Ito ve ark., 2003).
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Sekil 1. 19.Mec gen kompleksinin dort sinifi

SCCmec kasetinde ikinci ana genetik yapi olan ccr gen kompleksi kasetin
bakteriyel genoma entegrasyonu ve eksizyonundan sorumludur. Bunlar
invertaz/rezolvaz ailesinden ccrA, ccrB ve yeni tanimlanan ccrC olmak lizere ii¢
farkli rekombinaz kodlayan genlerdir. SCCmec’in mobilitesini saglarlar (Hanssen ve
Ericson, 2006; Martins ve Cunha, 2007; Zhang ve ark., 2005).

ccr genleri Sinif B mec

i ]
1 1

i
r
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Sekil 1. 20.Ccr gen kompleksinin yapist

SCCmec elemaninin diger kisimlarinda ise, SCC mec tipleri i¢inde farklilik
gosteren ve J (junkyard) bolgesi olarak adlandirilan ¢esitli diziler bulunur. J dizileri
arasinda “insertion sequence” denilen IS elemanlari, farkli antibiyotiklere direngten
sorumlu transpozonlar yer almaktadir (Ito ve ark., 2003; Hanssen ve Ericson, 2006;
Martins ve Cunha, 2007).
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Giiniimiize kadar SCCmec’in 5 farkli tipi tanimlanmistir. Tipl, Tipll ve Tiplll
Ito ve arkadaslari tarafindan, TiplV Ma ve arkadaslar tarafindan ve TipV yine Ito ve
arkadaglar tarafindan tarif edilmistir (Ito ve ark., 2001; Ma ve ark., 2002; Ito ve ark.,
2004) (Sekil 1.22).

SCCmec Tipl; smif B mec gen kompleksi ve tipl ccr gen kompleksinden
olugmaktadir. Metisilin ve agir metaller disindaki ilaglara karsi direng geni

tasimamaktadir (Martins ve Cunha, 2007; Zhang ve ark., 2005; Ito ve ark., 2001).

SCCmec Tipll; simf A mec gen kompleksi ve tipll ccr kompleksinden
olugmaktadir. mecA ve mecR1 genleri disinda, J bolgesinde pUB110 plazmidi ve
Tn554  transpozonu  tasimaktadir.  Tn554; makrolid, klindamisin  ve
streptograminB’ye karsi direngten, pUB110 ise aminoglikozidlere karsi direngten
sorumludur (Martins ve Cunha, 2007; Zhang ve ark., 2005; Ito ve ark., 2001).

SCCmec Tiplll; sinif A mec gen kompleksi ve tip III ccr gen kompleksinden
olusmaktadir. mecA, mecR1 disinda pT181 plazmidi, Tn554 transpozonu ve pseudo
Tn554 (YTn554) tasimaktadir. YTn554 kadmiyuma karsi direncten, pT181
tetrasiklin ve civaya karsi direngten sorumludur. Diger tiplerde bulunmayan Ycer
geni ad1 verilen geni de igerir (Martins ve Cunha, 2007; Zhang ve ark., 2005; Ito ve
ark., 2001).

SCCmec TiplV: smf B mec gen kompleksi ve tip 2 ccr gen kompleksinden
olugsmaktadir. Bu yap1 kiigiik olup mecA disinda direng geni tasimaz (Martins ve
Cunha, 2007; Zhang ve ark., 2005; Ma ve ark., 2002).

SCCmec TipV; smif C mec gen kompleksi ile ccrC igermektedir. Ito ve ark.
tarafindan bir Avustralya susundan tanimlanmistir. Sadece metisilin direnci kodlayan
genlere sahiptir (Martins ve Cunha, 2007; Zhang ve ark., 2005; Ito ve ark., 2004).
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Ingiltere’de 1961°de izole edilen ilk MRSA (NCTC 10442) susunun Tipl,
Japonya’da 1982°de izole edilen MRSA (N315) susunun Tipll, Yeni Zelanda’da
1985°de izole edilen MRSA (85/2082) susunun TipIIl SCCmec igerdigi saptanmistir
(Martins ve Cunha, 2007; Ito ve ark., 2001; Ito ve ark., 1999). SCCmec tiplerinden,
TipL, II ve III genellikle hastane kokenli, TipIV ve V ise toplum kdkenli MRSA
izolatlarinda bulunmaktadir (Martins ve Cunha, 2007; Francgois ve ark., 2004).

Stafilokoklarda metisilin direnci fenotipik olarak iki farkli bi¢imde karsimiza

cikabilmektedir:

Homojen direnc¢: Bakteri kolonisini olusturan tiim bakteriler mecA genini

tasirlar ve hepsinde mecA geni fonksiyoneldir (Giir, 2008; Unal, 2004).

Heterojen direnc¢: Klinik uygulamada daha sik goriilen, ancak tespiti gii¢ olan
direnc tiirlidiir. mecA geni tagimalarina ragmen, 104 yada 108 bakteriden birinde
direncin olmasi durumudur. Bunun nedeninin; mecA disindaki diizenleyici genetik

elemanlarin mutasyonu olabilecegi diisiiniilmektedir (Giir, 2008; Unal, 2004).

Ayrica mecA varligia ragmen metisilin minimum inhibisyon konsantrasyon
(MIK) diizeylerinin diisiik oldugu izolatlar bulunmaktadir. Pre-MRSA olarak
adlandirilan bu izolatlarda mecl-mecRI diizenleyici genleri islevseldir. Heterojen
direngli izolatlarin saptanmasinda mecR1 i¢in daha i1yi ve hizli bir indiikleyici olan
sefoksitinin kullanilmasi, otolizinlerin etkisini azaltmak i¢in besiyerine %?2-4
oraninda NaCl eklenmesi, mecA gen ekspresyonunun artirilmasi igin diisiik 1sida
uzun siire inkiibasyon gibi yontemleri kullanilmaktadir (Peacock, 2005; Giir, 2008;
Ayaz, 2008; Unal, 2004).
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1.11.1.2. Asir1 p-laktamaz Salgilanmasi ile Olusan Direng

B-laktamazlarin asir1 salgilanmasi metisilini kismen pargalayarak metisilin direncine
neden olur. Bu tiir direng,  laktam antibiyotiklerin B laktamaz inhibitori ile kombine
edilmesi ile yenilebilir (Rice ve ark., 2003; Ayaz, 2008; Unal, 2004).

1.11.1.3. Mevcut PBP’lerde B-laktam Antibiyotik Afinitesinde Azalma Tle
Olusan Diren¢

Son yillarda mecA geni tagimadiklari halde metisiline direngli stafilokoklar tespit
edilmistir. Cok az sayida goriilen bu suslar incelendiginde, bu bakterilerin mevcut
PBP’lerinin B laktam antibiyotiklere diisiik afinite gosterdikleri saptanmistir. Ayrica
mecA negatif olmasina ragmen oksasilin MiK degerleri 8-16 mg/L civarinda olan
suslar bulunabilmektedir. Bunlarin bir kismi p-laktamazin agir1 {liretiminden
[Borderline resistant S.aureus (BORSA)], bir kismi da var olan PBP’lerdeki
(6zellikle PBP2 ve PBP4) nokta mutasyonlarindan [Moderately resistant S. aureus
(MODSA)] veya PBP4’iin (disiik molekiil agirhikli PBP) asir1 yapimindan
kaynaklanabilir (Peacock, 2005; Rice ve ark., 2003; Unal, 2004).

1.11.2. Metisilin Direncini Etkileyen Internal Faktorler

1- Belirli Uzunluktaki Glikan Zincirleri: PBP2a, PBP2’nin transglikozilaz
aktivitesine bagimlidir. B laktamlar yiikksek molekiil agirliklt PBP’lerin transpeptidaz
domain’ini inhibe ederken, transglikozilaz domain’ine bir etki gdstermezler (Unal,
2004; Bachi ve Rohrer, 2002).

2- Normal Peptid Konfigiirasyonu I¢in Gerekli Kok Peptidler: Ortama

glisin konuldugunda, peptidoglikan zincirinin sonunda normal kosullarda olmasi



44

gereken iki alanin rezidiisiiniin yerini, iki glisin rezidiisiiniin almasmin metisilin
direncinde azalmaya ve homojen fenotipin heterojen fenotipe doniismesine neden
oldugu bilinmektedir. Bu sonuglar PBP2a’nin dogru uzunlukta ve normal seride
peptid elde edilmesi i¢in kok peptidlerine ihtiya¢ olduguna isaret etmektedir (Unal,
2004; Bachi ve Rohrer, 2002).

3- Intakt Olmak I¢in Gerekli Pentaglisin Capraz Kopriileri: Glikan
zincirlerini birbirine baglayan pentaglisin ¢apraz kopriilerinin yapimindan femA,
femB ve femX sorumludur. FemX birinci glisini, femA ikinci ve ti¢lincii glisinleri ve
femB de dordiincii ve besinci glisinleri kopriiye sokar. femA ve femB genlerinin
herhangi birinin inaktivasyonu bakteri i¢in letal oldugundan, femA ve femB

proteinleri ila¢ calismalarinin yeni hedefleridir (Unal, 2004; Bachi ve Rohrer, 2002).

1.11.3. Metisilin Direncini Etkileyen Eksternal Faktorler

Tuz konsantrasyonu, pH, ozmolarite ve ortam 1sis1 metisilin direncini etkileyen
eksternal faktdrlerdendir. Inkiibasyon siiresinin 18 saat yerine 24 saate uzatilmasinin
metisilin direncli suslarin saptanmasin1 arttirdig: da bilinmektedir (Unal, 2004; Bachi
ve Rohrer, 2002).

1.11.4. Metisilin Direncinin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

MRS’larda tim B-laktam yapisindaki antibiyotiklere ve ayni zamanda diger grup
antibiyotiklere olmak tizere ¢oklu ila¢ direnci goriilmektedir. Bu nedenden dolay1
metisilin direncinin en kisa siirede dogru olarak saptanmasinin bu enfeksiyonlarin
kontrol altina alinmasinda ve tedavisinde dogru antibiyotigin secilmesinde biiyiik
onem tasimaktadir. Giiniimiizde metisilin direncinin saptanmasinda mecA geninin
molekiiler yontemlerle saptanmasi altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak,

bu yontemlerin klinik laboratuarda uygulanmasi zor ve pahalidir. Bu nedenle klinik
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laboratuarlarda stafilokok izolatlarinda metisilin direncinin saptanmasinda gesitli

yontemler kullanilmaktadir.

1.11.4.1. Fenotipik Yontemler

Disk difiizyon yontemi: En sik kullanilan yéntemdir. Inokulum yogunlugu
McFarland 0,5 standartina esdeger olacak sekilde hazirlanir. Mueller Hinton agar
(MHA) besiyerine ekiivyon ile ekim yapildiktan sonra diskler yerlestirilir ve 35°C’de
16-18 saat (oksasilin i¢in 24 saat) inkiibe edilir. Bunun sonucunda, disk ¢evresinde
bakterilerin tiremedigi dairesel bir inhibisyon alani olusur. Bu alanin ¢api mm
cinsinden Olgiilerek duyarli, orta duyarli ve direngli olacak sekilde duyarlilik
belirlenir. Diskler arasindaki mesafe en az 2 cm olmalidir (Turnidge ve ark., 2003;
Jorgensen ve Turnidge, 2003; CLSI, 2009; CLSI, 2008).

E-test yontemi: Bakteri siispansiyonu yine McFarland 0,5 standartinda
hazirlanir ve MHAa ekiivyon ile ekim yapilir. E-test stribi yerlestirilip, 35°C’de 24
saat inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi sonunda, elips seklindeki inhibisyon alaniin
stribi kestigi konsantrasyon MIK olarak belirlenir (Turnidge ve ark., 2003; CLSI,
2008).

Tuz agar tarama: Bu yontemde, 6 mg/ml oksasilin ve % 4 NaCl iceren MHA
besiyerine, McFarland 0,5 standardinda bakteri siispansiyonundan ekiivyon ile ekim
yapilir. Plaklar 24 saat 35°C’de inkiibe edilir. Bir tek koloni iiremesi dahi susun
metisiline direngli oldugunu gosterir (Turnidge ve ark., 2003; CLSI, 2008).

Agliitinasyon testleri: Son yillarda mecA {irlini PBP2a’nin  varhigini
saptayarak metisilin direncinin belirlendigi latex agliitinasyon kitleri gelistirilmistir
(Leeuwen ve ark., 1999). PZR ile mecA varliginin tespiti ile karsilastirildiginda bu
testlerin duyarliligr %97-98,5, 6zgilligl ise %100 oldugu bulunmustur (Louie ve
ark., 2000).
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Vitek2 otomatize sistem: Vitek2 sistem antibiyotik duyarlilik test (AST) karti,
Gram pozitif mikroorganizmalarin otomatize kantitatif veya kalitatif duyarlilik testi

icin kullanilir. Antibiyotik duyarlilik sonuglar1 sistem tarafindan 16-24 saat iginde
verilmektedir (VITEK2, http://www.biomerieux.com; CLSI, 2008).

1.11.4.2. Molekiiler Yontemler

Metisiline direncli izolatlar1 saptamada molekiiler yontemler en duyarli yontemlerdir.
Bunlar i¢cinde DNA hibridizasyon ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yer
almaktadir. Her iki yontemin mecA’y:1 saptama duyarliligi ve 6zgiilligi %100 olup
uygulama kolaylig1 acisindan PZR tercih edilen ve giiniimiizde altin standart olarak
kabul edilen yontemdir (Turnidge ve ark., 2003; Jorgensen ve Turnidge, 2003; Nolte
ve Caliendo, 2003, Koksal, 2001; Jaffe ve ark., 2000).

1. DNA hibridizasyonu: Ozgiil bdlgelere baglanan enzim veya radyoaktif
isaretli problar kendilerine 6zgii degisik yontemlerle denatiire edilebilen DNA veya
RNA ile hibridize olarak stabil bir ¢ift iplik olustururlar. Boylelikle hibridize olan
niikleik asitler g¢esitli yontemlerle saptanabilir hale getirilir (Podzorski ve Persing,
1995; Wolcott, 1992). mecA’y1r saptamaya yoOnelik yapilan ¢alismalar ile
hibridizasyon sonuglart karsilastirildiginda bu yontemin %100 duyarli ve 6zgiil bir
yontem oldugu saptanmistir (Richard ve ark., Kolbert ve ark., 1998). Ancak,
uygulama zorlugu ve PZR’a gore daha yiliksek miktarlarda DNA gerektirmesinden
dolay1 ¢ok tercih edilen bir yontem degildir (Unal ve ark., 1992).

2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Niikleik asitlerin invitro
cogaltilmasini saglayan bir yontemdir. Yontem belirli bir niikleotid dizgesini igeren
DNA bolgesinin ¢ogaltilmasi esasina dayanir. Bu teknik ¢ok az miktarda DNA ile
calismaya olanak saglamaktadir. Cogaltilan DNA bdlgesi (20-30 bazlik niikleotid
bolgesi) 6zgiil oldugu i¢in tan1 amagh kullanilan hizli bir testtir. Cogaltilmak istenen
DNA bolgesinin iki ucuna 6zgii bu bdlgenin baz dizelerini tamamlayic1 bir ¢ift

sentetik oligoniikleotid primer kullanilir. Istenilen DNA parcasi bu iki primerle


http://www.biomerieux.com/

47

smirlandirilarak ¢ogaltilir. Bu islemde 1siya dayanikli Taqg DNA polimeraz enzimi
kullanilir (Bannerman, 2003).

Bu yontemde {i¢ degisik sicaklikta basamaklar bir dongii halinde tekrarlanir.
Ik basamak denatiirasyon olup, bu basamakta 94°C’a kadar 1sitilan DNA’daki
hidrojen baglarmn birbirinden ayrilmastyla DNA iki zincir halini almaktadir. Ikinci
asama annealing (birlesme)’dir. Bu asamada sicakligin diisiiriilmesiyle primerler
cogaltilacak bolgenin uglarinda yer alan kendilerine 6zgiil dizileri taniyarak hidrojen
baglar1 kurup baglanirlar. Ugiincii basamak ise primerlerin uzama asamasidir.
Karistm DNA polimerazin g¢alistigi sicakliga getirildiginde primerlere baglanmis
enzim molekiilleri sentezlenmekte olan DNA’nin 3' ucuna, kalip DNA’ya uygun
niikleotidleri ekleyerek DNA sentezini yaparlar. Bu {ic basamak her tekrarlanisinda
iki primer arasinda kalan 6zgiil DNA parcasinin her iki zincirinin birer kopyasi
cikarilmig olur. Reaksiyon icin ortamda, ¢ogaltilacak DNA boélgesinin, bu bolgenin
iki ucundaki DNA dizisini 6zgiil olarak taniyip baglanacak olan DNA primerlerinin,
primerlere baglanip bunlara 3' ucundan niikleotidleri ekleyerek sentez yaptiracak
DNA polimerazin ve sentezde kullanilacak deoksiniikleotid trifosfatlarin (dATP,
dCTP, dGTP dTTP), DNA polimerazin ¢alismasi i¢in gerekli tampon gorevi yapacak

tuzlarin ve Mg™" un bulunmasi gerekmektedir (Bannerman, 2003).

Cogaltilan DNA degisik yontemlerle saptanabilmektedir. Yaygin olarak
kullanilan yontem agaroz jel elektroforezidir. PZR ile elde edilen iirinler bu
yontemle ayristirildiktan sonra DNA  zincirleri etidyum bromidle boyanarak
ultraviyole altinda goriiniir hale getirilir. Elde edilen bantlar molekiiler biiytikliik
belirleyicileri ile karsilastirilarak dogrulugu hakkinda karar verilir (Podzorski ve
Persing, 1995).

Yakin gelecekte bu teknigin kan ve diger steril viicut bosluklarindaki mecA
tasiyan stafilokoklar1 saptamada hizli ve giivenilir bir yontem olarak uygulamaya
girecegi diisiiniilmektedir. Sonugta, dogru antibiyoterapiye daha hizli baslanabilecegi

umulmaktadir.
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1.11.5. Epidemiyolojik Yonden Birbirine Benzeyen Kokenlerin Tanimlanmasi

1.11.5.1. Fenotipik Yontemler

Bakteriyel epidemiyolojide, klasik fenotipik yontemler halen 6n sirada gelmektedir

(Emori ve Gaynes, 1993). Bu amagla, gesitli fenotipik yontemler uygulanmaktadir.

Rezistotip belirlenmesi: Bu ydntemde antimikrobiyal ajanlar kullanilarak
duyarlilik testi yapilmaktadir. Standart ve tekrarlanabilirliginin yeterli olmasi

nedeniyle izolatlarin karsilastirilmasinda da uygulanabilmektedir (Struelens, 1996).

Serotip belirlenmesi: Bu yontemde poliklonal veya monoklonal antikor setleri
kullanilarak yiizey antijenleri saptanir. Tek bir tiir veya cinsten izolatlarin

karsilagtiritlmasinda kullanilir (Arbeit, 1995).

Biyotip saptanmasi: Mikroorganizmalar arasinda degiskenlik gosterdigi
bilinen bazi biyokimyasal 6zelliklerin saptanmasi yontemidir. Tiplendirme yetenegi
¢ok iyi diizeyde olmasina karsin, ayrim giicii degisken ve tiire baglidir (Emori ve
Gaynes, 1993; Arbeit, 1995).

Multilokus enzim elektroforezi (MLEE): Bir ¢ok gendeki allellik farkliliklart
gosteren, bakteri i¢in gerekli enzimlerin elektroforetik varyantlarini saptama temeline

dayanan bir yontemdir (Arbeit, 1995).

Faj ve bakteriyosin tiplendirmesi: Standart bir bakteriyofaj seti veya
bakteriyosinler kullanilarak 6zgiil lizis paternleri eldesine dayanan bu yontemler
sadece bazi tiirler igin bagariyla kullanilabilmektedir. Ancak tiplendirme yeteneginin
diisiik olmasi, kalite kontrolii igin siirekli olarak standart faj veya bakteriyosin setleri

bulundurulmasi gerekliligi nedeniyle kullanimi sinirhidir (Emori ve Gaynes, 1993).
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1.11.5.2. Genotipik yontemler

Molekiiler epidemiyolojik yontemler olarak da adlandirilan genotipik yontemler,
fenotipik yontemlerin tiplendirme ve ayirim gilicii siirhh kaldigindan salgin

incelemesinde kullanilmaya baslanmistir.

Plazmid profil analizi: Bu yontem, plazmidlerin saflastirilmasi ve agaroz jel
elektroforezi ile ayrilarak say1 ve biiylikliik agisindan incelenmesi esasina dayanir.
Plazmid profil analizi tek hastane veya serviste gelisen bir hastane salgininda ayni

tiirden bakterilerin kiyaslanmasi amaciyla kullanilabilir (Arbeit, 1995).

RFLP yontemi: Bakteri genomunun kiyaslanmasi ic¢in kullanilan bir
yontemdir. Kromozomal DNA’nin sik kesen restriksiyon enzimleriyle muamelesi
sonucu, bakteri genomunda bulunan kesim bdlgelerinin sayisi ve yerine gore sustan

susa degisen bir patern elde edilir (Arbeit, 1995).

Ribotiplendirme: Tiim DNA’y1 temsil edebilecek korunmus bdlgelerin analizi
yapilir ve mikroorganizmalar birbiriyle kiyaslanir. Bu amagla genom, restriksiyon

enzimleriyle kesilerek gen bolgelerine 6zgiil isaretli problar kullanilir (Arbeit, 1995).

Pulsed field gel electrophoresis (PFGE): Bu yontemde mikroorganizma
genomu seyrek kesen endoniikleazlarla muamele edilir. Sonugta DNA biiyiik
parcalara ayrilir ve tiim mikroorganizma genomu incelenebilir. PFGE paternlerinin
yorumlanmasi i¢in standartlar gelistirilmistir. Tenover ve arkadaslari iki izolatin
DNA makrorestriksiyon paternleri ayni ise izolatlarin ayni sus, paternler arasinda 1-6
bant farklilik s6z konusu ise ayni susun alt tipleri olarak kabul edilmelerini
onermektedir. Bu yoOntem giiniimiizde epidemiyolojik olarak birbiri ile iligkili
izolatlarin saptanmasinda “altin standart” olarak kabul edilmektedir (Tenover ve ark.,
1995). MRSA izolatlarim1 ayirt edebilme giici bakimindan diger genotipik
yontemlere gore istiin  olup, laboratuar standardizasyonunda sorunlarla

karsilasilmaktadir (Olive ve Bean, 1999).
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Arbitrarily primed PZR (AP-PZR): Bu yontem, diisiik baglanma 1silarinda
kromozomal DNA’ya rastgele baglanabilen 9-10 bazlik kisa dizgiler kullanilarak
bakteri genomunun amplifiye edilmesi temeline dayanir (Arbeit, 1995; Olive ve
Bean, 1999).

Rep-PZR: AP-PZR analizine benzeyen bir yontem olup burada bakteri
genomunda bulunan tekrarlayan dizgilere 6zgii primerler kullanilmaktadir (Arbeit,

1995; Olive ve Bean, 1999).

Gilintimiizde fenotipik yontemler epidemiyolojik baglantili kokenleri saptamak
icin sik kullanilmakla birlikte, bu yontemlerin ¢ogul antibiyotik direncinden dolayi
klonal olarak baglantili bakterilerin saptanmasinda yarart siirlidir. Bu yiizden
epidemiyolojik calismalarda DNA kaynakli tipleme yoOntemlerinin, en giivenilir

yontemler oldugu bildirilmektedir.

Bu yontemler icinde, yukaridaki kisimda belirtildigi gibi, PFGE altin standart
olmasmma ragmen sayilan dezavantajlarindan dolayr rutin laboratuarlarda
kullanilmamaktadir. Bu ylizden AP-PZR, PFGE’e kiyasla daha hizli, ucuz ve
uygulanmasinin kolay olmasi bakimindan epidemiyolojik olarak baglantili kokenleri

saptamada rutinde sik olarak kullanilmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

Kasim 2009 — Nisan 2010 tarihleri arasinda Afyon Kocatepe Universitesi Arastirma
ve Uygulama Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuarina génderilen, ¢esitli klinik

orneklerden izole edilmis olan toplam 316 stafilokok susu ¢alismaya alindi.

2.1. Klinik Orneklerden Bakteri Identifikasyonu

Kliniklerden gelen kan kiiltiirii siseleri, rutin olarak Bactec otomatize kan kiiltiirti
cihazina (Becton Dickinson, MD, USA) konuldu ve cihaz pozitif uyar1 verene kadar
en fazla yedi giin inkiibe edildi. Pozitif kan Kkiiltliirleri Gram boyama ile
degerlendirildi. Bronko-alveolar lavaj, trakeal aspirat 6rnekleri, beyin omurilik sivisi
(BOS), asit mayi, plevral mayi ornekleri, yara, apse, idrar ornekleri ve diger klinik
ornekler %5 koyun kanli agar ve gikolata besiyerine ekildi ve 35-37°C’de, 16-24 saat
inkiibe edildi.

Bakteriler ¢alisma zamanina kadar %10 gliserol iceren beyin kalp inflizyon
besiyerinde -70°C’de dondurularak saklandi. Calisma yapilacagi zaman 6rnekler oda
sicakligina cikarilir. Ekiivyon yardimiyla ornekten bir miktar alinip Brain heart
zenginlestirme besiyerinde siispanse edildi ve etiivde 16-24 saat siireyle inkiibe
edildi. Daha sonra %5 koyun kanli agar besiyerine pasaj yapildi ve 37°C’de 16-24
saat inkiibe edildi.

Bakteri identifikasyonu koloni morfolojisi, gram boyama, katalaz reaksiyonu,
koagiilaz, clumping faktor ve DNaz testi sonuglar1 degerlendirilerek stafilokok

suslari, S.aureus ve KNS olarak tanimlandi.
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Sekil 2. 1 Stafilokok koloni morfolojisi

Katalaz reaksiyonu: Eritrositlerde var olan katalaz aktivitesi nedeniyle,
cikolata besiyerinden lam iizerine alinmig koloniye %3’lilk hidrojen peroksitten

(H207) birkag damla damlatildi ve hava kabarciginin olugsmasi pozitif test olarak

kabul edildi.

Clumping faktor saptanmasi (lam Kkoagiilaz testi): Temiz bir lamda
stafilokok kolonilerini homojen olarak siispanse edildi. Bu siispansiyonun iizerine bir
damla plazma damlatilarak 10 saniye igerisinde kiimelesme reaksiyonu izlenen
izolatlar clumping faktor olumlu olarak degerlendirildi. Test sonucu olumsuz olanlar

tiip koagiilaz testine alindu.

Tiip koagiilaz testi: Plazma serum fizyolojik ile 1/5 oraninda sulandirildi ve 1
ml olacak sekilde steril bir tiipe aktarildi. Stafilokok kolonileri bu plazmada siispanse
edildi. Tapler 35°C’lik etiive kaldirilarak saat bagi kontrol edilmek iizere toplam 4
saat inkiibe edildi. Bu siire icinde veya sonunda plazmanin pihtilastigi suslar
koagiilaz olumlu olarak degerlendirildi. Siire sonunda koagiilasyonun olmadig tiipler

oda 1s1sina ¢ikarilarak 24 saat sonunda pihtilasma izlendi.
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Sekil 2. 2 Tiipte koagiilaz testi

DNaz testi: Kanli besiyerinden ekiivyon yardimiyla birkag stafilokok kolonisi
alimip DNaz besiyerine ekim yapildi. Ekim yapilan besiyerleri etiivde 37°C’de 24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinden sonra besiyerine bir miktar HCL dékiilerek

kolonilerin etrafinda seffaf zon ¢ap1 olup olmadig1 gozlendi.

Sekil 2. 3 DNaz besiyeri / S.aureus / KNS

2.2. Metisilin Direncinin Belirlenmesi

Metisiline direngli suslarin saptanmasi igin asagidaki testler uygulandi. Antibiyotik

duyarliliklarinin belirlenmesinde CLSI kriterlerine uyuldu.

2.2.1. Disk Difiizyon Yontemi

Stafilokok suslarinda metisilin direncinin belirlenmesi i¢in yapilan testlerde,

oksasilin kullanildiginda, direncin belirlenebilme olasiligi daha yiiksektir. Bu
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nedenle metisilin yerine oksasilin tercih edilmektedir (Giir, 2000). Bizim
calismamizda da metisilin direncinin belirlenmesi i¢in oksasilin ve sefoksitin

kullanilmistir.

Yirmidort saatlik saf bakteri kiiltiiriinden sivi besiyerinde 0,5 McFarland
bulanikligina esit olacak sekilde direkt koloni siispansiyonu hazirlanip, bu
siispansiyon 4 mm kalinligindaki Mueller-Hinton agar besiyeri ylizeyine ekiivyon
yardimiyla yayildi. Besiyeri ylizeyi kuruduktan sonra CLSI 6nerileri dogrultusunda
oksasilin ve sefoksitin diskleri yerlestirildi. 37°C’de, normal atmosfer kosullarinda
24 saat inkiibasyondan sonra zon ¢aplari degerlendirildi. S.aureus i¢in oksasilin zon
capt <10mm olanlar diren¢li, 11-12mm olanlar orta duyarli, >13mm olanlar ise
duyarli, KNS suslar1 i¢in zon ¢apt >18mm olanlar duyarli, <I7mm olanlar direngli
olarak kabul edildi. S.aureus i¢in sefoksitin zon ¢ap1; >20mm olanlar duyarli, <19mm
olanlar ise direncli, KNS suslari icin zon ¢api; >25mm olanlar duyarli, <24mm

olanlar direngli olarak kabul edildi.

2.2.2. Coklu Antibiyotik Direncinin Belirlenmesi

Cogul antibiyotik direncinin belirlenmesi i¢in, Mueller Hinton Agar besiyerinde,
hazir antibiyotik diskleri (Oxoid) kullanilarak, CLSI kriterlerine uygun disk difiizyon
testi yapildi. Kullanilan antibiyotikler, disk icerikleri ve degerlendirme i¢in zon
caplar1 Tablo 2.1°de verilmistir. Test islemi tamamlandiktan sonra tablo’da verilen
zon ¢aplarma gore degerlendirme yapilip test edilen antibiyotiklerin diren¢ durumlari

belirlendi.



Tablo 2. 1.CLSI kriterlerine gore disk igerikleri ve zon gaplari
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Zon Caplar: (mm)

Antibiyotik Disk icerigi(ug) | Duyarh (=) | Orta Duyarh | Direngli (<)
Penisilin G 10 29 - 28
Vankomisin 30 - - 6
Teikoplanin 30 14 11-13 10
Linezolid 30 21 - 20
Trimetoprim 1.25/23.75 16 11-15 10
sulfametoksazol
QJTb';iEtg% 10/10 15 12-14 11
Eritromisin 15 23 14-22 13
Sefepim 30 18 15-17 14
Seftriakson 30 21 14-20 13
Sefotaksim 30 23 15-22 14
U: Unite

2.2.3. Molekiiler Yontemler

2.2.3.1. Bakteriyel DNA’nmin Hazirlanmasi

Her sus igin, steril mikro PZR tiiplerine 100uL lizis tamponu dagitildi. Steril

kiirdanlar yardimiyla, her petriden 2-3 koloni alinip lizis tamponu igerisine siispanse

edildi ve iyice vortekslendi (GVLab, Germany). Sicak blok {izerinde 100°C’lik saf

suda 15 dakika kaynatildi. Oda sicakliginda sogumasi igin bekletildi ve tiipler
santrifiijde 14000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi (Hettich Mikro 22). Santrifiij

sonras1 siipernatant kistmdan 20uL alinip mikro PZR tiiplerine aktarildi. Tipler

hastalarin protokol numaralarina gore siralandi ve -20°C’de PZR isleminde

kullanilmak tizere saklandi.
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2.2.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, kromozomal DNA’dan istenilen gen bolgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan bir
tekniktir. Cogaltilmas: istenen gen bolgesi ig¢in uygun oligoniikleotid primerler
kullanilir. Bu primerler araciligi ile istenen gen bolgesinin varhigi arastirilir. PZR
yontemi toplam 150 stafilokok susu i¢in uyguland: ve real time PZR (gergek zamanl
PZR) ile yaklasik 533bp’lik mecA ve 255bp’lik nuc gen bdlgelerinin varligi

arastirildi.

Amplifikasyon mix’inin hazirlanmasi

CYBR 25ul )
Distile su 20ul

PrimerF 1,5ul p 50ul
PrimerR 1,5 ul

DNA 06rnegi 2ul )

Calismada kullanilan primerler

mecA2 | AACGATTGTGACACGATAGCC
nucl TCAGCAAATGCATCACAAACAG
nuc2 CGTAAATGCACTTGCTTCAGG

mecAl | GGGATCATAGCGTCATTATTC
‘ ‘533bp

‘255bp

Amplifikasyon mix’i reaksiyonun baglamamasi i¢in soguk blok iizerinde ve
calismanin kontamine olmamasi i¢in biyogiivenlik kabininde hazirlandi. Soguk bloga
ornek sayis1 kadar mikro pzr tiipii siralandi. CYBR ve primerler -20°C’den ¢ikarildi
ve eridikten sonra Ornek sayisina orantili olarak 1,5 ml’lik tiipe aktarildi. Ardindan
CYBR ve primerler tekrar -20°C’ye kaldirildi. Sonra tiipe 6rnek sayisi ile orantili
olarak distile su eklendi ve karisimdan 48ul mikro pzr tiiplerine dagitildi.
Kontaminasyonu onlemek amaciyla karisim dagitilirken mikro tiiplerin kapaklar

pipetleme sonrasi hemen kapatildi. Daha sonra DNA ekleme islemi kirli tezgah
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tizerinde yapildi. Hazirlanan karigima 2ul DNA eklendi ve mikro tiipler Fluorion

(Iontek, China) Thermal Cycler’a yerlestirildi.

PZR reaksiyonu i¢in gereken kosullar;

PreDenatiirasyon 94°C’de 4 dakika

Denatiirasyon 94°C’de 30 saniye
Annealing 54°C’de 30 saniye »35 Siklus
Uzama 72°C’de 1 dakika
Son uzama 72°C’de 4 dakika

PZR tiipleri cihaza yerlestirildikten sonra reaksiyonun ger¢eklesmesi icin
gereken program ayarlandi ve ¢alisma baslatildi. PZR islemi sonucunda olusmasi
beklenen 533bp ve 255bp biiyiikligiindeki gen frlinlerinin varligi agaroz jel
elektroforezinde incelendi. PZR sonucu mecA ve nuc negatif ¢ikan suslar i¢in PZR

islemi en az iki kez tekrarlanmistir.

2.2.3.3. Agaroz Jel Hazirlanmasi

PZR sonucunda olusan iiriinler agaroz jel elektroforezde incelendi. Bunun igin;

%?2’lik agaroz jel kullanildi.

* 1gr agaroz tartilip S0mL 1XTBE igerisinde ¢oziildii.

* Mikrodalga firinda homojen oluncaya kadar kaynatildu.

* Jel dokme tablasinin kenarlar1 kapatildi.

* Firindan ¢ikan agaroz tablaya dokiildi ve katilasmaya birakildi.

* Tarak diizgiin bir sekilde tablaya yerlestirildi.

* Jel katilasinca tarak dikkatlice ¢ikarildi.

* Tabla, igerisine 250mL 1XTBE tamponu konmus elektroforez tankinin

igerisine yerlestirildi.
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2.2.3.4. Agaroz Jel Elektroforezi

*  Steril PZR tiiplerine 2ul jel yiikleme soliisyonu dagitildi.

* Yiikleme soliisyonu lizerine 10ul PZR iirtinii eklendi.

* Jelin ilk kuyucuguna 12ul marker (mecA igin; 100bp, nuc i¢in; 50bp ladder)
yiiklendi.

*  Diger kuyucuklara sirastyla PZR iiriinleri yiiklendi.

*  Elektroforez tanki gii¢ kaynagina baglandi (Termo EC 250-90 Electrophoretic
Gel System, )

* 100 Volt siddetindeki akim 45 dakika boyunca uygulandi.

% Jel elektroforez tankindan alinip igerisine etidyum bromid eklenmis 1XTBE

soliisyonunda yaklasik 1 saat bekletildi.

Jel, goriintiileme sistemine (Biolab UVI Tech) yerlestirildi ve bant olusumlari
incelendi. Elektroforez sonucu olusan iriinler, marker ile karsilastirildi. Yaklasik

533bp’lik bantlarin mecA, 255bp’lik bantlarin da nuc geni oldugu saptandi.
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3. BULGULAR

Kasim 2009 — Nisan 2010 tarihleri arasinda Afyon Kocatepe Universitesi Arastirma
ve Uygulama Hastanesi’nde yatan veya poliklinik hastalarindan Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuara gonderilen, gesitli klinik 6rneklerden izole edilen ve ¢oklu ilag direnci

gosteren toplam 316 stafilokok susunun 271’1 S.aureus, 45’1 KNS idi.

S.aureus suslart; Anestezi (%20), Genel Cerrahi (%16,2), Ortopedi (%12.,4),
Beyin Cerrahi (%8,6), Gogiis (%7,6), Dahiliye (%6,7), Noroloji (%7,6), Pediatri
(%3,8), Kardiyoloji (%3,8), Plastik Cerrahi (%3,8) ve diger (%9,5) servislerden
gelen Kklinik 6rneklerden izole edildi (Sekil 3.1).

20
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S.aureus suslarinin  %34,3’ti yara kiltiirtinden, %31,4’ti trakeal aspirat

o N B OY 0

© &

‘ J I

Sekil 3. 1 S.aureus suslarinin servislere gore dagilinm

kiltiirtinden, %27,6’s1 kan kiiltiiriinden, %3,8’1 balgam kiiltiiriinden ve %2,9’u diger
klinik 6rneklerden elde edilmistir (Sekil 3.2).
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1.

Yara Trakeal Kan Balgam Diger
Kaltir(t Aspirat Koltirdn  Kaltori

Sekil 3. 2 S.aureus suslarimin klinik 6rneklere gore dagilim

S.aureus izole edilen hastalarin 63°ti erkek (%60), 42’si kadin (%40) idi.
Hastalarin yas gruplari; 0-13 yas ¢ocuk (%3,8), 14-25 yas geng (%3,8), 26-40 yas
geng eriskin (%32,4) ve 41 ve lizeri yas eriskin (%60) olarak belirlendi (Sekil 3.3).

il 40ve Uzeri H26-40 L114-25 M 0-13

Sekil 3. 3 S.aureus suslarinin yas gruplarina gore dagilimi

Coklu ilag direnci gosteren S.aureus suslarinin, oksasilin disk difiizyon testinde
141°1 (%52) ve sefoksitinde ise 144’1 (%53,1) direngli bulundu. Bu sonuglar altin
standart kabul edilen mecA geninin varligi ile karsilastirildi (Tablo 3.1).

Tablo 3. 1.S.aureus suslarinin antibiyotik direncinin mecA gen varligi ile karsilastirilmasi

mecA
Antibiyotik
Pozitif Negatif

Direngli 141
Oksasilin

Duyarh 2 128

Direngli 144 1
Sefoksitin

Duyarh - 126
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izole edilen S.aureus suslarinin coklu antibiyotik duyarliliklart CLSI’'nin
belirledigi kriterlere gore degerlendirildi (Tablo 3.2). Calismaya dahil edilen 271
S.aureus susundan %97,7’si Penisilin’e direngli bulundu. Bunun yaninda %70,8’i
Ampisilin sulbaktama, %68,6’s1 Seftriakson, Sefepim ve Eritromisine, %55,7°1 Trimetoprim
sulfametoksazola ve %0,3i Linezolide direncli bulundu. S.aureus suslarinda glikopeptid

antibiyotikler olan Vankomisin ve Teikoplanine direng saptanmadi.

Tablo 3.2 S.aureus suslariin ¢oklu antibiyotik duyarhliklar:

Antibiyotik S R
Vankomisin 271
Teikoplanin 271
Linezolid 270 1
Trimetoprim sulfametoksazol 120 | 151
Seftriakson 85 186
Ampisilin sulbaktam 79 192
Sefepim 85 | 186
Eritromisin 85 186
Penisilin 6 265

PZR islemi sonucunda 271 S.aureus susunun herbirinde 255bp’lik nuc gen

tirtinlerinin varlig1 agaroz jel elektroforezinde gosterildi (Sekil 3.4).

500 bp-

250 bp< >255bp

Sekil 3. 4 S.aureus suslarinda nuc gen bolgesi
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KNS suslari; Pediatri (%24,4), Dahiliye (%13,3), Genel Cerrahi (%13,3),
Anestezi (%11,1), Noroloji (%8,9), Kardiyoloji (%8,9) ve diger (%20,0) servislerden
gelen Kklinik 6rneklerden izole edildi (Sekil 3.5).

Servis

Sekil 3. 5 KNS suslarinin servislere gore dagilimi

Toplam 45 KNS susunun 41°1 kan kiiltiirii 6rneklerinden (%91,1) ve 4’1 diger
klinik 6rneklerden (%8,9) izole edildi (Sekil 3.6).

T

Kan Kiil. Diger
Sekil 3. 6 KNS suslarinin klinik 6rneklere gore dagilimi

KNS susu izole edilen hastalarin 17°si kadin ve 28’1 erkekti. Bu hastalarin yas
gruplart 0-13 yas cocuk, 14-25 yas geng, 26-40 yas geng eriskin, 41 ve lizeri yas
eriskin olarak belirlendi (Sekil 3.7).
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H4lveilzeri MWO0-13 L 26-40 M 14-25

~

Sekil 3. 7 KNS suslarinin yas ortalamasina gére dagilim

Izole edilen 45 KNS susunun 30’u S.epidermidis (%66,7), 14’ii S.hominis
(%31,1) ve 1 tanesi S.haemolyticus (%2,2) olarak tanimlandi (Sekil 3.8).

S epidermidis ™ S.hominis S.haemolyticus

£

Sekil 3. 8 KNS suslarinin tiir dagilim

Izole edilen metisilin direnci siipheli 45 KNS susunun, oksasilin disk difiizyon
testinde 41’1 (%91,1) ve sefoksitin disk difiizyon da ise 42’si (%93,3) direngli

bulundu. Bu diren¢ durumlari mecA geninin varligi ile karsilastirildi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3 KNS suslarinin antibiyotik direncinin mecA gen varhgi ile karsilastiriimasi

mecA
Antibiyotik
Pozitif Negatif

Direncli 41
Oksasilin

Duyarh 2 2

Direngli 42
Sefoksitin

Duyarh 1 2

MRKNS siipheli olarak tanimlanan 3 tiir KNS susunun c¢oklu antibiyotik
duyarhiliklar1 CLSI’nin belirledigi kriterlere uygun olacak sekilde degerlendirildi
(Tablo 3.4). Tiim KNS suslarinda penisiline %100 diren¢ gézlendi. Vankomisin,

Teikoplanin ve Linezolide diren¢ saptanmadi.



Tablo 3.4 KNS suslarinin tiirlerine gore ¢oklu antibiyotik duyarhliklar

Antibiyotik S. epidermidis S. hominis S. haemolyticus
S | R S | R S | R
Vankomisin 30 - - 14 - - 1 - -
Teikoplanin 30 - - 14 - - 1 - -
Linezolid 30 - - 14 - - 1 - -
Penisilin - - 30 - 14 - - 1
Ampisilin Sulbaktam 2 - 28 6 - 8 - - 1
Gentamisin 21 - 9 8 - 6 - - 1
Eritromisin 13 - 17 8 - 6 - - 1
Klindamisin 12 - 18 3 - 11 - - 1
Dalfopristin 29 - 1 14 - - 1 - -
Fusidik Asit 22 - 8 10 1 3 1 - -
Trimetoprim Sulfametoksazol 17 - 13 9 - 5 - - 1
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PZR islemi sonucunda metisilin direngli stafilokok suslarinda oOlusmasi

beklenen 533bp’lik mecA gen drinlerinin varhigi agaroz jel elektroforezinde

gosterildi (Sekil 3.9).

1500 bp-
1000 bp-

500 bp -

»533 bp

Sekil 3. 9 Direngli stafilokoklarda mecA geninin gosterilmesi
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4. TARTISMA

Tip diinyasinda meydana gelen gelismeler sonucu, bir yandan insanoglunun yasam
kalitesi artip, yasam siiresi uzarken, diger yandan tani1 ve tedavi amaciyla uygulanan
girisimler, yogun antibiyotik kullanimi gibi faktorlerin faturasi karsimiza “hastane

enfeksiyonlar1” ve “antibiyotiklere direncli bakteriler” olarak ¢ikmaktadir.

Insanoglunun penisilinin  kesfiyle baslattigi savasta, stafilokoklar da
enzimleriyle saflarmi korumaya devam etmektedirler. Oyle ki 1944 yilinda
penisilinaz yapimiyla baslayan bu karsi koyusun bugiin gelinen noktasinda
stafilokoklar ¢oklu antibiyotik direnci gosteren, tedavileri zor olan “sorunlu”

mikroorganizmalar konumundadirlar (Ehlert, 1999).

Stafilokoklar spor olusturmayan bakteriler arasinda en direngli olanlardandir ve
fizyolojik olmayan ¢esitli ¢evresel kosullarda yasamlarimi siirdiirebilirler. Kurumus
Klinik materyallerden aylarca sonra bile izole edilebilirler, rolatif olarak 1siya
direnglidirler ve yiiksek tuz oranina sahip besiyerlerinde iireyebilirler. Dolayisiyla
potent antimikrobiyal ajanlarin varligina, gelismis halk sagligi kosullarina ve hastane
enfeksiyon kontrol 6nlemlerine ragmen, S.aureus’un major bir insan patojeni olmaya

devam etmesi sasirtic1 degildir.

Stafilokoklarda metisilin direnci, hizla yayilan ve ozellikle hastanede yatan
hastalarda yiiksek seviyelere ulasmis olmasi nedeniyle de tedavide sorunlar olusturan
onemli bir problemdir. MRS suslarinin beta-laktam antibiyotikler yaninda diger
bircok antibiyotige de direngli olabilmeleri metisilin direncinin kisa siirede, dogru
olarak tespit edilmesinin onemini daha da artirmaktadir. Bu direncin tespitinde
genellikle maliyeti ucuz, uygulanmasi kolay, duyarliligi ve 6zgilliigi yiiksek olan
oksasilin ve sefoksitin disk diflizyon testi kullanilmaktadir (Hussain ve ark., 2000;
Gradelski ve ark., 2001). Sefoksitinin, ozellikle heterojen direngli suslarin

saptanmasinda mecR1 i¢in daha iyi ve hizli bir indiikleyici oldugu diistiniilmekte ve
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metisilin direncini belirlemede alternatif olarak kullanilabilecegi bildirilmektedir
(Brown ve ark., 2005; Swenson ve Tenover, 2005; Frigatto ve ark., 2005).

MRSA enfeksiyonlarinin goriillme sikligi, aymi iilkenin, hastanelerin farkli
bolge ve bolimlerinde bile degisiklik gostermekle birlikte diinya genelinde artmaya
devam etmektedir (Kleyens ve ark., 2007).

Avrupa’da ozellikle Iskandinav iilkelerinde MRSA oranlar1 %1 ler gibi
oldukea diisiik oranlarda rapor edilirken, italya, Portekiz gibi Avrupa’nin giiney kiy1
iilkeleri ile Afrika’nin kuzey bolgesinde, suslarin elde edildigi hasta gruplarina gore
degismek tizere %50’lerin lizerinde MRSA varlig: bildirilmektedir (Robicsek ve ark.,
2008; Faria ve ark., 2005; Aires de Sousa ve ark., 2005). Blandino ve arkadaslari
yaptiklar1 calismada metisilin direncini %45, Kim ve ark. ise %64 oraninda
saptamistir (Blandino ve ark., 2004; Kim ve ark., 2004). Stratchounski ve ark.’nin
Rusya’da yaptigi calismada metisilin direnci oram1 %89,5 olarak saptanmistir
(Stratchounski ve ark., 2005). Borg ve ark.’nin yaptigi Akdeniz tilkelerini kapsayan
ve llkemizin de arasinda bulundugu calismada Tirkiye’deki metisilin direnci

oraninin %39 olarak bildirilmistir (Borg ve ark., 2007).

Ulkemizde son yillarda yapilan ¢alismalarda da MRSA oranlar1 oldukga farkli
sonuglar icermektedir. Bozca ve ark.’min 2005-2006 yillar1 arasinda c¢esitli hasta
orneklerinden elde edilen 720 S.aureus izolatinin %34’tinii MRSA olarak
saptamiglardir (Bozca ve ark., 2007). Sipahi ve ark.’nin 2001-2005 yillar1 arasinda,
hastane kaynakli S.aureus enfeksiyonu olarak tanimlanan 825 susun yillara gore
direng¢ oranlarinin incelendigi bir calismada, metisilin direncinin en yiliksek diizeye
%76,7 ile 2003 yilinda ulastig1 ve 2005 yilinda bu direncin %55,3’e oldugu rapor
edilmistir (Sipahi ve ark., 2007). Balaban’in 2008 yilinda yapti1 ¢alismada direng
orant %49,2 olarak bildirilmistir (Balaban, 2008). Yigit ve ark.’nmin yaptiklari
calismada %10,2 oraninda metisilin direnci saptanmistir (Yigit ve ark., 2008).
Duman ve ark.’nin yaptig1 calismada metisilin direnci %36,4, Diindar ve Sonmez
Taner’in ¢alismalarinda ise %23 olarak belirlenmistir (Duman ve ark., 2009; Diindar

ve Sonmez Taner, 2009). Tura¢ Biger’in yaptigi ¢alismada toplam 90 S.aureus
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susunun %350’si metisiline direngli bulunmustur (Tura¢ Biger, 2009). Haznedaroglu
ve ark.’nin yaptig1 ii¢ yillik ¢alismada 2008 yilinda metisilin direnci %42 olarak
saptanmistir (Haznedaroglu ve ark., 2010). Bizim g¢alismamizda ise toplam 271
S.aureus susunun %53,1°’1 metisiline direngli olarak bulunmustur. MRSA oraninin
yiiksek olmasinin sebebi olarak; metisilin ve ¢oklu ila¢ direnci gosteren izolatlarin

calismamiza dahil edilmesi sOylenebilir.

Stafilokoklardan penisilinaz1 asir1 iireten suslarda oksasilin disk diflizyon
testlerinde kii¢iik bir inhibisyon zonu olusabilecegi ya da hi¢ zon olusturmayacagi
bildirilmekte; sefoksitin ile yapilan testlerde sorun goézlenmemektedir (Brown ve
ark., 2005). Swenson ve ark.’nin yaptigi ¢alismada mecA aracili metisilin direncini
tahmin etmede sefoksitinin duyarliligmi %99 ve o6zgilligini %100 olarak

bulmuslardir (Swenson ve ark., 2007).

Iraz’in yaptig1 ¢aligmada, OS-MRSA olarak degerlendirilen dort sus disinda
kalan toplam 210 S.aureus izolatinda mecA varligi referans alinarak oksasilin ve
sefoksitin disk difiizyon testinin sonucglar1 Tablo 4.1°de verilmistir. Bu sonuclara
gore, mecA referans alindiginda oksasilin disk difilizyon testinin duyarliligt %95,1
iken sefoksitinin duyarliligi ise %96,3 saptanmistir. Oksasilin disk difiizyon testinin

ozgiilligi %95,3, sefoksitinin 6zgiilliigii ise %98,4 olarak saptanmistir (Iraz, 2008).

Bizim calismamizda; oksasilin disk difiizyon testinin duyarliligi %98,6 ve
ozgilligi %100 olarak saptandi. Sefoksitin disk difiizyon testinin duyarliligi %100
ve ozgiilligi ise %99,2 olarak saptandi. mecA aracili metisilin direncinin tespitinde
sefoksitin disk diflizyon testinin, oksasilin disk diflizyon testinden daha etkin

oldugunu belirtmislerdir.

Tablo 4. 1 mecA gen varligina gore oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon testinin karsilagtirilmasi (Iraz, 2008)

o mecA
Antibiyotik Pozitif Negatif
Direngli 78 6
Oksasilin
Duyarh 4 122
Direncli 79 2
Sefoksitin
Duyarh 3 126
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Calismamizda; metisilin direngli olarak diisiiniilen suglardan 2 tanesi mecA
pozitif oldugu halde oksasilin disk difiizyon testinde MSSA olarak bulundu. Buna
benzer bir durumu ilk olarak Hososaka ve arkadaslar1 11 farkli hastaneden topladigi
480 S.aureus susunda, oksasiline duyarli ve mecA geni pozitif alt1 susu tespit ederek
gostermiglerdir (Hososaka ve ark., 2007). Ayrica, 1 sus mecA negatif oldugu halde
sefoksitin disk diflizyon testinde metisilin direngli olarak bulunmustur. mecA negatif
suglarda, fenotipik olarak direngli bulunan suslarin asir1 beta-laktamaz yapimi,
metisilini inaktive eden enzimlerin varligi, PBP2a disinda PBP’lerin bulunmasi gibi
farkli mekanizmalar ile agiklanabilecegi ifade edilmektedir (Brown ve ark., 2005;
Roisin ve ark., 2008).

Stafilokoklarda linezolid direnci ¢ok nadir olup, direng mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamistir. Direng, siklikla 23S ribozomun V. bélgesinde meydana
gelen Ozgiil nokta mutasyonlar1 sonucunda ortaya cikmaktadir. Bu mutasyonlar
genellikle 23S rRNA’da bulunan 2576 pozisyonundaki aminoasitte goriiliir ve
boylece linezolidin hedef bolgeye baglanmasinda azalma meydana gelir.

(Kiiciikbayrak ve Ozdemir, 2006).

Linezolide direngli ilk MRSA izolati, 85 yasinda periton diyalizine giren ve
dort hafta siireyle linezolid kullanmis olan bir olgudan izole edilmistir. MRSA’ya
bagl peritonit tablosu gelisen bu hastada linezolid MIK degeri >32 pg/ml olarak
bulunmustur (Tsiodras ve ark., 2001). Bizim c¢alismamizda ise MRSA olarak

tanimlanan ve ¢oklu direng gosteren 1 sus linezolide direncli saptandi.

Direngli suslarda etkisiz, duyarl suslarda gereksiz antibiyotik kullanmamak
icin bunlarin antibiyogram sonuglarini bilmemiz gerekmektedir. Calismamizda, MRS
ve MSS suslarinda bir¢ok antibiyotik i¢in disk difiizyon testi yapildi ve duyarhiliklar
belirlendi. Sonuglar {ilkemizde ve bircok iilkede yapilan caligmalarla benzerlik

gosterdi (Oguz ve ark., 2009; Cuevas ve ark., 2008; Hua ve ark., 2006)

Ozellikle MRSA’lar on yili agkin bir siiredir pandemilere sebep olarak, ciddi

stafilokok enfeksiyonlarindaki artisin en 6nemli kaynagini olusturmaktadir (Gould,
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2007). Cogul antimikrobiyal direngli stafilokok enfeksiyonlarinin morbidite ve
mortalitesinin yiliksek olmasi, yiliksek tedavi maliyetini de beraberinde getirmesi, bu
enfeksiyonlarin prevalansinin hemen her iilkede izlenmesine sebep olmustur.
Sanayilesmis iilkeler basta olmak lizere birg¢ok iilke konuya iligkin ¢ok merkezli
calisma programlart diizenlemis ve MRSA yayilimini 6nlemek i¢in kendi ulusal

rehberlerini olusturmuslardir (Humphreys, 2007).

Tirkiye’de ve yurtdisinda yapilan ¢esitli ¢alismalarda KNS izolatlar1 arasinda

metisilin direnci %46-76 arasinda bildirilmektedir (Dogruman ve ark., 2005).

YBU’de yatan hastalarin tiim kan kiiltiirlerinden iireyen etkenlere bakildiginda
KNS’larm ilk siralarda oldugu dikkati ¢ekmektedir (Mitt ve ark., 2009). Bolat ve
ark.’nin yaptiklar ¢alismada yenidogan bebeklerden alinan kan kiiltiirlerinde %66,6
oraninda KNS susu saptanmistir (Bolat ve ark., 2011). Pehlivanoglu ve ark.,’nin
yaptig1 calismada hastane kaynakli etkenler arasinda en stk KNS izole edilmis ancak

oksasilin direnci daha yiiksek (%52) bulunmustur (Pehlivanoglu ve ark., 2011).

Calismamiza dahil edilen ve ¢oklu ila¢ direnci gosteren 45 KNS susunun;
fenotipik yontemlerden oksasilin (duyarlilik %95,3 ve 6zgiillikk %100) ve sefoksitin
disk difiizyon testinin (duyarlilik %97,6 ve 6zgiilliikk %100) sonuglar1 yakin bulundu.

Geleneksel olarak, S.aureus tarafindan olusturulan enfeksiyonlarda
mikroorganizmanin identifikasyonu ve antibiyotik duyarlilik testleri i¢in ortalama iki
giin gerekmektedir. Benzer sekilde, molekiiler yontemle mecA’nin saptanmasi da
ayn1 siire ve ek teknolojik donanim gerektirmektedir. MRSA enfeksiyonlarinda
etkenin hizli ve dogru tanimlanmasi mortalite, hastanede yatis siiresi ve tedavi
maliyetinde O6nemli bir azalmayir da beraberinde getirmektedir (Stamper ve ark.,
2007; Palka-Santini ve ark., 2007; Thomas ve ark., 2007; Cosgrove, 2006).

Calismamizda hem S. aureus hem de KNS suslarinda fenotipik yontemlerin

genotipik yontemle uyumu arastirildi. Rutin klinik mikrobiyoloji laboratuarinda daha
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ucuza mal olan ve kolay uygulanabilen oksasilin ve sefoksitin DDT sonuglarinin
giivenilirliginin yiiksek oldugu belirlendi. Otomatize sistem de referans test ile
uyumlu bulunup, daha kisa silirede sonu¢ verdi. Fenotipik ydntemlerle
degerlendirilemeyen suslarda mecA gen varligin1 gostermek icin PZR yoOntemi
yapilmasi uygun goriildii. MRS suslarinin beta-laktam antibiyotikler yaninda diger
bir¢ok antibiyotige de direngli olmasi, metisilin direncinin klinik laboratuarlarda kisa

siirede ve dogru olarak tespit edilmesinin 6nemini artirmaktadir.

Boubaker ve ark.’nin ¢alismasinda, 115 MRSA ve 350 MSSA susunda
metisilin direncinin saptanmasinda oOksasilin ve sefoksitin disk diflizyon testini
kullanilmig; mecA sonuglar ile bir arada irdelenmistir. Bu ¢alismada; disk difiizyon
ile oksasilin duyarliigi % 90,4, ozgilligi % 99,1, disk difilizyon ile sefoksitin
duyarlilig1 % 96,5, 6zgiilligii % 100 olarak saptanmustir (Boubaker ve ark., 2004).

Ruiz-Perz de Pipaon ve arkadaslari, pozitif 131 kan kiiltiirii sisesinde Gram
pozitif koklart LightCycler real-time PZR yontemi ile incelemislerdir. LightCycler
sisteminde metisilin direncini belirleyen mecA geninin yani sira S.aureus’lar i¢in
0zgiil olan nucA geni de incelenmistir. S. aureus ve KNS’larda real-time PZR-mecA
gen varhigmin duyarlilik ve 6zgilligiini % 100 ve % 97,5 bulmuslardir. Real-time
PZR yontemini MRS ve MSS suslarinin hizli bir sekilde dogrudan tanimlanmasi i¢in
yiiksek derecede duyarli ve 6zgiil olarak bildirmisler (Ruiz-Perez de Pipaon ve ark.,
2005).

Bizim c¢aligmamizda; DNA ekstraksiyonu yapilan stafilokok suslarinda
metisilin direncini gostermek amaciyla mecA gen varligin1 ve S.aureus suslarinin
KNS suslarindan ayrimimi saglayan nuc gen varligmi tespit etmek ig¢in
ThermalCycler sistemi kullanildi. PZR isleminin sonuglar1 disk difiizyon testi

sonuglari ile uyumlu bulunup, duyarlilig1 ve 6zgiilligii yiiksek olarak saptandi.

Avrupa’da antibiyotik duyarhilik testleri standartlarini olusturmus, ulusal
diizeyde alt1 ayr1 kurulus bulunmaktadir. Bunlar; Ingiltere’de BSCA (British Society
of Antimicrobial Chemotherapy), Fransa’da CASFM (Comité¢ de 1’ Antibiogramme
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de la Société Frangaise de Microbiologie), Danimarka’da CRG (Commissie
Richtlijnen Gevoeligheidsbepalingen), Almanya’da DIN (Deutsches Institut fur
Normung), Norve¢’te NWGA (Norwegian Working Group on Antibiotics) ve
Isve¢’te SRGA (The Swedish Reference Group for Antibiotics)’dir. Bunlar disindaki
Avrupa iilkeleri ve Tiirkiye, daha ¢ok ABD kaynakli CLSI tarafindan kabul edilen

standartlar1 kullanmaktadir.

Goriildiigii  tizere, Avrupa ilkelerinin bile kendi aralarinda antibiyotik
duyarhilik testleri i¢in goriis ayriliklar1 bulunmaktadir, 6te yandan heterojenite
gosteren stafilokoklarda metisilin direncinin fenotipik yontemlerle gosterilmesi igin
komitelerin farkli onerilerde bulunmasi hem laboratuarlar1 hem de Klinisyenleri zor

durumda birakmaktadir.

Sonu¢ olarak, stafilokoklarda metisilin direncinin fenotipik yontemlerle
gosterilmesi, ozellikle heterojen metisilin direnci varligi ve bu direncin de ¢evresel
faktorlerden etkilenmesi nedeniyle, halen ¢oziime ulastirilamamig bir problemdir.
Dolayisiyla, bu konu agiklik kazanincaya kadar molekiiler inceleme yapilamayan
laboratuarlarda, metisilin direncini tespit etmek i¢in stafilokok suslarinin mecA
genini indiikleyen farkli antibiyotik diskleri ile ayn1 anda test edilmesi ve uyumsuz
sonuglar alinmasi halinde, direncin molekiiler yontemlerle referans laboratuarlarda

arastirilmasi uygun olacaktir.
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5. SONUC

Calismamizda S.aureus ve KNS suslarinda mecA gen varligr altin standart olarak
kabul edildiginde; oksasilin disk difiizyon ve sefoksitin disk difiizyon testlerinin
duyarlilik ve 6zgiillikkleri birbirlerine yakin bulundu. Bu yontemler referans test ile

istatistiksel olarak yiiksek uyum gosterdi.

Sefoksitin disk difiizyon testi sonuglarinin metisilin direncini gostermedeki
Ustiinliigii bizim calismamizda da izlendi. Hem oksasilin hem sefoksitin diskinin
antibiyogram plaklarina beraber konulup farklarinin degerlendirilmesinin uygun bir
yontem olabilecegi diisiiniildii. Yanlis pozitifligin sefoksitin diskinde daha az

olabilecegi de goz ard1 edilmemelidir.

Stafilokoklarda heterojen direngli suslar nedeniyle metisilin direncinin
fenotipik yontemlerle gosterilmesi sik olmasa da yanlisliklara neden olmaktadir.
Fenotipik yontemlerin ¢evre sartlarindan ¢ok etkilendigi gbz Oniinde tutulmali ve

Onerilen standartlar disinda uygulamalardan kaginilmalidir.

Ancak, hem S.aureus hem de KNS’larda metisilin direncinin belirlenmesinde
altin standart olarak kabul edilen PZR ile mecA geninin saptanmasi ve bu yontemin
giderek rutin laboratuarlarda kullanima girmesidir. Ozellikle tedaviye klinik yanitin
olmadig1 olgularda ya da diren¢ sonuglarimin ¢ikmasi i¢in 24-48 saat
bekleyemeyecek hastalar gibi se¢ilmis olgularda molekiiler yontemlerin kullanilmasi

daha hizli ve dogru bir tercih olabilir.
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OZET

Klinik Orneklerden izole Edilen Staphylococcus Suslariin Direng¢ Profillerinin
Belirlenmesi

Klinik 6rneklerden izole edilen Staphylococcus aureus ve koagiilaz negatif
stafilokoklarda metisilin direnci, oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon testi ve
direngten sorumlu mecA genin polimeraz zincir reaksiyonu ile gosterilmesi
planlandi.

Kasim 2009 — Nisan 2010 tarihleri arasinda Tibbi Mikrobiyoloji laboratuarina
gelen klinik Orneklerden izole edilen ve metisilin direnci siipheli toplam 150
stafilokok susuna bu testler uygulandi. Altin standart olarak kabul edilen mecA geni
ise polimeraz zincir reaksiyonu ile arastirildi.

Oksasilin disk difiizyon testine gore Staphylococcus aureus izolatlarinin
%52°si, KNS izolatlarinin %91,1°i direngli, sefoksitin disk difiizyon testine gore
Staphylococcus aureus izolatlarmin %53,1°i, KNS izolatlarinin %93,3’i direngli
bulundu. Izole edilen 45 KNS susunun %66,7’si S.epidermidis, %31,1°i S.hominis ve
%2,2’si S.haemolyticus olarak tanimlandi. MRSA suslar1 arasinda bir sus linezolide
direncli bulunmustur.

Stafilokoklarda heterojen direngli suslar nedeniyle metisilin direncinin
fenotipik yontemlerle gosterilmesi siklikla yanligliklara neden olmaktadir. Bu
sorunun ozellikle koagiilaz negatif stafilokok suslarinda, Staphylococcus aureus’a
gore daha da belirgin oldugu gozlenmektedir. Calismamizda Staphylococcus
aureus’lar da fenotipik yontemlerden, oksasilin (duyarlilik %98,6 ve 6zgiillikk %100)
ve sefoksitin disk difiizyon testinin (duyarlilik %100 ve 6zgiilliik %99,2) sonuglari
birbirine yakin bulundu. KNS suslarinda fenotipik yontemlerden oksasilin (duyarlilik
%95,3 ve ozgiillik %100) ve sefoksitin disk difiizyon testinin (duyarlilik %97,6 ve
ozgiillik %100) sonuglar1 yakin bulundu. Ancak, hem Staphylococcus aureus, hem
de koagiilaz negatif stafilokok suslarin da metisilin direncinin gosterilmesinde en
uygun yontem polimeraz zincir reaksiyonu ile mecA geninin belirlenmesidir.

Anahtar sozciikler: KNS, mecA, metisilin direnci, S.aureus.
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SUMMARY

Determining Resistance Profiles of Staphylococci Strains That Isolated From
Clinical Samples

Methicillin resistance of clinical isolates Staphylococcus aureus and coagulase
negative staphylococci was planned to be detected by oxacillin and cefoxitine disk
diffusion tests and mecA gene which is responsible for the resistance by polymerase
chain reaction.

150 staphylococcus strains isolated which clinic samples thatcomes from
medical microbiology laboratory in Afyon Kocatepe Univercity between november
2009 — 2010 april and the suspected methiciline resistance strains are tested. mecA
gene which is accepted as gold standard was tested by polymerase chain reaction.

In the oxacillin disk diffusion test, 52% of the Staphylococcus aureus and
91,1% of the CoNS isolates, in the cefoxitine disk diffusion test 53,1% of the
Staphylococcus aureus and 93,3% of the CoNS isolates were found to be resistant.
We isolated 45 CoNS strains and were identified 66,7% S.epidermidis, 31,1%
S.hominis and 2,2% S.haemolyticus. It was found that one of MRSA strains were
resistant to linezolide.

Detection of methicillin resistance in staphylococci by phenotypical methods
often leads to false results. This problem is more evident in the CoNS than the
Staphylococcus aureus isolates. In our study, Staphylococcus aureus isolates the
results of the phenotypical methods, oxaciilin (sensitivity 98,6% and spesificity
100%) and cefoxitine disk diffusion tests (sensitivity 100% and spesificity 99,2%)
were found to be consistent. CoNS isolates the results of the phenotypical methods,
oxaciilin (sensitivity 95,3% and spesificity 100%) and cefoxitine disk diffusion tests
(sensitivity 97,6% and spesificity 100%) were found to be consistent. However, the
most appropriate  method for detecting the methicillin resistance for both
Staphylococcus aureus and CoNS isolates is detection of mecA gene by polymerase
chain reaction.

Key Words: CoNS, mecA, methicillin resistance, S.aureus.
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