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OZET

Doktora Tezi

MRSA KLINIiK IZOLATLARINDA MUTASYON ORANLARININ SAPTANMASI

Emine DURHAN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
L.Damsman: Dog. Dr. S. Elif KORCAN

II.Damsman: Prof. Dr. Mustafa ALTINDIS

Metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) tiim diinyada hizla yayilmaya devam
eden Onemli cogul direng goOsteren patojenlerden biridir. Dolayisiyla antibiyotik
direncinin Ozelliklede coklu direncin bu hizli bir sekilde yayilmasi halk saglig
acisindan kaygi verici olarak goriilmektedir. S. aureus’ un identifikasyonunda
konvansiyonel yontemler uygulanmistir. Oksasilin ve sefoksitin antibiyotiklerine olan
direncleri icin Kirby-Bauer disk testleri kullanilmistir. S.aureus suslarinin %59.34’i
oksasiline diren¢li iken, %42.30’u ise sefoksitine diren¢li olarak bulunmustur. 50
izolatin qualitative rt-PZR ile spa, SCCmec, mecA genlerinin varligi tespit edilmistir.
Fitness duyarlh ve direngli suslar arasinda rekabet deneyleri yapilarak
degerlendirilmistir. Mevcut olan antibiyotikler ile hizla yayilim gosteren MRSA’lar ile
miicadele gittikce zorlagsmaktadir. Bu calismada antibiyotikli ortamda gelisen MRSA
izolatlarinin tekrar ayn1 antibiyotikle karsilastiklarinda, daha 6nce antibiyotikli ortamda
gelismeyen MRSA’lara gore gelisim kinetiklerinin daha iyi oldugu goriilmiistiir.
Direngli sus 3R’nin, duyarli sus 27S’e gore rekabet deneylerinde antibiyotiksiz ortamda

daha iyi tireme gosterdigi saptanmistir. Dolayisiyla deneysel ¢alismalar neticesinde elde



edilen veriler hastaneler arasinda paylasilmalidir. Gelecekte saglik acisindan risk olarak

goriilen bilingsiz antibiyotik kullanimu ile ilgili olarak énlemler alinmalidir.

2014, xiv + 90 sayfa

Anahtar Kelimeler: MRSA, Oksasilin, Antibiyotik Duyarliligi, mecA gen, Fitness cost
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ABSTRACT

PhD Thesis

DETERMINATION OF MUTATION RATES IN CLINICAL ISOLATES OF MRSA

Afyon Kocatepe University
Emine DURHAN
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of BIOLOGY
L.Supervisor: Dog. Dr. S.Elif KORCAN
IL.Supervisor: Prof. Dr. Mustafa ALTINDIS

Methicilline resistance Staphylococcus aureus (MRSA), the most notorious multidrug-
resistant hospital pathogen, has spread all over the world. Therefore, antimicrobial
resistance has become one of the most serious public health concerns worldwide.
Standard conventional methods were used for the isolation and identification of S.
aureus. MRSA was identified by oxacillin (1pg) and cefoxitin (30pg) disk diffusion
method. Antibiotic susceptibility test was done using Kirby-Bauer disk diffusion
method and the interpretation of the results was done using CLSI guidelines. 59.34% of
S. aureus strains were resistant to oxacillin, 42.30% to cefoxitin. 50 isolates were
confirmed having spa, SCCmec, mecA genes by qualitative rt-PCR. Antibiotic
resistance mechanisms are associated with a fitness cost. In the study we observed that
isolates of MRSA, previously growing in antibiotic containing media, were better
growth kinetic than isolates of MSSA, previously growing in antibiotic containing
media, when growth antibiotic containing media. Resistant isolate 3R was better growth
than susceptible isolate 27S in without antibiotic media at competition assays. Therefore

further efforts are necessary in sharing the surveillance data among hospitals and

iii



collecting more detailed data. The community on the health risks associated with the
problem and benefits of prudent use of antimicrobials are some steps that can be taken

to tackle the problem in the future.

2014, xiv + 90 pages
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1.GIRIS

Normal insan florasinda bulunan Staphylocococus aureus, gram pozitif bir bakteridir.
Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ise Staphylococcus aureus’un (S.
aureus) bir susudur. MRSA’larin penisilinaz enzimine direngli tiim penisilinlere
(metisilin, oksasilin, nafsilin, kloksasilin ve dikoloksasilin), sefalosporinlere, ayrica
klindamisin, eritromisin, tetrasiklin ve aminoglikozidler gibi daha bir¢cok antibiyotige
direncli olmas1 bu Onemini arttirir. Metisilinin 1s1iya olduk¢a duyarli bir antibiyotik
olmasi, bu nedenle antibiyotik duyarlilik testi esnasinda 2°C’lik bir 1s1 degisimi, test
sonuclarinin yanhs degerlendirilmesine yol acabilmektedir. Metisilin direncinin dogru
olarak belirlenmesi i¢in metisilin yerine, ayni amaci karsilayan ve daha stabil bir
antibiyotik olan oksasilin kullanilmaktadir. Uygun laboratuar kosullarinda test

edildiginde S. aureus’daki oksasilin direnci bu izolatin MRSA oldugunu gosterir.

Stafilokoklar 100 yildan uzun bir siiredir en 6nemli enfeksiyon etkenlerinden biri olarak
tip diinyastm mesgul etmektedir. Ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan
tanimlanan ve 1881 yilinda Alexander Ongston tarafindan fare ve kobaylarda hastalik
yaptig1 gosterilen stafilokoklar; 19. yiizyilda insanlarda ¢ok agir seyreden, tedavisi giig,
olumciil enfeksiyonlara neden olmaktaydi. 1928 yilinda Alexander Fleming’in penisilini
bulmasin1 takiben 1940’1 yillarda bu antibiyotigin klinik kullanima girmesi ile
stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde c¢ok oOnemli bir adim atilmistir. Ancak
penisilinin yaygin kullanilmasi, penisilini parcalayan stafilokok suslarinin ortaya
cikmasina yol agcmistir. Stafilokoklarda penisilin direnci 1940’l1 yillarin ortalarindan
itibaren artmis, 1950°li yillara gelindiginde ise penisilinin yanmisira tetrasiklin,
eritromisin ve streptomisin gibi diger antibiyotiklere de diren¢ gelisimini gbzlenmeye
baslanmistir. Bu durumu takiben 1960 yillarinda, penisilinaza dayanikli penisilin tiirleri
gelistirmistir. Bu sayede, stafilokok infeksiyonlarmin tedavisinde biiyiik bir basari
kazanildig: diisiiniilirken, 1961 yilinda stafilokoklarda metisilin direnci tanimlanmis ve
1970 ile 1980’lerde yillarin baglarindan itibaren de MRSA suslarinda ¢ogul antibiyotik

direnci ortaya ¢cikmaya baslamistir.



Giiniimiizde diren¢ sorununun giderek yayginlasmasi ile birlikte MRSA tiim diinyada
hastane enfeksiyonu salginlarina yol acan c¢ok ciddi bir sorun haline gelmistir.
Bindokuzyiiz doksanli yillarin baslarindan itibaren MRSA infeksiyonlarinin hastane
ortaminda yayilmasinin 6nlenmesindeki zorluklar fark edilmeye baslanmistir. Bunun
izerine; soz konusu enfeksiyonlarin kontrol altinda tutulmasi ve hastane ortaminda

yayllmasinin en aza indirilmesine yonelik yogun ¢alismalar baslatilmistir (Int. Kyn.1).

Bu calismada, i) Ocak 2012-Mayis 2013 tarihleri arasinda, Afyon Kocatepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda, c¢esitli
klinik orneklerden izole edilen S. aureus’larin antibiyotik direnclerinin saptanmasi, ii)
metisilin direncinin geleneksel ve molekiiler yontemler ile tespit edilmesi, iii) se¢ilen
duyarli ve direngli izolatlarin gelisime bagli rekabet deneyleri ile izolatlar arasinda

diren¢ geni aktariminin hangi siklikla gerceklestiginin belirlenmesi amaglanmistir.



2.LITERATUR BiLGILERi

2.1 Stafilokok Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Staphylococcus, Eubacteriales takimimin Micrococcaceae familyas1 icinde yer
almaktadir (Howard and Kloos 1987). Dogada; tozda, toprakta, esyalarin iizerinde,
insan ve hayvanlarin derisinde, burun mukozasinda, agiz ve nazofarinks florasinda
yaygin olarak bulunurlar (Kloos and Bannerman 1995, Oner 1996). S. aureus subs.
anaerobius ve S.saccarolyticus digindaki tiirler fakiiltatif anaerobdur. Bu iki tiir anaerob
ortamlarda iireyebilir ve fakiiltatif anaerob olan diger tiirlerin aksine ¢ogunlukla katalaz
negatiftir (Waldvogel 2000, Bannerman 2003, Peacock 2005). Stafilokoklar, glikoz gibi
bircok karbonhidrati pargalar ve son iiriin olarak laktik asit olustururlar fakat gaz
olusturmazlar. Mannitol {izerine olan etkileri, koagiilaz testi ile S. aureus’ u ayirt
etmede kullanilan en 6nemli testlerdendir (Baird er al. 1996, Bilgehan 2004). Bazi
Stafilokoklarda polisakkarit yapili bir kapsiil ya da mukus tabakasi bulunabilir. Koklarin
seklinin yuvarlak ve bakterilerin birbirine benzer goriiniimde olmasi stafilokoklar i¢in
karakteristiktir (Bilgehan 1994). Hiicre ceperleri Gram pozitif (+) yapida olup,
peptidogligan, teikoik asit ve tiire 6zgii presipitinojen protein birimlerini igerir (Baron et

al. 1994).

Sporsuz olmalarina ragmen kuruluga karst dayanikhidirlar. Fakat kristal viyole ve
malagit yesili gibi boyalarin diisiik konsantrasyonlarin da bozulmaktadirlar.
Stafilokoklar antijen ozellikte 30’dan fazla maddeye sahiptirler. En 6nemli antijenik
maddelerinden birisi hiicre duvarlarinda yerlesim gosteren ve asir1 duyarlilik
reaksiyonlarinda rol oynayan teikoik asittir. Stafilokoklarin kiiltiir siiziintiilerinden,
eritrosit ve cesitli hiicreleri parcalayan ve deney hayvanlan iizerinde oldiiriicii etkisi

olan ekzotoksin niteliginde maddeler de izole edilmistir (Bilgehan 1994).

Hiicre zarlarinda bulunan ve keratenoid yapisinda olan pigmentleri sayesinde, altin
saris1 renkten, porselen beyazi rengine kadar degisebilen koloniler olusturabilirler.
Pigment olusumu icin oksijen gereklidir. Besiyerinde goriiniimleri ise yuvarlak, opak

keskin kenarli, yaklagik 4mm c¢apinda, diiz (S) koloni seklindedirler (Baron et al. 1994,



Waldvogel 2000). Stafilokoklar, optimum 37°C ve pH 7,4’te tireme gosterirler ki, ayrica
fakiiltatif anaerob olmalarina karsin (yalmiz S.saccharolyticus anaeroptur) oksijenli
ortamda iiremeyi tercih ederler. Fakat az miktarda hatta tamamen oksijensiz ortamda
bile iireyebilmektedirler (Baird et al, 1996). Basit besiyerlerinde de iiremelerine karsin
kanli besiyerinde iiremeleri daha iyidir (Kloos et al, 1995). Lipit ve %10 NaCl igeren
ortamda ve 18 — 40 °C’ ler arasinda iireme 6zelligi gosterirler (Howard and Kloos 1987,

Wenzel et al. 1998, Bilgehan 2004).

Stafilokoklarin genomu yaklasik 2000-3000 kbp bir kromozom ile profajlar, plazmidler
ve transpozonlardan olusur. Stafilokoklarin DNA’larinda ki G+C oran1 %30-39 moldiir
(Peacock 2005).

2.2. S. aureus Genel Ozellikleri

Stafilokoklar icerisinde en patojen tiir S. aureus olarak kabul edilmektedir ve
enfeksiyonlar siralamasinda da ilk sirada yer almaktadir. Staphylococcus cinsi i¢inde 35
tir tammmlanmigtir ve bu tiirlerden 17 tanesi klinik ©rneklerden izole edildigi
bildirilmistir (Alen et al, 2006). S. aureus fakiiltatif anaerop tiirler, fakat ¢cogunlukla
aerop lreyen, koagiilaz ve Beta-hemoliz pozitif, mannitol, siikkroz, maltoz ve
trehaloz’dan asit yapabilme yetenegine sahiptirler (Moreillon, 2005). %10 NaCl’de
tireyebilirler ve alfa toksin olustururlar. Novobiocin’e duyarli, sporsuz ve
hareketsizlerdir, lizozime karsi direncglidirler. S. aureus, S. intermedius, S. hyicus ve S.
schleiferi subsp. koagiilaz pozitif tiirler olarak tanmimlanmistir (Bannerman 2003). Diger
tim Stafilokoklar koagiilaz negatif (KNS) stafilokoklar olarak adlandirilmaktadir
(Bilgehan 1990). S. aureus’u diger stafilokok tiirlerinden ayirmak icin koagiilaz,
mannitol fermentasyonu ve deoksiriboniikleaz (DNaz) testleri uygulanmaktadir ki bu

testlerin pozitif sonug¢ vermesi, bakterinin S. aureus olduguna isaret eder.

Kok seklindeki S. aureus yaklasik Ipm c¢apmda olup morfolojileri iiziim salkimi
kiimeler seklindedir. Klinik o6rneklerden alinan materyallerde 35°C’de 16-18 saat i¢inde
gozle goriilebilir koloniler olustururlar (Bannerman 2003). S. aureus’un mukoid

tirlerinde polisakkarid yapida bir mikro kapsiil bulunmaktadir (Peacock 2005).



Uretilmesi icin en yaygin olarak kanli agar kullanilmaktadir. Jeloz besiyerinde iirese de,
%35 lik koyun kanh agarda, 37C° de ve pH’ 7,4 de daha iyi iirer ve kolonilerin etrafinda
tam bir hemoliz alan1 goriiliir. Yuvarlak ve diizgiin kenarli, mat, kabarik, parlak yiizeyli,

S tipinde ve 1-2 mm capinda koloniler olusturur (Bannerman 2003).

Molekiiler calismalarinda genellikle patojen mikroorganizma olarak S. aureus
kullanilmaktadir. 1975 yilinda NCTC 8325 susu S. aureus’un kromozomal haritas
verileri elde edilmeye baslanmistir (Cengiz ve Ustacelebi 2003). Sonraki yillarda,
molekiiler tekniklerin gelismeye ve kullanilmaya baslanmasiyla 6zellikle Pulsed Field
Jel Elektroforez (PFGE) ve sekans hibridizasyon dizi analizi teknikleri ile S. aureus

genomunun fiziksel haritas1 tamamlanmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. S. aureus 8325 susunun genetik haritas1 (int.Kyn.2)



S. aureus’un genomunun uzunlugu yaklasik olarak 2.8 mega baz ¢ifti olarak
bulunmustur (Salmenlinna 2002, Peacock 2005). Bu gen uzunlugu da yaklasik olarak
2500 geni kodladig diisiiniilmektedir. Genomun %84,5’ini olusturan 2600 A¢ik Okuma
Cercevesi (ORF) bulunmaktadir. Tek bir kromozomdan, profajlar, plazmidler ve
transpozonlardan olusan S. aureus genomu, G+C igerigi ise yaklasik %32 moldiir

(Peacock 2005).

Protein A, peptidoglikan yapinin en disinda bulunur ve sadece S. aureus’ta
bulunmaktadir. Hiicre duvarinin yaklasik %7’sini olusturmaktadir. Bu molekiiliin bir
kism1 peptidoglikan yapiya kovalan bagl olarak bulunurken, diger kismida hiicre dis1
ortama salinmaktadir. En onemli 6zelligi, IgG3 disindaki tim IgG ve IgA2 ile bazi
IgM’lerin Fc reseptorleri ile birlesiktirler ve bdylece S. aureus’u fagositoza karsi
korurlar. Hiicre disina salgilanan protein A ayni reseptorlere baglanarak komplemanin

aktive olmasina neden olur (Waldvogel 2000, Unal 2004).

Eskiilini hidrolize etmeyen S. aureus D-mannitol, D-mannoz, siikroz, maltoz ve
trehalozu fermente ederler. Stafilokoklar cesitli hastalandirict etkinlikleri olan birgok
toksin ve enzim iretirler. Bunlar, koagiilaz (Fibrinojeni pihtilastiran enzim olup tiim S.
aureus suslari bu enzimi {iiretir), hemolizin (Eritrositleri eriten enzimdir ve tiim S.
aureus suslar1 bu enzimi iiretir), hyaluronidaz (Bag dokusunun 6nemli bir yap1 tas1 olan
hiyaliironik asidi parcalayan enzimdir) (Tiinger 2004), 16kosidin (Lokositleri tahrip
eden enzimdir), Lipaz (Yag asitlerini tahrip eden enzimdir), enterotoksin (S. aureus’un
besin zehirlenmesine neden olan toksinidir) (Waldvogel 2000), niikleaz (Niikleik asitleri
tahrip eden enzimdir), eksfoliyatin (Derinin yiizey tabakalarinin dokiilmesine neden

olan maddedir) olarak siralanirlar (Bilgehan 2000).

Stafilokok enfeksiyonlarinin ana bulgusu siipiirasyondur (irinlenmedir). Irin dolu apse
olustururlar. Baz1 stafilokok hastaliklar1 sadece toksin etkisinin bir sonucu olarak ki
bunlar Stafilokoklara bagli haglanmis deri sendromu, stafilokoklara bagli besin
zehirlenmeleri ve toksik sok sendromu gibi, diger bazilar1 ise bakterilerin ¢ogalip
yayillmast ile apse gelisimi ve doku yikimina bagh olarak deri enfeksiyonlari,

endokardit, pnomoni, ampiyem, osteomiyelit, septik artrit gibi gelisim gosterirler



(Cengiz 2003).

2.3. Staphylococcus aureus’ larda Antibiyotik Direncinin Tarihgesi

Alexander Fleming’in 1928 yilinda penisilini (Sekil 2.2) bulmasi ve 1940 yilinda Forey
ve Chain tarafindan penisilin iiretimi ile birlikte stafilokokal enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmaya baglanmasi halk sagligi acisindan 6énemli bir asama olarak kaydedilmistir
(Unal et al. 1992, Shopsin vand Kreiswirth 2001). Dolayisiyla literatiirlerde morbidite
ve mortalitenin ¢ok kisa bir siirede azalttigr bildirilmistir. S. aureus 'larda antibiyotik
direnci ilk kez 1930’1u yillarda klinik kullanima giren siilfonamid grubu antibiyotiklerle
baslamis ve giiniimiizde linezolid, daptomisin gibi yeni antibiyotiklere kadar uzanmstir.
1941 yilinda kullanilmaya baglayan penisilin G ile S. aureus enfeksiyonlarinda azalma
goriilmils olmasina ragmen bu durum uzun siirmemis kisa bir siire sonra penisilinaz
(beta-laktamaz) enzimi sentezleyen izolatlarin ortaya c¢ikmasi sonucunda penisilin
direnci goriilmeye baslanmuistir. Ilk kez 1944 yilinda Ingiltere’de, beta-laktamaz
tiretimine baglh penisilin direnci bildirilmistir. Alternatif olarak kullanilan tetrasiklin,
makrolid, siilfonamid gibi antibiyotiklere de kisa siirede diren¢ gelisiminin gézlenmesi,
tedavi acisindan sorunlara yol agmistir (Hiramatsu and Kuroda 2001, Hiramatsu et al.

2002, Ito et al. 2003, Unal 2004).

1950’ Ii yillarda, giiniimiizde ST30-CA-MRSA-IV olarak adlandirilan penisiline direncli
faj tip 80-81 S. aureus klonu, tiim diinyada gerek hastane kaynakli gerekse toplum
kaynakli enfeksiyonlara yol acmistir. Bu durum S. aureus’da diren¢ gelisiminde ilk
dalga olarak bilinir (Deurenberg et al. 2007, Stefani et al. 2010). Penisilinaz enziminin
amid baga ulasimin1 engellemek amaciyla, benzilpenisilindeki fenoksi grubunun yerine
metoksi grubunun eklenmesiyle 1959 yilinda metisilin (Sekil 2.2) elde edilmistir
(Kuroda et al. 2001, Hiramatsu ez al. 2002, Ito et al. 2003, Unal 2004, Swenson and
Tenover 2005).



Sekil 2.2. Penisilinin (int.Kyn.3) ve Metisilinin (Int.Kyn.4) kimyasal yapisi

1960 yilinda metisilinin ve daha sonra da diger penisilinaza direncli penisilinlerin
kullanima girmesiyle birlikte, hastanede yatan diisiik direncli bireylerde ve toplumdaki
saglikli bireylerde enfeksiyon olusturma yeteneginde olan bu patojenin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde ikinci 6nemli asama kaydedilmistir (Unal et al. 1992,
Shopsin and Kreiswirth 2001). Fakat klinik kullanimdan kisa bir siire sonra, 1961
yilinda Ingiltere'de COL izolat:1 olarak adlandirilan ilk MRSA izolat: tammlanmistir (Li
et al. 2012). Onceleri "Archaic" klonlar1 olarak adlandirilan ve COL izolatindan koken
alan MRSA klonlar1 CC8 olarak bilinen genetik soyda yer alir. Archaic klonu 1970 ve

1980' 1i yillarda Ingiltere ve Avrupa'da 6nemli salginlara yol agmustur.

Bunu takip eden yillarda yeni Stafilokokal Kaset Kromozom mec (SCCmec) klonlarinin
kazanilmasiyla ortaya ¢ikan ve ¢ogul ilag direnci gosteren degisik MRSA klonlar1 hem
hastane kaynakli hem de toplum kaynakli enfeksiyonlara neden olmustur (Hiramatsu et
al. 2002, ito et al. 2003, Swenson and Tenover 2005, IWG-SCC 2009, Stefani and
Goglio 2010). 2000l yillara gelindiginde ise penisilinaz enzimi pozitif saptanan
izolatlarin orant %90-95'lere ulasmistir (Deurenberg et al. 2007, Stefani et al. 2010).
Giiniimiizde MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde en sik kullanilan ilaclar glikopeptid
grubu antibiyotiklerdir (vankomisin ve teikoplanin). Glikopeptidlerin yani sira linezolid,
daptomisin ve tigesiklin gibi yeni antibiyotikler de kullanilmaktadir. Ancak ne yazik ki
stafilokoklarda antibiyotiklere kars1 goriilen hizli diren¢ gelisimi hem glikopeptid grubu
ilaclara hem de yeni gelistirilen ilaglara karsi da ortaya c¢ikmustir. 1996 yilinda
Vancomycin-Intermediate S. aureus (VISA) izolatlar1 ve 2002 yilinda da Vancomycin-

Resistant S. aureus (VRSA) izolatlart goriilmeye baslanmistir. Yeni antibiyotiklerden



linezolid ilk kez 2000 yilinda klinik kullanima girmis ve bundan bir y1l gibi ¢ok kisa bir
siire sonra ilk linezolide direngli MRSA izolati tanimlanmistir (Tsiodras et al. 2001).
Buna benzer bir sekilde daptomisin ilk kez 2003 yilinda klinik kullanima girmis ve

bundan iki y1l sonra bu ilaca kars1 da direng ortaya ¢ikmistir (Stefani and Goglio 2010).

S. aureus suslarinin antimikrobiyal duyarhiliklarinda bir¢ok degisiklik son kirk yilda
ortaya ¢ikmistir. Bu direnglilik durumlarindan S. aureus suslarindaki metisilin direnci
en Onemlilerinden biri olarak goriilmektedir (Sakoulas 2001). Stafilokoklarda metisilin
direnci 1961 yilinda tanimlandiktan sonra 1970’li yillardan itibaren MRSA suslari
yaygin olarak kullanilan bir¢cok antibiyotige karsi direncli hale gelmeye basladigi
gozlenmistir. Cogul antibiyotik direncinde metisilinin yan1 sira kinolonlar, klindamisin,
makrolid grubu antibiyotikler, kloramfenikol, tetrasiklinler, aminoglikozidler,
trimetoprim-sulfametoksazol, rifampisin gibi antibiyotiklerin kullanima baslanmasiyla
birlikte direng gelisimleri gozlenmeye baglanmistir. Bundan dolay1 tedavi giicligi ve
(tik isareti var) nozokomiyal epidemilere yol acabilen bir patojen haline gelmistir
(Cookson 1995) bu tiir direng gelisimleri MRSA’ nin artik tiim diinyada ciddi bir saglik

sorunu haline gelmesine neden olmustur (Poulsen et al. 2012).

Giiniimiizde MRSA prevelans: iilkeler arasinda farkliliklar gostersede tiim diinyada
yaygin olarak goriilmektedir. Kuzey Avrupa iilkelerinde MRSA prevelanst %1’den
diisiik iken Giiney Avrupa iilkelerinde, Amerika’da ve bazi Asya iilkelerinde bu oran %
50’ leri asmis durumdadir (Appelbaum 2007, Shorr 2007). Yine Tiirkiye’de ve diinyada
hastane enfeksiyonu olugturan mikroorganizmalar arasinda MRSA suslarinin en énemli
kaynagi hastane personeli, aile bireyleri ya da bu suslarla enfekte veya kolonize olan

hastalardir (Sobayo 1991, Cetin 1993).

2.4. Metisilin Direnci ve Penisilin Baglayan Protein (PBP)

Metisilin duyarli S. aureus’larda (MSSA), 5 tane penisilin baglayan protein (PBP)
bulunmaktadir. MRSA izolatlarinda ise bunlara ek olarak PBP2a veya PBP2’ olarak
adlandirilan farkli bir PBP sentezlenmektedir (Thong et al. 2011). PBP2a, beta-laktam



yapisindaki antibiyotiklere karsi diisiik afiniteye sahiptir (Xiong et al. 2012). Bu
nedenle beta-laktam grubu antibiyotiklerin varliginda, yiiksek afiniteli PBP’lerin
fonksiyonunu gorerek peptidoglikan sentezini devam ettirmektedir (Sancak 2011). PBP’
ler peptidoglikan onciillerini sentezlenmekte olan hiicre duvarina tasiyarak baglamakla
gorevlidirler. Bu proteinlerin bir kismi iki fonksiyonlu olup hem transglikozidaz hem de
transpeptidaz aktivitesine sahiptir (Ghuysen 1994). S. aureus sadece bir adet iki-
fonksiyonlu PBP (PBP2) ve ii¢c adet tek-fonksiyonlu PBP’e sahiptir (PBP 1,3 ve 4)
(Guignard et al. 2005). Transpeptidasyon (peptidoglikanin ¢apraz baglanmasi),
prekiirsoriin D-ala-D-ala terminalinde gerceklesen reaksiyondur. Metisiline duyarli olan
stafilokok izolatlarinda betalaktamlar, bu transpeptidasyon basamagin1 inhibe
etmektedirler. Duvar prekiirsorleri ile rekabet halinde olan PBP enziminin aktif
bolgesine baglanirlar. Ancak dogal prekiirsorden farkli olarak bu baglanma geriye
dontisiimlii degildir. Boylece PBP aktivitesi kalici olarak bloke edilir ve bakteriyel 6liim
gerceklesir (Lencastre et al, 1994). Bu PBP normal stafilokok suslarinda bulunan PBP-
1,2 ve 3 den farkli olmasindan dolayi, penisilin baglayan protein2a (PBP-2a ya da
PBP2’) olarak adlandirilir (Chambers 1997, Sancak 2012).

PBP-2a’nin 78 kDa molekiil agirliginda ve 2,1 kb lik DNA segmentine lokalize olan
mecA geni tarafindan sifrelenen proteindir (Wong et al. 2010, Thong et al. 2011).
PBP2a, iki domainden olugsmaktadir ki bunlar; non-penicillin binding domain (NPB-
penisilinin baglanmadig1 bolge) ve transpeptidase (TP) binding domain (transpeptidazin
baglandig1 bolge). PBP-2a’nin NBP bolgesi hiicre zarina demirlenmis olup TP bolgesi,
hiicre duvarinin i¢ yiizeyine bakan aktif bolgenin periplazmasinda yerlesim gosterir.
Aktif bolge ser403 kisimda serin residiielerini icerir ki, ser403 pentaglisin capraz

baglantilariyla peptidoglikan zincirlerinin ¢apraz baglanmasini katalizler (Sancak 2012).

mecA geninin ekspresyonu mecRI ve mecl genleri tarafindan kontrol edilir. mecR1
geni, sinyal doniistiiriicii (signal transducer) bir protein olan MecR1’i, mecl geni de
represor bir protein olan Mecl’y1 sifrelemektedir. Beta-laktam grubu antibiyotikler
ortamda bulunmadiginda Mecl, hem mecA hem de mecR1 genlerinin transkripsiyonunu
inhibe eder (Deurenberg and Stobberingh 2008, IWG-SCC 2009, Corrigana et al. 2012,
Sancak 2012).
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MecR1, transmembran yerlesim gosteren bir proteindir. Ortamda bulunan beta-laktam
yapisindaki antibiyotikleri, hiicre dis1 yerlesim gosteren penisilin baglayan protein
domaini ile algilandiktan sonra parcalanir. Bunun sonucunda sitoplazmik yerlesim
gosteren metalloproteaz domaini aktif hale doniisiir. Metalloproteaz, mecA geninin
operatdr bolgesine bagh bulunan Mecl’y1 parcaladiktan sonra mecA geninin operator
bolgesine baglanir. Baglanmadan sonra mecA’nin transkripsiyonuna neden olur. Hem
mecR1 ve mecl geni, IS1272 veya 1S431 insersiyon dizilerinden dolay1 delesyona
ugrayabilirler. Bu tiir bir mutasyon mecA geni lizerindeki baskinin ortadan kalkmasi ile
sonuclanabilir (Eady 2003, Deurenberg Stobberingh 2008, IWG-SCC 2009, Sancak
2012).

mecA geni, bakteri kromozomunda stafilokokal kaset kromozomu mec (Staphylococcal
Cassette Chromosome mec,; SCCmec) lizerinde yer alir (Wong et al. 2010, Corrigana et
al. 2012, Hiramatsu et al. 2013). S. aureus izolatlarinda SCCmec kaseti, her zaman
attBscc (bacterial chromosomal attachment site) olarak adlandirilan kromozomal
bolgeye entegre olarak yerlesim gosterir. aftBscc, fonksiyonu bugiin icin
tanimlanmamis olan orfX (open reading frame X)’in 3’ ucunda yerlesim gosterir (Turlej

et al. 2011, Sancak 2012).

SCCmec kasetinin biiyiikliikleri 20 kb’dan, 67 kb’a kadar degiskenlik gosterir. mecA ise
yaklagik olarak 2kb biiyiikliigiinde olup SCCmec elementinin az bir boliimiinii
olusturmaktadir. Mobil genetik elemant Staphylococcal Cassette Chromosome mec;
mec gen kompleksi, ccr gen kompleksi (rekombinaz geni), junkyard (J) bolge (junk
veya joining) ve Onemsiz genleri icerdigi ve fonksiyonlar1 tam olarak bilinmedigi
diigiiniilen bir bolge bulunmaktadir. ccr gen kompleksi, SCCmec gen bdlgesinin
mobilizasyonunu saglayan bolgeye 0Ozgii olan rekombinazlarin sifrelenmesinde
gorevlidir (Katayama et al. 2000). PBP-2a enzim ve regiilatdr proteinleri, MRSA
suglarinda bulunan mecA geni tarafindan kodlanir ve SCCmec olarak adlandirilan kaset

bolgesinde yerlesim gosterir (Sekil 2.3).

SCCmec kasetinin biiyiikliigii 20 kb > 60 kb arasindadir. mec geni yapisal bir protein

olan mecA ve genin ekspresyonunu kontrol eden mecR1 ve mecl regiilator proteinden
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olustugu yukarida anlatilmistir. Bu iki genin gorevi mecA transkripsiyonun
regiildsyonunu saglamaktir. Beta-laktamaz genleri olan blal, blaRl, blaZ, mecR1-mecl
genleri ile sekans benzerligi gostermektedirler ki, bu genler mecA gen
transkripsiyonunun down-regiilasyonunu kontrol etmektedirler (Zhang et al. 2001).
SSCmec  elementi, MSSA genomuna integre olarak bakteriyi MRSA’ya
dontigtirebilmektedir (Hiramatsu et al. 2002). mecA geni tarafindan bakterinin
metisiline diren¢ kazanmasi ile tiim beta-laktam antibiyotiklere karsi, capraz dirence de
neden olabilmektedir. Beta-laktam direncinin yaninda, transpozon ve plazmidlerin de
SSCmec elementine integre olmasiyla diger direng genleri de kazanilmis olmaktadir.
Bunlar arasinda eritromisin, spektinomisin, tetrasiklin, kanamisin gibi diren¢ genleri

sayilabilmektedir.

SCCme:

oo (A Chroemesonme [N A

| | Ji ____EE T 2]

Sekil 2.3. S Mobil genetik elemani Staphylococcal Cassette Chromosome mec bolgesi

(Hiramatsu et al. 2013)

Kaset kromozom rekombinaz (casette chromosome recombinases; ccr) ve mecA gen
komplekslerinde goriilen yapisal degisikliklere gore bugiin icin tanimlanmis 11 farkli
(Tip I-XI) SCCmec tipi bulunmaktadir (Sekil 2.4) (Sancak 2012). Bunlar arasinda
sadece SCCmec tip II ve III, ¢ogul antibiyotik direncine yol agan plazmit (pUB110,
pI258, pT181) ve transpozonlari (Tn554, WTn554) icermektedir. pUB110 plazmidi,
ant(4’) genini tasir ve kanamisin, tobramisin ve bleomisin antibiyotiklerine kars1 direnci
saglarken; pI258, penisiline ve civa gibi agir metallere kars1 direngten sorumludur.
pT181 ise tetrasiklin direncine yol agar. Tn554 transpozonu ermA genini tasir ve
konstitiitif ve indiiklenebilir makrolid, linkozamid ve streptogramin direncinden

sorumludur. ¥Tn554 transpozonu, kadmiyum direncinden sorumludur (Deurenberg et
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al. 2007, Deurenberg and Stobberingh 2008, Campanile et al. 2010, Sancak 2012).

S. aureus’larda tanimlanan SCCmec elemanlarinin biiyiik bir boliimii (orfX) J3-mec-J2-
cer-J1 seklinde komposizyon gosterir. SCCmec tip VII ve tip IX bu durumun diginda
kalir. SCCmec tip VII’de ccr gen kompleksi J3 ile J2 arasinda bulunur, SCCmec tip
IX’da ise mec gen kompleksi J2 ve J1 arasinda yerlesim gosterdigi tespit edilmistir.
SCCmec kasetleri ccr gen kompleksi ve mec gen kompleksi farkliliklarina gore tiplere
ve ayrica J bolgesindeki farkliliklara gore de alttiplere ayrilmaktadir (Campanile et al.
2010, Turlej et al. 2011, Sancak 2012). SCCmec kasetinde bulunan ccr genleri, S.
aureus genomuna SCCmec entegrasyonundan ve ayrilmasindan sorumludur. S. aureus
genomunda open reading frame’in 3’ ucuna SCCmec kasetinin entegrasyonunu saglar.
S. aureus izolat-larinda ccrA, ccrB ve cerC olmak iizere 3 farkli ccr geni bulunmaktadir.
DNA dizi analizleri % 50 benzerlik gosterir. ccr gen kompleksleri, tanimlandiklar tarih
sirasina gore numaralandirilirlar. Bugiine kadar iki farkli grup tanimlanmistir. Bunlarin
birisi ardisik ccrA ve ccrB genlerini igerirken diger grup ccrC genini icermektedir. ccr
genlerinde goriilen allel farklhiliklarina gore tipl (ccrAlB1), tip2 (ccrA2B2), tip3
(ccrA3B3), tip4 (ccrA4B4), tip7 (ccrA1B6), tip8 (ccrA1B3) ve tip5 (ccrC) olmak iizere
7 farkli allotip tanimlanmistir (Enright et al. 2002, Turlej et al. 2011).

mec gen kompleksi ise mecA ve onun regiilator genleri ile insersiyon dizilerinden tik
isareti var meydana gelir. Stmif A mec gen kompleksi (mecl- mecRI-mecA-1S431)
prototipi olusturur ve mecA, mecRI, mecl genleri ile mecA geninin agagisinda bulunan
Smif A mec gen kompleksi ve diger mec gen kompleksleri arasindaki fark, IS/272 ve
IS431 IS elemanlarinin mecA regiilatuar genlerinin bulundugu bdolgeye insersiyonlari
sonucunda mecl’'min tamamiyla delesyona ugramasi ve mecRI’in ise kismi delesyona
ugramasi sonucunda ortaya ¢ikar. Sinif B mec gen kompleksi (IS/272-AmecR1-mecA-
IS431), simf A mec gen kompleksinden farkli olarak mecA geninin yukarisina
[S7272’nin insersiyonu sonucunda delesyona ugramis mecRI genini bulundurmaktadir.
Smif C mec gen kompleksi (IS431-AmecRI-mecA-1S431), ise mecA geninin yukarisina
IS43 I’nin insersiyonu sonucunda delesyona ugramis mecR1 genini igerir. Bugiine kadar

C1 ve C2 olmak iizere 2 farkli sinif C mec kompleksi tamimlanmistir. Sinif C1 mec gen
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kompleksinde mecA geninin yukarisina yerlesim gosteren IS43/, mecA geninin
asagisinda yer alan IS43/ ile aym1 yonde bulunur. Sinif C2 mec gen kompleksinde ise
mecA geninin yukarisinda bulunan IS431, mecA geninin asagisinda yer alan IS43/ ile
ters yonde yerlesim gosterir. Sinif D mec gen kompleksi sadece S.caprae’de bulunur.
Son olarak 2010 yilinda sigirdan izole edilen LGA251 adli S. aureus izolatinin DNA
dizi analizi sonucunda blaZ-mecALGA251-mecR1ILGA251-mecIlLGA251 yapisi
gosteren Sinif E mec gen kompleksi tanimlanmistir (Deurenberg et al. 2007, Campanile

et al. 2010, Turlej et al. 2011).

SCCmec elemanlart mec ve ccr gen kompleksleri disinda junkyard ya da joining regions
olarak adlandirilan J bolgelerini igerir. Bu bolgede antimikrobiyal diren¢ determinantlari
bulunabilmektedir. J1, sag kromozomal baglantisi ile ccr gen kompleksi arasinda, J2,
ccr gen kompleksi ile mec gen kompleksi arasinda ve J3, mec gen kompleksi ile sol
kromozomal baglantis1 arasinda yer alir. J bolgelerinde yer alan farkliliklara gore
SCCmec alttipleri tanimlanmaktadir (Deurenberg et al. 2007, Campanile et al, 2010).
Giiniimiizde SCCmec kaynag hala bilinmemektedir. S. aureus’un S.sciuri’den bu
elementi kazandigi diisiiniilmektedir. Hayvanlarda kommensal olarak bulunan
S.fleuretti’den kazanldigina dair goriisler de bulunmaktadir. S.sciuri’de mecA geni
bulunur ancak gen ekspresyonu gerceklesmedigi i¢in metisilin duyarhdir. S.fleuretti
metisilin direnglidir ve MRSA N315 izolati ile % 99,8 oraninda niikleotit benzerlik
gostermektedir. Bu son bulgular mecA kaynagimin S.sciuri’den ziyade S.fleuretti

olabilecegini diisiindiirtmektedir (Tsubakishita et al. 2010, Turlej et al. 2011).

14



mecgene  ccrgene
complex  complex

Typel
IS431  AmecR1 WIS1272
TypeIl
15431 PmecR1
mecl
-« J3—> “«—NR—> «—J1—>
Type III ccrA3

crC Tns54 mer pT181 YTnss4  CcrB3

. RAOW X ,
N TN/ med | W
t 1S431 J 15431 WmecR1

Y mecl

TypelVa

1S431 AmecR1 YIS1272

class B2 ccrA2
TypeIVb
1S431 AmecR1 YIS1272
class C2 hsdS hsdM
TypeV
1S431 AmecR1 15431
class C2 hsdS hsdM

Type Vp
Type VI

1S431 AmecR1 WIS1272
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Sekil 2.4. ccr ve mecA gen komplekslerinde goriilen yapisal degisikliklere gore SCCmec Tipleri
(David and Daum 2010).
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Metisilin direncinin fenotipik olarak ortaya konmasi bakteriler arasinda degiskenlik gos-
termektedir. MRSA suslariin hepsi PBP2a olusturmalarina ragmen, metisilin direnci
degisik derecelerde ortaya ¢ikmaktadir ya da bir baska sekilde ifade etmek gerekirse,
metisilin direnci, homojen ve heterojen olmak iizere iki farkli fenotip olarak
goriilmektedir (Chambers 1997, Sancak 2000, Lowy 2003, Chongtrakool 2006).

Stafilokolarda beta-laktam direng fenotipleri Tablo 2.1° de verilmistir.

Tablo 2.1. Stafilokolarda beta-laktam direng fenotipleri

Mekanizma Penisilin G Beta-laktamaz Penisilinaz Sefalosporinler-
Aminopenisilin inhibtorlii beta Direncli Karbapenemler
laktamlar Penisilinler
Dogal S S S S
Penisilinaz R S S S
mecA (MRSA) R R R R"
BORSA R S/R R S

a: Bu ajan in vitro duyarh goziikebilir, ancak tedavi sonuglar1 oldugu i¢in direngli olarak bildirilmektedir.
BORSA: Sinirda oksasilin direnci, R: Direncli, S: Duyarli

Homojen direncte koloniyi olusturan tiim bakteriler mecA genini tasirlar. Hepsinde de
mecA geni eksprese olmustur ve yiiksek diizeyde direng gelisim gerceklesmistir. Direng
gelisimi, ortamin pH’1, sicakligi, tuz konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi gibi cevresel
faktorlerden etkilenmez. Ancak klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda izole edilen
stafilokoklarin az bir kisminda homojen metisilin direnci goriilmiistiir (Lowy 2003,

Chongtrakool 2006, Sancak 2012).

Heterojen direngte ise, kolonide bulunan tiim hiicreler metisilin direnci icin gerekli
mecA genini tagimalarina ragmen bu bakterilerden bazilarinda diren¢ durumlart farkl
bir sekilde aciga cikar gostermektedir. Bu ylizden mecA geni tasidigi halde metisiline
olan farkli diizeylerde direngli ve ilging bir sekilde duyarli S. aureus suslar
bulunabilmektedir. Dolayisiyla bu suslar arasinda mecA geninin fenotipik ekspresyonu
farklilik gostermektedir (Sancak 2012). Bu durum mecA geninin fonksiyonunu kontrol
ettigi diisiiniilen metisilin direncinin ekspresyonu i¢in esansiyel faktor (femA) , faktor X
veya mecR, mecl gibi kontrol genlerine bagh olarak ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir
(Lowy 2003, Chongtrakool 2006). Bu direng tipini gosteren MRSA’lar, %99,9 veya
daha fazlasinda metisilinin diisiik konsantrasyonlarma (1-5 pg/mL) duyarli iken, 107 ile

10 siklikta olmak iizere hiicrelerin bir kismi yiiksek metisilin konsantrasyonlarina (>
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50 pg/mL) diren¢ gostermektedir (Sancak 2007, Sancak 2012). Heterojen direng, klinik

uygulamada daha sik goriilmesine ragmen, tespit edilmesi gii¢ olan direng tipidir.

Heterojen direng gosteren suslar, NaCl veya sukrozlu besiyeri kullanilmasi, diisiik
derecede inkubasyon gibi baz1 6zel kiiltiir kosullarinin saglanmasi durumunda homojen
direng gosterir hale gelirler. Degisik kiiltiir kosullarina gore direncin ortaya
konulmasinda meydana gelen bu degisiklik gecicidir ve tamamen fenotipiktir (Oliveira

et al. 2006).

Ayrica mecA geninin olmasina ragmen, metisilin minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) diizeylerinin diisiik oldugu izolatlarinda oldugu bildirilmistir ki, Pre-MRSA
isimlendirilmislerdir. Bu izolatlarda mecl-mecRI diizenleyici genleri fonksiyoneldir.
Heterojen direncli izolatlarin belirlenmesinde mecR1 igin ideal bir indiikleyici olan
sefoksitinin kullanilmasi ve otolizinlerin etkisini azaltilmasinda, besiyerine %2-4
oraninda NaCl eklenmesi Onerilmektedir. MecA gen ekspresyonunun artirilmasi igin
diisiik 1s1da uzun siireli inkiibasyonun etkili oldugu belirtilmistir (Peacock 2005, Unal

2004).

Farkli ortam kosullarina gore direncin ortaya konulmasinda meydana gelen bu
degisiklik, gecicidir ve tamamen fenotipiktir. Bu durumdan da anlasilacagi gibi,
metisilin direncinin fenotipik olarak ortaya konulmasimin regiilasyonu oldukga karisiktir

(Sancak 2012).

2.4.1. Metisilin Direncini Etkileyen Faktorler

2.4.1.1. Beta Laktamaz Plazmidi

Beta-laktamaz enzimi, blaZ adli gen tarafindan kodlanir. blaZ, blaR1 ve blal olmak
tizere iki gen tarafindan kontrol edilir. blal geni, beta-laktamaz geninin
transkripsiyonunu inhibe eden Blal proteinini kodlar. blaR1 geni ise transmembran
yerlesim gosteren BlaR1 proteininin sentezinden sorumludur. BlaR1, beta-laktam
yapisindaki bir antibiyotigin ortamda bulunmasi durumunda ona baglanir ve hiicre

digindan hiicre icine sinyal iletimini saglayarak beta-laktamaz enziminin sentezinin
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baslamasina yol agar. Yani beta-laktamaz enzimiyle ortaya ¢ikan direng¢ indiiklenebilir
bir direngtir. blaZ-blaR1-blal sistemi mecA-mecR1-mecl sistemiyle benzerlik gosterir.
Dolayisiyla, blaR1 ve blal genlerinin, aym zamanda metisilin direncinin fenotipik ola-
rak ortaya konmasinda da rol aldigr diistinilmektedir. Beta-laktam yapisindaki
antibiyotik ile indiiksiyon yapildiginda, blaR1-blal sisteminin uyarilmasi, mecR1-mecl
sisteminden daha hizli olmaktadir (Beta-laktamaz ekspresyonu 15 dakika, PBP2a
yapimi 48 saat). Yani beta-laktam yapisindaki antibiyotik ortamda bulundugunda
PBP2a’nm eksprese edilmesi cok yavas olmaktadir (Chambers 1997, Stapleton 2002,
Sancak 2012).

Metisilin direngli S. aureus’larin ¢ogunda blaZ-regiilator sistemini tasiyan plazmidin
bulunmas1 ve mecR1-mecl sisteminin defektif olmasi nedeniyle mecA geninin esas
olarak blaZ-regiilatuar sistemiyle indiiklendigi diisiiniilmektedir. Ancak beta-laktamaz
genlerini tagiyan plazmit, alic1 hiicreye verildiginde PBP2a yapimi konstitiitif halden
indiiklenebilir hale gecmekle birlikte, PBP2a konsantrasyonu ya da direncin
indiiklenebilir olma durumu ile direng profili arasinda bir iliski kurulamamistir. PBP2a
sentezi konstitiitif olabilir ama sus heterojen direng gosterebilir. Bu da metisilin
direncinin fenotipinin belirlenmesinde baska faktorlerin de yer aldigim gostermektedir

(Stapleton 2002, Sancak 2012).

2.4.1.2. Fem Faktorleri

Konstitiitif ya da indiiklenebilir olsun olmasin, PBP2a miktan ile ortaya ¢ikan metisilin
diren¢ fenotipi (homojen-heterojen) arasinda bir iligkinin gosterilememesi metisilin
direncinin ortaya konulmasini etkileyen olasi diger faktorlerin arayisina girilmesine yol
acmistir. Transpozonlarla inaktivasyon yoluyla metisilin direngli suglardan duyarl
suglar elde edilmesi, mec disindaki genlerin tanimlanmasina yolacmistir. mec bolgesi
diginda bulunan bu genler, “auxiliary’’ veya “factors essential for the expression of
methicillin resistance’’ ya da kisaca “fern” genleri olarak tanimlanmistir. fem faktorleri,
mec A geninden farkli olarak hem duyarli hem de direncli suslarda bulunmaktadir.
Bugiine kadar femX (fmhB) femA, femB, femC, femD, femE ve femF olmak iizere farkli

fem genleri tanimlanmistir. Gliniimiizde femE disindaki genlerin fonksiyonlar
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belirlenmistir. fern faktorleri, hiicre duvar sentezinin degisik basamaklarinda rol alirlar.
Ornegin femA, femB ve femX (fmhB) capraz baglarda yer alan pentaglisin olusumunda
gorev alirlar. Pentaglisin zincirine, FemX ilk glisini, FemA 2 ve 3. glisini, FemB de 4
ve 5.glisini ekler. Dolayisiyla fem mutantlarinda hiicre duvarimin peptidoglikan
yapisinda degisikler meydana gelir (Chambers 1997, Berger-Béchi and Rohrer 2002,
Stapleton 2002, Sancak 2012).

2.4.1.3. Otolitik Aktivite

Homojen metisilin direnci gosteren izolatlarin heterojen direng gosterenlere kiyasla
daha diisiik otolitik aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Bugiin i¢in fonksiyonu
tanmmmlanmamis, 38 kDa biiyiikliigiinde bir protein sentezleyen [lm geninin
inaktivasyonu sonucunda otolizde artis goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda //m mutant
suglarda metisilin direncinde azalma oldugu saptanmistir (Chambers 1997, Stapleton

2002, Sancak 2012).

2.4.2. Metisilin Direncini Etkileyen Eksternal Faktorler

Eksternal faktorler arasinda yer alan tuz konsantrasyonu, pH, ortam kompozisyonu,
ozmolarite ve ortamin sicakligt metisilin direncini etkilemektedir. NaCl
konsantrasyonunun yiiksek (%6,5) olmasi ile inkiibasyon sicakliginin diisiik (30-35°C)
olmas1 metisilin direncini artisginin sebep ya da sebepleri bilinmemektedir. inkiibasyon
siiresinin 18 saat yerine, 24 saate uzatilmasinin da metisiline direngli olan suglar

saptamanin daha kolay oldugu da bilinmektedir (Unal 2004, Sancak 2012).

Direncin ortaya ¢ikmasini arttiran kosullarin hiicre otolizisindeki degisikliklerle iliskili
oldugu goriilmiistiir. Ornegin; ortama %4’liik NaCl'un eklenmesi, PBP2a miktarini
artirmamasina ragmen, direncin eksprese edilmesini arttirmaktadir. NaCl hiicredeki
gorev otolizisi inhibe etmektir. 30°C’de inkiibasyon da NaCl gibi, antibiyotik ile
tetiklenmis olan otoliziz aktivitesini inhibe eder. Bu etki, sadece direngli olan suglara
0zgiil olmamakla birlikte, PBP2a varliginda direncin artmasina yol acar (Chambers et

al. 1987, Sancak 2012).
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2.5. Toplumdan Kazanilmmg MRSA ile Hastaneden Kazamilmis MRSA’lar

MRSA 2 farkh sekilde gelisim gosterir ki; bunlar hastane kokenli ve toplum kokenlidir
(Sekil 2.5). Hastane kokenlerinin topluma taginarak temas yolu ile kisiden kisiye
gecerek yayilmasi ile ortaya ¢ikmasi sz konusu iken, toplumdaki MSSA kokenlerinin

“de novo” olarak metisilin diren¢ geninin aktarilmasi ile ortaya ¢ikmaktadir (Salgado et

al. 2003).
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Sekil 2.5. Hastane ve toplumsal kaynakli MRSA’lar arasindaki fark (Int. Kyn.5).

TK-MRSA infeksiyonlar1 artis gostererek, Hastane kaynakli MRSA (HK-MRSA) ile
birlikte onemli bir halk sagligi sorunu olmaya baglamistir (Cheung er al. 2008). TK-
MRSA’larin sebep oldugu infeksiyonlar1 konusunda oldukca fazla sayida ¢alismanin
yapilmis olmasina ragmen TK-MRSA’ y1 kavram olarak aydinlatilamamistir. Baz1 HK-
MRSA infeksiyonlar1 TK-MRSA’dan kaynaklanabilmekte iken bunun aksi olan TK-
MRSA, HK-MRSA’dan kaynaklandigi goriilmiistiir (Gerberding ve Chambers. 2001).
TK-MRSA ile ilgili olarak dikkati ¢ceken konu hastanelerde son yillarda yayilmaya
baglamasindan dolayr tanimlama konusu tartisiimaktadir (Millar et al. 2007).
Mikrobiyolojik ve molekiiler veriler olmaksizin sadece epidemiyolojik bilgiye dayali
CDC kriterleri tek basina TK-MRSA’y1 tanimlamada yeterli olamamaktadir. Bundan
dolayr klinik, epidemiyolojik ve mikrobiyolojik bilginin sentezi TK-MRSA’nin

tanimlanmasinda kullanilmalidir (Millar et al. 2007).
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Amerika Birlesik Devletleri (ABD) de, cesitli infeksiyonlarindan izole edilen MRSA
orant %50’lerin tizerine ¢iktig1 bildirilirken, TK-MRSA’larn ilaglara direng oranlarinin
artig gostermesi, yeni cografi alanlara yayilimi da dikkat cekicidir. Dolayisiyla TK-
MRSA larin neden oldugu salginlarla ilgili yayinlanan raporlar, erken taninin ve acil

kontrol 6nlemlerinin 6nem konusumda fikir birligindedirler (Navarro et al. 2008).

TK-MRSA'larin molekiiler mikrobiyolojisi ile ilgili bilgiler HK-MRSA'lardan farkli
oldugu yapilan calismalar neticesinde ortaya ¢ikmistir. Ornegin TK-MRSA suslarinda
tespit edilen SCCmec kaset genler, HK-MRSA suslarindan evrimsel olarak bagimsiz
oldugunu gostermektedir. Bu durum, TK-MRSA suslarinin HK-MRSA suslarindan
bagimsiz olarak gelistigini ve toplum kaynakli S. aureus suslarmin transformasyonu
sonucu ortaya ¢iktigim diisiindiirmektedir (De Lencastre 2007, Kili¢ 2008). Bu durumu
orneklendirmek gerekirse, tip IV SCCmec kaset gen bolgesi 1970’11 yillarda S.
epidermidis suslarinda tespit edilmis olmasina ragmen, S. aureus da ise 1980 yilinda ilk
kez da bulundugu belirtilmisdir. Bu baglamda, 1980°’1li yillarda SCCmec IV’in S.
epidermidis’den S. aureus’a vertikal olarak aktarilmis olabilecegini diisiindiirmektedir

(Katayama 2001, Ito 2003).

SCCmec tip 1l ve tip III tasiyan HK-MRSA izolatlarinda metisilin direncinin yaninda
makrolid, klindamisin, streptogramin B ve tetrasiklin antibiyotiklerine kars1 da direng
gostermekte iken, TK-MRSA izolatlar1 klindamisin, trimetoprim-siilfametoksazol,
tetrasiklin, gentamisin, florokinolonlar ve kloramfenikol antibiyotiklerine karsi duyarl
oldugu belirlenmis (Shorr 2007; Deurnberg et al. 2007). izolatlarin antibiyotiklere olan
diren¢ durumlarindaki farkliligin sebebi, diren¢ genlerini tagiyan SCCmec kaset
bolgesindeki tiplerine gore de degisiklik gostermesi ile de iligkili oldugu
diisiiniilmektedir. Ornegin, tip II ile tip Il SCCmec kaset gen bolgeleri, direng
genlerinin yerlesim gosterdigi J (J1, J2 ve J3) gen bolgelerine sahip olmalarina ragmen,
halbuki tip IV SCCmec kaset genlerinin yapisinin daha kisa ve daha basit oldugu
bulunmustur. Biiyiikliik olarak ele alindiginda ise 20-24 kb arasinda degisen farkl tip
IV kaset oldugu yapilan ¢alismalara sonucunda bildirilmistir (De Lencastre 2007, Kili¢
2008).
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HK-MRSA suslarinda, genellikle tip I, II veya III SCCmec gen bolgelerinin bulundugu
tespit edilmis. TK-MRSA izolatlarinda ise tip 1V, tip V veya tip VII SCCmec gen
bolgesinin bulunmustur (Daum et al. 2002, Ma et al. 2002, Deurnberg et al. 2007). Yine
TK-MRSA'’larda viriilans etkin olarak rol oynayan 6nemli bir toksini kodlayan "Panton-
Valentine leukocidin (PVL)" geni bulunmaktadir. PVL, invaziv deri ve yumusak doku
enfeksiyonlar1i ve nekrotizan pnomoni ile iligkili oldugu bulunmustur (Shorr 2007,

Deurnberg et al. 2007).

TK-MRSA izolatlarinin SCCmec tipleri, Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)
yontemindeki bulgular ile Multilocus sequence typing (MLST) ve Staphylococcal
protein A (SPA) profillere bakildiginda HK-MRSA'lardan farklilik gosterdigi dikkat
cekmistir. TK-MRSA ile HK-MRSA'lar arasindaki bu genetik farkliliklarin yaninda
olusturmus olduklar1 enfeksiyonlar acisindan da farklilik gostermektedir. TK-MRSA'lar
deri ve yumusak doku enfeksiyonlan (apse, follikiilit vb.) ile pndmoniye neden olur ve
invaziv, hizli ilerleyen nekrotizan pndmoni, agir sepsis, nekrotizan fasiit (? Var ama
dogru) gibi hastalik tablolarina da neden olabilirler. Ayrica fulminant purpura ve yaygin
damarici koagiilopatisine (DIC) de yol acabilirler (Katayama 2001, Ito 2003, Kili¢
2006) HK-MRSA'lar ise solunum yolu enfeksiyonlari, kan akis1 enfeksiyonlar1 ve
cerrahi yara enfeksiyonlar gibi farkli klinik bulgulara neden olurlar. Son yillarda TK-
MRSA!'lar acil servis yogun bakim {initelerinde, yenidogan yogun bakim iinitelerinde,
askeri kiglalarda ve hapishanelerde meydana gelen enfeksiyonlarin 6nemli bir etkeni

haline geldigi de bildirilmistir (Rehm and Tice, 2010).

HK-MRSA klonlarinin ¢ogunlugu tip I, II veya III SCCmec tagirken TK-MRSA suslar1
cogunlukla tip IV SCCmec tasimmaktadir. SCCmec Tip V ilk olarak 2004 yilinda
Avustralya’da izole edilmis ve TK-MRSA susunda tanimlanmistir (WIS susu). Bulunan
yeni elementin sinif C mec gen kompleksi ile daha 6nceden tanimlanmamis ccr gen
kompleksi tasidigi gosterilmistir. Bu yeni ccr gen kompleksi ccrC  olarak
adlandirilmistir. SCCmec Tip V, 28 kb’ lik kii¢iik bir element olup mecA disinda direng
geni tasimamaktadir. Ancak diger SCCmec tiplerinden farkli olarak elementin
kromozomda stabilizasyonunu sagladigi diisiiniilen birtakim yabanci genler

icermektedir (Ito ez al. 2004).
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2.6. Metisilin Direncinin Tespit Edilmesi

Oksasilinin MiK’nun 4 pg/ml’nin iizerinde olmasi halinde metisilin direncinden
bahsedilmektedir (Diindar 2000, Unal 2004). MRSA direncinin belirlenmesinde en ideal
yontem mecA geninin veya PBP2a proteininin elde edilmesi olarak gosterilmektedir.
Ancak bu yontemler, her laboratuarda uygulanmasi cok olas1 goriinmemektedir
(Onorato et al. 1996, Wenzel, 1998). Bu nedenle fenotipik testlerin uygulanmasi daha
kolaydir ki; bu testler disk difiizyon, broth mikrodiliisyon, Epsilometrik (E) test
oksasilin MIK test, oksasilin agar tarama, Sefoksitin disk difiizyon test, Chromogenic
media-MRSA, PBP2a latex agglutination kit, agar diliisyon yontemleridir (Sridhar
2009).

Oksasilin; metisilin direncinin belirlenmesinde Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) onerilerine gore, diger penisilinaza direncli olan penisilinlere gore daha
stabil bir molekiil olmasinin yaninda, Ozgiilliigiiniin yiiksek olmasi nedeniyle
uygulanmaktadir (CLSI 2006). Fakat direncin heterojen olmasi durumunda, oksasilin
kullanilarak yapilan duyarlilik testlerinde, direncli ve duyarli olarak sonuglarin ortaya
cikigt ve bunlarin ayirminda zorluklara neden olabilmektedir (Unal, 1996, Felten et al.
2002). Bundan dolay1 sonuglarin giivenilirliligini artirmak amaciyla, inokulum
miktarinin artirilmasi, daha diisiik sicaklikta inkiibe edilmesi, sodyum kloriir iceren
oksasilin tarama testi veya inkiibasyonun uzatilmasi gibi Onerilerde bulunulmustur

(Mackenzie et al. 1995, Atay et al. 2002).

Agar tarama testi, sadece S. aureus icin Onerilmektedir ki, heterojen olan suslarda
degerlendirme zor olmaktadir (Atay et al. 2002). Bir sefamisin tiirevi olan sefoksitinin
mecA genini diger penisilinlere gore daha iyi eksprese olmasini uyardigi gosterilmistir
(Swenson et al. 2001). Baz1 arastirmacilara gore, sefoksitin disk difiizyon testinin
oksasilin disk difiizyon testinden daha yararli oldugunu, mecA gen varligi ile daha iyi
uyum gosterdigini ifade etmislerdir (Felten et al. 2002, Boutiba-Ben Boubaker et al.
2004). CLSI antibiyotik duyarhilik testleri alt komitesi CLSI yayin1 M100-S17°de hem
disk difiizyon hem de diliisyon boliimlerindeki stafilokok tablosunda sefoksitin disk

difiizyon yontemini yeni test olarak ilave etmistir (CLSI 2006).
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2.6.1. Geleneksel Yontemler (Fenotipik Yontemler)

2.6.1.1. Disk Difuzyon Yontemi

2.6.1.1.1. Oksasilin Disk Difiizyon Yontemi

Yontemde MRSA izolatlarinin saptanmasi amaciyla 1 pg oksasilin iceren antibiyogram
diskleri kullanilmaktadir. CLSI tarafindan belirlenen diren¢ smir degerlerine gore
inhibisyon zonunun ¢ap 10 mm olan izolatlar direngli, 11-12 mm olan izolatlar orta
diizeyde duyarli, 13 mm olan izolatlar ise duyarli olarak kabul edilmektedir (Wikler

2007).

2.6.1.1.2. Sefoksitin Disk Difiizyon Yontemi

Sefalosporinler de son yillarda, indikatorii metisilin direng olarak iizerinde ¢alisilan bir
diger onemli antibiyotik grubunu olusturmaktadir. Moksalaktam ve sefoksitin diskleri
kullanilarak yapilan disk difiizyon testleri, MRSA ayiriminda oldukga yiiksek
duyarliliga ve ozgiilliige sahiptir. Ayrica, sefoksitin disk difiizyon yOnteminin
degerlendirilmesinin, oksasilin disk difiizyon yontemine gore daha kolay oldugu
bildirilmistir. Bu yontemde 30 pg sefoksitin igceren antibiyogram diskleri
kullanilmaktadir. CLSI tarafindan belirlenen diren¢ sinir degerlerine gore inhibisyon
zon ¢ap 21 mm olan izolatlar direncli, 22 mm olan izolatlar ise duyarli olarak kabul

edilmektedir (Wikler 2007).

2.6.1.2. S1vi Mikrodiliisyon Yontemi

Bu yontemde %2 NaCl iceren Mueller-Hinton sivi besiyeri kullanilmaktadir.
Antibiyotik olarak oksasilin tercih edilmektedir. CLSI tarafindan belirlenen direng sinir

degerlerine gore MIK degeri 2 pg/ml olan izolatlar duyarli, 4 ug/ml olan izolatlar ise

direncli olarak kabul edilmektedir (Wikler 2007).
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2.6.1.3. Agar Tarama Yontemi

Agar tarama yonteminde, kullanilan besiyeri MHA 6 pg/mL oksasilin ve %4 NaCl
icermektedir. Bakteri siispansiyonu 0.5 McFarland bulanikliga ayarlanmis bakteri
siispansiyonundan ekim yapilarak 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilir. Besiyerinde
tiremesi durumunda hedef susun metisiline direncli oldugu kabul edilmektedir. Metisilin
direnci acisindan degerlendirilmesi yapildiginda uygulanan yontemin duyarlilifi ve

ozgiilligii yiikksek oldugu diisiiniilmektedir (CLSI 2009).

2.6.1.4. Epsilometrik (E-test) Yontemi

Epsilometrik yontemi (AB Biodisk, Solna, Isvec) mikrodiliisyon ve disk difiizyon
yontemlerine benzerlik gostermesinin  yaninda alternatif bir yontem olarak
onerilmektedir. Istenilen antimikrobiyal ajanin duyarliligini test etmek amaciyla ince
plastik seklinde olan test stripleri seritleri) kullanilmaktadir. Ust yiizeyinde
konsantrasyon indeksi veya Olcek ile isaretleri bulunurken. Striplerin alt yiizeyinde ise
antimikrobiyal ajanlarin farkli konsantrasyonlar bir dizilenmis halde olarak bulunur. E-
test yonteminde hedef bakteri 0.5 McFarland yogunluga ayarlanilarak Muller Hinton
agar yiizeyine steril bir ekiivyonla yayilir. Agar yiizeyine, belli bir antibiyotik gradienti
iceren E-test stripleri yerlestirilir. Plaklar 18-24 saat siireyle 35-37°C'de inkiibasyon
sonrasi MIK degeri belirlenmektedir. MiK degeri strip etrafinda olusan inhibisyon

elipsinin strip iizerindeki dl¢ekle kesistigi noktadir. (Mahon 2007).
2.6.1.5. Lateks aglutinasyon Yontemi
Lateks aglutinasyon testlerindeki prensip PBP2a’nin lateks ile kaplanmis monoklonal

antikorlar ile reaksiyon verip vermemesi temeline dayanmaktadir. Diger yontemler gore

daha kisa siirede sonug alinabilmektedir. (Sancak 2007).
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2.6.1.6. Kromojenik Besiyerleri

Staphylococcus aureus’larin metisiline olan direngli olup olmadiklarinin belirlenmesi
amaciyla bircok kromojenik besiyeri bulunmaktadir. Bu tiir besiyerleri hem segici hem
de ayirt edici olmlarindan dolay: tercih edilmektedir. Icerisinde bulunan ayiraglar
sayesinde farkli kolonilerin farkli renkleri olusturmasindan dolay1 tiir ayrimina
gidilebilmektedir. Kromojenik besiyerlerinin bazilar1 segici antibiyotik olarak sefoksitin
icerirken,  digerlerinde  oksasilin  bulunmaktadir.  Oksasilin  antibiyotiginin
bozulabilmesinde dolay1 ¢ok fazla tecih edilmemektedir. Sefamisin antibiyotiginin
PBP2a’y1 daha iyi indiikledigi diisiiniildiigiinden sefoksitin iceren besiyerleri daha ¢ok
kullanilmaktadir. Besiyerine ekim yapildiktan 24 saat sonra MRSA kolonileri renkli
olmalar1 sebebiyle diger koloni tiirlerinde kolayca ayirt edilebilmektedir. Ozgiilliigii
yilksek olan kromojenik besiyerlerinde iireyen MRSA kolonilerin dogrulama

yapilmasina ¢ok fazla gerek duyulmamaktadir (Giilay 2009).

2.6.2. Molekiiler Yontemler

Metisiline direncli olan izolatlari, 6zellikle S. aureus’ larin molekiiler yontemler ile
tespitinde en duyarl1 ve giivenilir yontemler olarak goriilmektedir. Molekiiler yontemler
arasinda DNA hibridizasyon ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) sayilmaktadir. Her
iki yonteminde S. aureus’larda metisiline diren¢ geni mecA varligim tespitinde
duyarliligt ve ozgiilligii %100 olarak kabul edilmektedir. Yontemlerin uygulama
kolaylig1 dikkate alindiginda PZR tercih edilme orami yiiksek olmasindan dolay1

giiniimiizde altin standart olarak kabul gormiistiir (Nolte and Caliendo 2003).

Dolayisiyla MRSA tespitinde PZR’na dayanan farkli testler bulunmaktadir. PZR
yontemleri PBP2a’y1 kodlayan mecA geni ile S. aureus’a 6zgii nuc (nikleaz), coa
(koagulaz), sad442, femA, femB gibi genlerinin varligini belirleyen multipleks PZR
yontemleri bulunmaktadir. Metisilin direncinin dogrulanmasi ve kan kiiltiirlerinden
MRSA saptanmasini hedefleyen PZR yontemleri rutin olarak isleyen mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda kullanilmaktadir (Giilay 2009).
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2.6.2.1. DNA Hibridizasyonu

DNA hibridizasyon yonteminde 6zgiil DNA bolgelerine baglanabilen enzim ya da
radyoaktif isaretli problar kendi bolgelerine 6zgii farkli yontemlerle denatiire edilebilen
DNA veya RNA ile hibridize olabilen stabil bir cift iplik sentezlerler. Boylelikle
hibridize olan DNA’lar cesitli yontemlerle tespit edilebilmektedirler (Podzorski and
Persing 1995). MRSA’ lar i¢in mecA’y1 tespitinde elde edilen veriler ile hibridizasyon
sonuglar1 bu yontemin %100 duyarli ve 6zgiil bir yontem oldugu belirlenmistir (Kolbert
et al. 1998). Hibridizasyon yontemlerinin dezavantaji ise uygulama zorlugunun yaninda
PZR’a gore daha fazla miktarlarda DNA gerekli olmasindan dolay1 ¢ok tercih edilen bir
yontem degildir (Unal et al. 1992).

2.6.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Niikleik asitlerin invitro olarak c¢ogaltilmasini saglayan yontem belirli bir niikleotid
(20-30 bazlik niikleotid bolgesi) 6zgiil oldugu icin identifikasyon amagli kullanilan hizl
bir yontemdir. Cogaltilmak istenen DNA bolgesinin iki ucuna 6zgii olan ve bu bolgenin
baz dizilerini tamamlayict bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primerler kullanilmaktadir.
Istenilen DNA bolgesi bu iki primer arasinda cogaltma islemi yapilir. Isiya dayanikli

olan Taq DNA polimeraz enzimi kullanilmktadir (Bannerman 2003).

Uc farkli kademede farkli sicaklik araliklarinin oldugu bir dongii halinde tekrarlar
seklinde devam etmektedir. {1k kademe denatiirasyon olarak adlandirilmakta ve 94°C’de
DNA’daki hidrojen baglarinin birbirinden ayrilmasi gerceklesmektedir. Annealing
(birlesme) olarak adlandirilan ikinci kademede sicaklik diisiiriilerek primerler
kendilerine 6zgii olan baz dizileri ile hidrojen baglar1 kurup baglanirlar. Ugiinciisii ise
uzama kademesidir. DNA polimerazin ¢alistigi sicaklikta primerlere baglanmis olan
enzim sentezlenmekte olan DNA’nin 3' ucuna, niikleotidleri ekleyerek DNA sentezi
gerceklesmis olur. Bu ii¢ ve birbirinden farkli olan basamaklarin her tekrarinda iki
primer arasinda kalan ©zgiill DNA bolgesinin her iki zincirinin de birer kopyasi

cikarilmig olur. Sentez islemi igin, primerler, DNA polimeraza ve deoksiniikleotid
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trifosfatlara (dATP, dCTP, dGTP dTTP), DNA polimerazin calismasi icin gerekli
tampon gorevi yapacak tuzlara ve ayrica Mg** a ihtiyac duyulmaktadir (Bannerman

2003).

Cogaltilan hedef DNA’nin goriintiilenmesinde yaygin olarak kullanilan yontem agaroz
jel elektroforezidir. PZR ile elde edilen amplikonlar bu yontemle ayristirildiktan sonra
DNA zincirleri etidyum bromidle boyanmasiyla ultraviyole 15181 altinda goriiniir hale
getirilebilmektedir. Elde edilen bantlar molekiiler biiyiikliik belirleyicileri ile

karsilastirilarak dogrulugu hakkinda karar verilir (Podzorski and Persing 1995).

2.7. Bakterilerde Antibiyotik Direncliliginin Transferi

Antibiyotiklere direnclilik genlerini tasiyan plazmidler, transpozonlar ve integronlar
araciligiyla konak hiicre bolinmesi sirasinda vertikal olarak gectigi gibi, karisik
bakteriyel populasyonlardaki ayn1 veya farkli tiir ve soylardaki patojen veya apatojen
bakteriler arasinda transdiiksiyon, konjugasyon veya transformasyon araciligi ile

horizontal olarak da gecebilmektedir (Biiyiikkaya ve Dinger 2012).

2.7. 1. Horizontal Gen Transfer Mekanizmalari

Tablo 2.2’de Horizontal Gen Transfer Mekanizmalari verilmistir

Tablo 2.2. Bakterilerde Horizontal Gen Transfer Mekanizmalari

Transfer sekli Gerceklesen Olay Olaya Katilan Hiicre Transfer Edilen Yap1
Konjugasyon Bir bakteriden digerine Prokaryotik Kromozom veya plazmid
DNA transferi alinir
Transdiiksiyon Bir hiicreden digerine Prokaryotik Genel transdiiksiyonla herhangi bir
viriis araciligiyla DNA gen alinimt veya 6zellesmis
transferi transdiiksiyonla bazi genlerin
alinmast
Transformasyon | Ciplak DNA pargalarinin Prokaryotik Herhangi bir DNA alinir. Kompetans
hiicre tarafindan alinimi Okaryotik belirleyicidir.
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2.7. 2. Yer Degistirebilen Genetik Elemanlar

Antibiyotik direngliligi, insan ve hayvanlarda 6nem arz eden bakteri cinsleri arasinda
hizli bir sekilde yayilmasindan sorumludurlar. Bu elementler kromozomlar arasinda,
ayn1 kromozom {izerindeki farkli bolgeler arasinda, kromozomdan plazmide veya iki
plazmid arasinda yer degistirebilen, kendi transferini gerceklestirebilen, kiiciik, lineer,
cift iplikli DNA dizilimleridir (Frost et al. 2005. Biiylikkaya 2012). Ekstra kromozomal
elemanlar adi1 verilen bu plazmidler, transpozonlar ve integronlar, yeni antibiyotik
diren¢ genleri kazandiran, hareketli elemanlardir (Kuyucu 2007, Biiyilkkaya 2012).
SCCmec’in MSSA genomuna integrasyonu Sekil 2.6’de gosterilmistir. Antibiyotik
duyarh bir bakteriye antibiyotik uygulandiginda, mutasyonlar veya Yatay gen transferi
sonucu bu antibiyotige diren¢ kazanmis az sayidaki direngli bakteri duyarli bakterilere
kars1 rekabet avantaji kazanir ve dogal seleksiyon ile direncgli bakteri sayisinda direng

kromozomuna sahip bakteri populasyonunda artis goriiliir.

Schematic representation of excision and
integration of SCCmec

Sekil 2.6. MRSA da bulunan fakat MSSA da bulunmayan mecA geninin aktarimi (Int. Kyn.6)

R-plazmidleri diger duyarli bakterilere transdiiksiyon, transformasyon ve konjugasyon
(Sekil 2.7) olaylartyla gecerek direng gen paketini aktarir ve bdylece direncin

yayilmasina neden olurlar (Biiyiikkaya 2012).
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Sekil. 2.7. F* hiicreden F hiicreye Konjugasyon ile gen aktarimi ve Hfr hiicre (Int. Kyn.7)

Ozellikle kisa siire icerisinde cok antibiyotik direngli (multiple-drug resistance) suslarin
ortaya ¢ikip yayilmasinda transpozonlarin rolleri bulunmaktadir (Oztiirk 2002).
Integronlar spesifik bir yere yerlesmis olan bir veya daha fazla direnc genini ve mobil
elementlerdeki (gen kasetleri) diren¢ genlerini yakalayabilen hareketli DNA
elemanlaridir (Biiyitkkaya 2012). Integronlara, bagimsiz olarak plazmidlerde veya
transpozon (Tn21) ailesinin bir boliimii olarak rastlanmaktadir. Integronlar bolgeye
spesifik rekombinasyon icin gerekli enzimleri kodlayan 5’ ucunda bir integraz geni
(int), onun yaninda gen kasetleri i¢in bir reseptor geni ve gen kasetlerinin ekspresyonu
icin bir promotdrden olusurlar. Gen kasetleri ise bir veya daha fazla gen ve her bir genin
3’ ucunda 57-141 baz ¢iftlik integraz spesifik rekombinasyon bolgesi iceren yapilardir.
Integronlar icerisindeki korunmus kaset dizilimleri, farkli plazmidlerdeki integronlar
arasinda kaset degisimine neden olabildiklerinden diren¢ gelisiminde ©6nemli rol

oynarlar (Kuyucu 2007, Biiyiikkkaya 2012).
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2.8.Fitness Cost (Uyum Giicii)

Giiniimiizde antibiyotiklere diren¢li mikroorganizmalar gittikce artis gostermektedir.
Direng ya intrinsik olarak kromozomal gendeki mutasyonlardan ya da eksojen genlerin
genetik materyallerindeki direng belirleyicilerin kazanilmas1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Antibiyotiklere diren¢ siklikla antibiyotik yoklugunda bakterinin ortama uyumunu
(fitness) azaltir; buda direncin cost’u (bedeli) olarak ifade edilir (Spratt 1996). Bir bagka
degisle antibiyotik diren¢ genleri tasiyan organizmalar optimum kosullarin bulundugu
ortamlarda diren¢ genleri tasimayan tiirlerine oranla daha az gelisim gosterirler. Bunun
nedeni ekstra tagidiklar1 diren¢ genlerinin replikasyonu i¢in fazladan ATP’ye ihtiyag

duymalandir.

Evrimsel biyolojide fitness, tiim dogal seleksiyon teorisi ile ilgili bir terim olup
Darwin’in hayatta kalmay1 basaran en uygun ve verimli bireyleri tanimlamak igin
kullandig1 terimdir. Fitness’t ve bilesenleri anlamak evrimsel degisimi anlamanin
anahtaridir. Mutasyon olusumu bakteriye diren¢ kazandirabilmektedir ki, boylece
hiicrede normal fizyolojik siireclerin bazilarinda bozulmalara sebep olabilir. Boylece
zararli olan yan etkiler meydana gelebilir. Diren¢ fonksiyonunu sifreleyen genler
plazmidler ile aktarilmaktadir. Bu durumda bakteriler ekstra niikleik asit ve protein
sentezlemek durumunda kalmaktadirlar, dolayisiyla bu sentez enerjetik bir yiik
getirmektedir ve iriinler hiicrenin fizyolojisini etkileyebilir. Diren¢li olan bakteriler
antibiyotik yoklugunda duyarli genotiplere rakiptir. Bu durumda, direncin yayilmasi
icin yeni bir strateji ile direncli genotiplerin frekansi1 diisiirmek icin antibiyotik
kullanimi ertelenmelidir. Bu stratejinin etkinligi kismen de olsa bakterinin antibiyotige
olan costuna baghdir. Antibiyotik tedavisi sirasinda bazi duyarli bakterilerin de yasadigi
varsayildiginda (ya da tedavi sonrasi kolonize durumunda), direngli bakterileri azaltmak
icin gerekli zaman direncin costu ile ters orantilidir. Ornegin, %10 olan direncin costu
ile %1 olan direncin costu karsilagtinldiginda, direngli bakteri populasyonunu elimine
etmek icin gerekli olan zaman 10 kat1 kadardir. Bu nedenle antibiyotik kullanimin
ertelenmesi ile antibiyotik direncin yayilmasindaki kontrolii, antibiyotik yoklugundaki

duyarh ve direngli genotiplerin relative fitnessa baghdir (bagimlidir).
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Calismada, bakterilerin acisindan antibiyotik direncinin costu degerlendirilmesi ile ilgili
calismalar yapilmistir. Temel bulgular iki yonliidiir. Antibiyotik direncinin costu
gelisebilir ve dogal seleksiyonla zaman icersinde azalma egilimin gosterir. Farkli bir
ifadeyle, direncli bakteriler siklikla antibiyotik yoklugunda duyarlilar ile rakip
halindedir. Ne yazik ki, bu egilim direngli suslarin yayiliminin zamanla kontroliiniin

daha da zorlagacagi anlamina gelmektedir.

Antibiyotik kullanimimin azalmasi ilaca olan diren¢ oranmini genellikle diisiiriir fakat
kaybetmez. Yapilan ¢aligmalarda dogrudan segici etkinin yani antibiyotigin yoklugunda
diren¢ oranlart stabil olarak gozlemlenmistir. Secici etkiyi koruyan diisiik diizeydeki
antibiyotik  kontaminasyonu, antibiyotikler disindaki diger yollarla secimin
gerceklesmesinin  ve direngli genlerin  stabilitesinin buna yol acabilecegi

diisiiniilmektedir.

Antibiyotiklere olan bakteriyel adaptasyon iki adimda kazamlir. Ilki direng
mekanizmasinin kazanilmasi ile uyumun azalmasi, sonra bakterilerde buna ek olarak
diren¢ kaybi1 olmaksizin telafi edici mutasyonlarin kazanmilmasi ile direng
mekanizmasinin varligina adaptasyon saglanir. Son calismalar ikinci basamagin farkli
genlerde ya da etkilenen hedef geninin gen amplifikasyonunda olusabilecegini

gostermistir (Sandegren and Anderson, 2009).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Ocak 2012-Mayis 2013 tarihleri arasinda, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda, c¢esitli klinik
orneklerden; koloni morfolojisi, Gram boyama, katalaz, tiip koagiilaz, mannitol ve

oksasilin disk difiizyon testlerinin sonucunda, MRSA olarak saptanan 364 adet S.

aureus susu incelenmeye alinmistir.

3.1.1. Besiyerleri

Kanh Agar (Oxoid, CM0055B)

Et ekstrakti 10g
Pepton 10g
Sodyum klorid (NaCl) S5¢g

Agar 15g

Kanh agar hazirlamak icin, 40 g toz halindeki besiyeri, balon joje igerisinde bir litre
distile su eklenerek sicak su banyosunda eritilmistir. Daha sonra pH 7,3’ e ayarlanarak
121°C de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir. Besiyeri 45-50°C ye kadar sogumaya
birakilarak, icerisine 50 ml defibrine steril insan kanmi ilave edilmistir. Daha sonra
karistirilarak uygun sicaklikta ve aseptik kosullarda 4 mm kalinliginda petri kutularina
aktarilmis. Aktarilma isleminden sonra sogumaya birakilmistir. Kiiltiir orneklerinden

Stafilokoklarin ilk izolasyonu i¢in kullanilmistir.

Mannitol Tuz Agar (MTA) (Oxoid, CM0085B)

Sigir ekstrakti 1g
Pepton 10g
D-Mannitol 10g
Agar 15g
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Sodyum klorid (NaCl) 75,000¢g
Fenol kirmizisi 0,025g

Toz halindeki besiyerinden 111 g tartip balon joje igerisinde bir litre distile suda
eritilerek, pH 7,4’ e ayarlanmus. Sterilize olmasi1 i¢cin 121°C de 15 dakika otoklava
birakilmistir. Uygun sicaklikta, aseptik kosullarda 4 mm kalinliginda petri kutularia
aktarilarak sogumaya birakilmistir. Mannitol Tuz Agar (MTA), S. aureus izolasyonu
icin selektif besiyeri olmasindan dolayr koagiilaz negatif stafilokoklardan

ayristirilmasinda kullanilmastir.

Mueller-Hinton Agar (MHA) (Oxoid, CM337B)

Si1gir ekstrakti 300,00g
Kazein hidrolizat 17,50g
Nisasta 1,50g
Agar 17,00g

Toz haldeki hazir besiyeri karisimindan 38 g tartilip 1000 ml distile su i¢inde ¢oziinmesi
saglanmustir. pH's1 7,3’e ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize
edilmistir. Uygun sicaklikta, aseptik kosullarda 4 mm kalinliginda petri kutularina
aktarilma isleminden sonra sogumaya birakilmistir. Kullanilan antimikrobiyal ajan ya

da ajanlarin S. aureus’a kars1 in-vitro etkinligini saptamak amaciyla uygulanmistir.

Mueller-Hinton Broth (MHB) (Oxoid, CM0405B)

Sigir ekstrakti 300,00g
Kazein hidrolizat 17,50g
Nisasta 1,50g

38 g toz halindeki besiyeri bir litre distile suda eritilmis. pH’1 7,3’e ayarlanarak 121°C
de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir. Uygun sicaklik, aseptik kosullarda 4 mm

kalinliginda petri kutularina aktarilarak sogumaya birakilmistir. Antimikrobiyal ajanin
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S. aureus’ un iremesini inhibe etmek veya oOldiirmek icin gerekli olan minimum

konsantrasyonunu belirlemek i¢in uygulanmistir.

Brain Heart Infusion Broth (BHIB) (Oxoid, CM1135B)

Beyin infiizyon 12,5¢g

Sigir kalp infiizyon 5,00g
Glukoz 2,00g
Disodyum fosfat 2,50g
Proteoz pepton 10,00g
Sodyum klorid 5,00g

37g dehidrate besiyeri balon igerisinde bir litre distile suda eritilmis, pH 7,4’e
ayarlanmigtir. 121°C de 15 dakika otoklavda sterilize edilmesi saglanmistir. Uygun
sicaklikta ve aseptik kosullarda 4 mm kalinhiginda petri kutularina aktarilmistir.
Saklama besiyerindeki izolatlarin canlandirilmasi ile geleneksel yontemlerle birlikte

identifikasyon amaciyla kullanilmistir.

CHROMagar-MRSA Besiyeri (PREMED)

Pepton ve maya agar 40,0g/1
Tuz 25,0¢g/1
Kromojenik mix 2,5g/1
Agar 15,0g/1

82,5 g dehidrate besiyeri balon icerisinde bir litre distile suda eritilmis, pH 6,9’a
ayarlanarak hazirlanmistir. 121°C de 15 dakika otoklavda sterilize edilerek, uygun
sicaklikta saglanmistir. Aseptik kosullarda 4 mm kalinhiginda petri kutularina

aktartlmistir. CHROMagar-MRSA besiyeri, MRSA identifikasyonu i¢in kullanilmistir.
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Saklama Besiyeri (%16 lik Gliserollii Buyyon)

Tripton soy broth dekstroz 1g
Gliserol 10ml

Kimyasallar 40 ml distile su igerisinde tamamen ¢oziiliinceye kadar manyetik karistirict
da kanstinlmistir. pH 7,2’ye ayarlanarak 121°C de 15 dakika otoklav ile sterile edilmesi
saglanmistir. Steril sartlarda, yaklasik 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine dagitilmistir. Saf
koloni kiiltiirlerinin canli kalmasinin yaninda miimkiin oldugu kadar genetik, fizyolojik

degisikliklere ugramamasi amaciyla saklama besiyerleri kullanilmistir.

Kullamilan Antibiyotik Diskleri

Izole edilen suslarin antibiyotik duyarliliklarini belirlemek icin Oksasilin (OX-1pg,
Oxoid), Penisilin (P-10U, Oxoid), Sefepim (FOX-30pg, Oxoid), Trimetoprim-
Sulfametoksazol (SXT-25ug, Oxoid), Ampisilin-Sulbaktam (SAM-20ug, Oxoid),
Seftriakson (CAZ-30pg, Oxoid), Vankomisin (VA-30ug, Oxoid), Teicoplanin (TEC-
30pug, Oxoid), Linezolid (LZD-30upg, Oxoid), Sefotaksim (CTX-30ug, Oxoid),
Siprofloksasin (CIP-5ug, Oxoid) diskleri kullamlmustir. Ayrica calismada MIK
hesaplanmast hem de uyum giicii deneyleri i¢in Oxacillin (Sigma, 28221-1G)

antibiyotigi kullanilmstir.

3.2. Metot

Calisma icin Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun 06.09.2012
tarihinde, 2012/5 toplantt numarali 42 sayili karar1 ile s6z konusu arastirmanin
yapilmasinda etik agidan sakinca olmadigina dair onay alinmistir. Tiim hastalarin
caligma ile ilgili bilgilendirilmesi yapilmistir.

3.2.1.Klinik Orneklerden S. aureus izolasyonu ve identifikasyonu

Yara, kan, trakeal aspirat, idrar, balgam, burun, beyin omurilik sivisi (BOS), brons
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lavaji1 ornekleri ve diger klinik ornekler %5 kanli agar besiyerine ekimleri yapilmistir.
Ekim sonrast 35-37°C’de, 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Identifikasyonun
yapilmasi amaciyla Gram boyama yapildiktan sonra Gram pozitif (+) koklara katalaz,

tiip ve lam koagiilaz, mannitol tuz agar gibi konvensiyonel yontemler uygulanmstir.

Izolatlarin saf kiiltiirleri %16 gliserollii buyyona inokiile edildikten sonra yapilmasi

planlanan ¢aligmalar i¢in -20°C de saklanmustir.

3.2.1.1.Katalaz Testi

Hidrojen peroksidi (H,O,) pargalayarak su ve oksijene doniistiiren enzim katalazdir
(Giiltekin, 1999). izolasyonu yapilan S. aureus suslarinda katalaz aktivitesini arastirmak
icin; petri kabindan alinan bir koloni, temiz bir lam iizerinde bir damla fizyolojik tuzlu
su (FTS) icerisinde siispanse edilmistir. Koloni ve FTS nin iizerine 1-2 damla taze
hazirlanmis %3’lik H,O, damlatilmistir. Reaksiyon sonunda oksijen kabarciklarinin
olusmasi testin pozitif oldugu anlamina gelir. Eritrositlerde de katalaz enzimi
bulundugundan dolayi, test edilecek bakteri kan icermeyen bir besiyerinden alinmasina
dikkat edilmistir. Staphylococcus tiirleri katalaz pozitif, Streptococcus tiirleri ise katalaz
negatiftir. Pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 29213 susu kullanilmistir (Forbes et
al. 2007).

3.2.1.2.Koagiilaz Testi

Lam deneyinde, kiiltiir filtratina gegcmeyen ve bakteri hiicresi ylizeyinde bulunan bagl
koagiilaz (clumping factor = kiimelestirici faktor) arastirilmasi yapilmistir. Bakteri
yiizeyindeki  faktoriin  plazmadaki  fibrinojeni  pihtilagtirilmasi  bakterilerin
kiimelesmesine yol agmaktadir. Lam testinde temiz bir lamin u¢ kisimlarina birer damla
distile su damlatilmis, kolonilerinden 6ze ile bir miktar alinarak homojen stispansiyonlar
elde edilmistir. Elde edilen bu siispansiyonlarin birisinin iizerine bir damla etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA)’l1 kan plazmasi, digerinin {izerine bir damla FTS damlatilmistir.
Negatif kontrol olarak kullanilan FTS de kiimelesmenin olmamasi beklenir. Tavsan

plazmasi damlatilan tarafta 5-10 saniye igerisinde gozle goriiliir kiimelerin olugmasi
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testin pozitif oldugunu gostermistir. Caligmada kontrol olarak S. aureus ATCC 29213
susu kullanilmistir (Koneman et al. 2006, Forbes et al. 2007).

Lamda koagiilaz deneyi sonrasi elde edilen veriler dogrultusunda, yalanci pozitif veya
yalanci negatif sonuclarin dogrulanmasi amaciyla siipheli goriilen suslara tiipte
koagulaz deneyi yapilmistir. Bu amacla; steril olan bir deney tiipii icerisine 1 ml
fizyolojik tuzlu su ile 1:5 oraninda hazirlanmus sitratli insan plazmasi eklenmistir. 37°C
de 24 saat kanl agarda inkiibe edilerek iireyen saf stafilokoklardan bir koloni, steril 6ze
ile alinarak plazma igerisinde siispanse edilmistir. Daha sonra 37°C de etiive inkiibasyon
icin brrakilmistir. Dordiincii saat sonunda negatif ¢ikan suslar oda 1sisinda 18-24 saate
kadar inkiibe edilmistir. Siire sonunda koagiilaz goriilen tiipler pozitif olarak
degerlendirilmeye alinmistir. Kontrol olarak S. aureus ATCC 29213 kullanilmigtir
(Bilgehan 1995, Winn et al. 2006).

3.2.1.3.Mannitol Tuz Agar (MTA)

Stafilokoklarin glukozu pargalamasi fermantasyon ile gerceklesirken son iiriin olarak da
laktik asit olustururlar. Laktoz, siikroz, mannoz, trehaloz ve maltoz gibi karbonhidratlar
da fermente edebilirler. Fakat mannitolii ise Stafilokoklardan sadece S. aureus fermente
eder (Cengiz 2003). S. aureus, ayirt edici besiyeri olan mannitol tuz agarda yiiksek
yogunluktaki tuz varliginda gelisim gosterir. Mannitolu fermente ederek, koloniler
etrafindaki sar1 renk olusturmasiyla diger Stafilokoklardan ayrilir. Fakat diger bazi
stafilokoklar (6rn. S.saprophyticus) da mannitolu fermente ederek benzer koloniler
olusturabilir. Mannitol tuz agar ve diger ayirt edici besiyerlerinde tiremenin belirlenmesi

icin 4872 saat inkubasyon gerekli olabilir (Tiinger 2004).

Mannitol fermentasyon testi icin, saf kiiltiir olarak izole edilen suslar MTA’ a inokiile
edilmistir. Aerob ortamda 37°C de 18-24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Mannitolii fermente eden suglar besiyerinde sari-turuncu renginde koloniler pozitif

olarak degerlendirilmistir (Koneman 2006, Forbes 2007).
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3.2.2. Bauer Kirby Disk Difiizyon Testi ile Antibiyotik Direncinin Belirlenmesi

Antibiyotik duyarhilik testlerinde Miieller-Hinton Agar kullanilarak Kirby-Bauer Disk
Diffiizyon yontemi ile CLSI” nin 6nerileri dogrultusunda uygulanmistir (Qoronfleh and

Wilkinson 1986, Wikler et al. 2007).

Bauer Kirby disk difiizyon testinde Oksasilin (OX), Sefepim (FOX), Penisilin (P),
Trimetoprim-Sulfametoksazol (SXT), Ampisilin-Sulbaktam (SAM), Seftriakson (CAZ),
Vankomisin (VA), Teicoplanin (TEC), Linezolid (LZD), Sefotaksim (CTX),
Siprofloksasin (CIP) antibiyotik diskleri kullanilmastir.

Metisilin direncli S. aureus izolatlarinin saptanmasi amaciyla 1 pg oksasilin diski ile 30
pg sefoksitin diski kullanilmistir. 0,5 Mc Farland bulaniklifa ayarlanmis olan bakteri
siispansiyonundan Mueller Hinton agara (MHA) 1 ml ekim yapilip steril ekiivyonla
besiyerinin yiizeyine yayilmasi saglanmigtir. Daha sonra pensetle kenardan 1,5 cm ve
birbirlerinden 1,5 cm olacak sekilde oksasilin ve sefepim disklerinin yerlestirilmeleri
saglanmustir. Plaklar 35°C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda disk etrafinda
olusan zon ¢ap1 Ol¢iilerek duyarli ya da direncli olarak degerlendirilmistir (CLSI 2012).
Standart sus olarak ATCC 29213 kullanilmistir.

S. aureus icin oksasilin zon ¢ap1 <10mm olanlar direngli, 11-12mm olanlar orta duyarli,

>13mm olanlar ise duyarl olarak kabul edilmistir (CLSI 2012).

S. aureus igin sefoksitin zon ¢ap1; >22mm olanlar duyarli, <21mm olanlar ise direncli

olarak kabul edilmistir (CLSI 2012).

Stafilokoklarin 0,5 Mc Farland degerindeki buyyon kiiltiirlerinden plak besiyerinin
yiizeyine her tarafa esit sekilde yayilacak sekilde ekimleri yapilmistir. Ekim yiizeyinin
kurumasi i¢in birka¢ dakika beklenildikten sonra antibiyotik disklerin ucu alevden
gecirilerek steril edilmistir. 35°C de 28-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasi antibiyotik disklerinin ¢evresindeki olusan inhibisyon zonlar1 degerlendirmeye

alinmustir (CLSI 2012).
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3.2.3. Metisiline Direncli Staphylococcus aureus Suslarimin Geleneksel Yontemlerle

Belirlenmesi

3.2.3.1. Oksasilin ve Siprofloksasin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunun

Belirlenmesi

Mikroorganizmanin antibiyotiklere olan duyarliligmm belirlemek amaciyla diliisyon
teknikleri gelistirilmistir. Diliisyon tiip serilerinde madde dillisyonlar1 hazirlanarak
kiiltiriin ~ ilave edilir. Antimikrobiyal ajan ile mikroorganizma etkilesimi
gerceklestirilmektedir. Inkiibasyon sonrasi test edilen antimikrobiyal ajanm, kullanilan
mikroorganizmaya karsi hangi konsantrasyonda etkili oldugu iiremenin varligina veya
yokluguna gore belirlenebilmektedir. Uremenin varhg ya da yoklugu bulanikhik
tayiniyle yapilmaktadir. Sayet iiremenin olmadig: en diisiik konsantrasyon degeri, MiK

degeri olarak tanimlanmaktadir (Cowan 1999).

Yapilmis olan ¢alismada oksasilinin S. aureus’a olan MIK degerini belirlemek amaciyla
makrobroth diliisyon teknigi kullanmilmistir. Bu amagla, Mueller-Hinton buyyonunda
ticari olarak hazirlanan oksasilinin diliisyonlar1 hazirlanmistir.  Gittikce azalan
yogunlukta dilusyonlar i¢in oksasilin, 1 ml'de 256 pg'dan baslayarak, 256, 128, 64, 32,
16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,12 pg/ml olacak sekilde hazirlanmustir. Ugzerlerine, S. aureus’
un 24 saatlik sivi besiyeri kiiltiiriinden 0,1 ml ekimi yapilmistir. Karistirma islemi
yapilarak 24 saat 37 °C' de inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda tiiplerdeki iireme
durumu degerlendirilmistir. Uremenin olmadigi en kiiciik dilusyon oksasilin MIiK
degeri olarak belirlenmistir. Ancak, bu noktanin kesin olmasi i¢in, test iki paralel olarak

calisilmigtir. Kontrol susu olarak direngli S.aureus standart susu kullanilmistir.

Oksasilin icin yapilan MIK belirleme testi siprofloksasin antibiyotigi icinde

uygulanmustir.
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3.2.3.2. Metisilin Direncinin CHROMagar Test Yontemi ile Belirlenmesi
(PREMED)

Son yillarda, MRSA identifikasyonunda kullanilmak iizere gelistirilen, yaygin olarak
kullanilan selektif ile diferansiyel kati besiyerlerinden de yararlanilmaktadir.
Kromojenik besiyerleri hem aranan ¢ogul direncli patojenin se¢ilmesini saglayan hem
de icerdikleri diger ayraclar sayesinde farkli koloni renkleri olusturarak tiir ayirimina
olanak veren besiyerleridirr. MRSA i¢in kullanilan kromojenik besiyerlerinin bir
kisminda segici antibiyotik olarak sefoksitin bulunmaktadir. Chromagar MRSA bu tip
besiyeridir (Van et al. 2007).

MRSA olarak tanimlanan 50 sus icin bu test yontemi uygulanmistir. Bu amagcla, 0,5 Mc
Farland bulanikliga ayarlanmis olan bakteri siispansiyonundan steril bir ekiivyon
yardimiyla chromagar plagina homojen bir sekilde yayilmasi saglanmistir. Daha sonra
plak 37 °C de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda

kromojenik agarda iireyen eflatun renkli koloniler MRSA olarak tanimlanmistir.

3.2.4.Metisiline Direncli S. aureus Izolatlarinda spa, SCC, mecA genlerinin

qualitative rt-PZR ile Belirlenmesi

spa, SCC, mecA genleri Xpert MRSA/SA PZR yontemi ™ kullanilarak, qualitative rt-
PZR (Cepheid) cihazi (Resim 3.1) aragtirilmistir.

Resim 3.1. qualitative rt-PZR cihazi ve ¢alisma kitinin goriintiisii.
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Qualitative PZR, belirli bir hedef sekansin varligin1 ya da yoklugunu tespit etmede
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda farkli splaysing formlarinda, farkli olan tek niikleotid
polimorfizmler arasinda ve vahsi tip ile mutant tiplerin ayirnminda kullanilan bir
tekniktir. Iki alel icin farkli floroforlar (fluorophore) kullanilir, florofor sinyallerinin
oran1 digeri ile karsilagtirildiginda bir formun miktan ile iliskili olur. En yaygin

kullanilan multipleks reaksiyon, qualitative PZR yontemidir.

Calismada geleneksel yontemlerle MRSA olarak tanimlanan, hem oksasiline hem de
sefoksitine direncli olup oksasiline olan MiK degeri en yiiksek olan 50 sus GeneXpert
MRSA/SA PZR yontemi ™ ile spa, SCC, mecA genlerinin varhig arastirilmistir. Bu
yontem bir multipleks PZR yontemi olup, spa, SCC ve mecA genleri birlikte
calisilmaktadir.

Kan kiiltir ornekleri icin gelistirilmis bu yontemde modifikasyonlar yapilarak
izolatlarin 0,5 Mc Farland siispansiyonu steril distile su icerisinde yapilmistir. 0,5 Mc
Farland siispansiyonlardan suslarin 1/1000 oraninda yine steril distile su kullanilarak
diliisyonlar1 hazirlanmistir. Bu diliisyonlardan 100 pl alinarak kitin i¢indeki elution
reagent tiipiine eklenmistir. Vorteksleme islemi yapilarak homojen dagilimi
saglanmistir. Bu tiipden yaklasik olarak 910 pl alinarak kartusun sivi boliimiine ilave
edilmistir. Yapilan bu islemler sonrasi kartusun barkotu okutularak cihaza yiiklenmesi
ile birlite kayitlar1 yapilmistir. Boylelikle calisma baslatilmistir. Olusan piklere gore

spa, SCC ve mecA gen bolgeleri tanimlanmaistir.

3.2.5. Uyum Giicii Deneyleri

3.2.5.1. Suslarin Gelisim Oranlarmin Belirlenmesi

Qualitative real-time PZR ile spa, scc ve mecA genlerinin varligi saptanan 2 MRSA
(3R, 36R) ile ayn1 yontemle MSSA oldugu belirlenen 1 izolat (27S) Uyum giicii

deneyleri i¢in se¢ilmigtir.

[zolatlarin gelisim oranlart microplate’da 600 nm’de spektrofotometrede absorbanslart
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belirlenmistir (Resim 3.2) (Johnsen et al. 2002). Yontemde oksasilin MIK degeri
belirlenen suslardan en direngli olan iki sus kullanilmistir. Bu suslarin MIK degerlerinin
1/50 oraninda oksasilinli ve oksasilinsiz olarak BHI brothda kiiltiirleri hazirlanmistir.
37°C de bir gece inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi kiiltiirler, BHI broth
besiyerinde yine oksasilinli ve oksasilinsiz olarak 1/20 oraninda diliie edilmistir. 37°C

calkalamal1 etiivde inkiibasyona birakilmistir.

Resim 3.2. Microplatelerin absorbans degerlerinin 6l¢iildiigii spektrofotometre cihazi.

Kiiltiirler, durgun fazin baslangicinda, 200 ul BHI broth da yaklasik 10° olmasi icin
1/1000 oraninda diliie edilmistir. Hazirlanan bu kiiltiirden 200ul 96’ Iik mikroplatlerin
kuyucuklarina eklenerek 37°C calkalamali etiivde inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra 600 nm de 15-20 dakika araliklarla absorbans degerleri kaydedilmis (Foucault et
al. 2009). Gelisim oranlar1 asagidaki formiil kullanilarak matematiksel olarak
hesaplanmistir. Hesaplamalarda 600 nm de optik densitenin 0,1 ve 0,2 oldugu aralik

kullanilmustir.

u=[In(N,) - In(No)}/(t-t0)
N: populasyon yogunlugu
u: gelisim oran

t: zaman

MSSA ve MRSA izolatlarindan elde edilen populasyon yogunlugu degerleri

karsilastirilarak relative gelisim oranlar1 hesaplanmistir ( Foucault ef al. 2009).
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3.2.5.1.MRSA ve MSSA’ larin Gelisime Bagh Rekabet Deneyleri

Fitness, metisiline direngli (transkonjugant-3R) ve metisiline duyarl (alic1-27S) olan S.
aureus suslan arasinda rekabete bagl olan deneylerde 1:1, 1:100 ve 100:1 oranlarinda
kiiltiirler hazirlanarak belirlenmistir. Kiiltiirler tiim deneyler taze olarak hazirlanmis BHI
broth besiyeri ile yapilmistir. Deneylere baslamadan 6nce direncgli ve duyarli olan suslar
BHI broth besiyerinde 37°C gelisime birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi etiivden
cikarilan her bir kiiltiirden 600 nm de 6l¢tiim yapilmis, absorbans degeri 1 olana kadar
BHI broth da 37°C de gelisime birakilmistir. Absorbans degeri 1 olan kiiltiirler 1000 kat
diliie edildikten sonra, transkonjugat suslarm her biri alic1 27S izolati ile her biri 5x10°
CFU/ml olacak sekilde 2 ml BHI broth besiyerinde karistirillarak hazirlanmistir.
izolatlarin 5x10° CFU/ml hazirlamak icin 18-24 saatlik taze kiiltiirden koloniler alinarak
0,5 Mcfarland’a ayarlanmistir. 15 dakika BHI besiyerinde bekletilmis ve sonraki
islemler icin 96 kuyucuklu plateler kullamilmistir. 0,5 Mcfarland olarak hazirlanan
siispansiyon (1x10® CFU/ml) 1/10 oraninda diliie edilmistir. Diliisyon sonucunda ise 10’
CFU/ml elde edilmistir. Kuyucukta bulunan 100 pl besiyerine 10" den 5 ul eklenerek
istenen 5x10° CFU/ml elde edilmistir.

1:1, 1:100 ve 100:1 oranlarinda hazirlanan karisik kiiltiirler ti¢ giin siiresince inkiibe
edilerek yaklsik 8 saatte bir ornek alinarak replika plate teknigi kullanilarak direngli
duyarli ve transforme olan (Rt) duyarli bakterilerin sayimi yapilmistir. Replika plate
tekniginin uygulamas1 kisaca su sekilde gerceklestirilmistir (Sekil 3.1). Inkiibasyona
birakilan karisik kultiirlerin. ekim icin iki farkli besiyeri kullanilmustir. Ilk besiyeri hem
antibiyotige duyarli hemde direncli izolatlarin gelistigi, iceriginde oksasilin bulunmayan
besiyeri, ikincisi ise sadece oksasiline direncli izolatlarin gelisebildigi minumun
antibiyotik konsantrasyonu olan 4pg/ml oksasilin bulunan besiyeridir. 37°C de bir gece
inkiibasyon sonras1 hem oksasilinli hem de oksasilin icermeyen plaklar iizerindeki
kolonilerin sayim1 yapilarak kaydedilmistir. Daha sonra oksasilinli besiyerinden steril
filtre kagidi kullanilarak ana plak iizerindeki tiim kolonilerden 6rnek alinarak hem
oksasilin hem de siprofloksasin igeren besiyerine kopyasi aktarilmistir. 37°C de bir gece
inkiibasyon sonrasi plak iizerindeki koloniler sayilarak baglangictaki direngli bakteriler

ile Rt’lerin ayrimi yapilarak koloni sayilan kaydedilmistir. Elde edilen veriler Log10
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tabanina gore cfu/ml (1 ml icerisinde koloni olusturacak bakteri sayis1) hesaplanmistir.
Relative fitness competition indeks (CI) olarak ifade edilmistir. Direngli ve duyarl
suglarin t1 ve t0 zamanlarindaki CFU oranlarin karsilastirilmasi ile asagidaki formule
gore hesaplanmistir (Bjorkman and Andersson, 2000). Deneyler sonrasinda oksasiline
diren¢ kazanmis oldugu diisiiniilen koloniler, disk difiizyon yontemi kullanilarak
oksasilin ve siprofloksasin direnci kontrol edilmistir. Ayrica mec diren¢ geninin
aktarilip aktarilmadiginin tespiti i¢in 2 Rt kolonisine GeneXpert MRSA/SA PZR yontemi

™ yygulanmustir.

CI= (antibiyotik diren¢li bakteri/antibiyotik duyarl bakteri)(t1) / (antibiyotik direngli
bakteri/antibiyotik duyarli bakteri) tO.

oksasiline duyarh keloniler

= <

=

I inkibasyon I

CIP +oksasilin oksasilin

taze besiyerine
knp\,rasmmlaktarllmam

ana plakdaki kolonilerin

steril filtre kagidina

kopyasinin cikanimasi
tum kelonilerin
baskisimin yapiimasi

Sekil 3.1. Replika Plate yontemi kullanilarak antibiyotik direnci kazanmis duyarli bakterilerin
secimi (Int. Kyn.8). CIP: Siprofloksasin

45



3.2.6 Verilerin Istatiksel Degerlendirilmesi
Parametrik testlerden iki Orneklem t testi ve gruplar arasindaki farkliliklart ve

benzerlilikleri tespit etmek amaciyla Tukeyysp varyans analizi kullamlmistir (P=0,5).

Gruplar arasindaki iligkilendirme lineer regresyon kullanilarak analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Laboratuarina Ocak 2012-Mayis 2013 tarihleri arasinda gelen cesitli
klinik 6rneklerden 424 Stafilokok susu izole edilmistir. Bunlarin 364’1 S. aureus olarak
tanimlanmistir. Tamimlanan izolatlarin metisiline olan duyarliliklari hem geleneksel
hem de molekiiler yontemlerle saptanmustir. Identifikasyonu yapilan MRSA (3R, 36R)
ve MSSA (27S) izolatlarinin gelisim oranlar1 belirlenerek uyum giicleri hesaplanmis ve
de 3R izolatindan 27S izolatina mec gen aktariminmin gerceklesip gerceklesmedigi

arastirilmistir.

4.1. izole Edilen S. aureus suslarmim Klinik Orneklere Gore Dagilim

Geleneksel yontemlerle [Gram boyama, katalaz, koagiilaz ve mannitol fermantasyon
testi (Resim 4.1 )] S. aureus oldugu saptanan 364 izolatin 158’1 kandan (%43,40), 116’s1
yaradan (%31,86), 34’ii endotrakeal aspirat ucundan (%9,34), 24’ii idrardan (%6,59),
8’1 balgamdan (%2,19), 4’ii burundan (%1,09), 4’ii brons lavajindan (%1,09), 8’i beyin
omurilik sivisindan (%2,19) ve 8 tanesi de diger 6rneklerden (%2,19) elde edilmistir

(Tablo 4.1).

a) katalaz testi, b) koagiilaz testi c) mannitol testi

Resim 4.1. Klinik 6rnekler izolatlarinin geleneksel yontemlerle identifikasyonu.
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Tablo 4.1. izole edilen S. aureus suslarmin klinik rneklere gore dagilimi

Ornekler Say1 (%)
Kan 158 (43,40)
Yara 116 (31,86)
ETT 34 (9,34)
Idrar 24 (6,59)
Balgam 8(2,19)
Burun 4 (1,09)
Brong Lavaji 4 (1,09)
BOS 8(2,19)
Diger 8(2,19)

n 364

ETT: Endotrakeal aspirat ucu, BOS: Beyin Omurilik Sivisi, n: toplam

424 sayida Sitafilokok izolatinin 364’i geleneksel yontemlerle S. aureus olarak
tanimlanmistir. Tablo 4.1°de goriildiigii gibi 364 S. aureus izolatinin %43,40’1 kan

orneklerinden ve %31,86’s1 yaradan izole edilmistir.

4.2. S. aureus izolatlarmmn Antibiyotik Duyarhhklar:

S. aureus suslarmin Orneklere gore disk difiizyon yontemi ile ¢ogul antibiyotik
duyarliliklarinin arastirma sonuclari Tablo 4.2°de verilmistir. 364 S. aureus izolatinin
207’sinin  (%56,9) penisiline direngli iken, 192 (%52,7) tanesinin de ampisilin
sulfaktama direncli oldugu belirlenmistir. Brong lavaji izolatlarinda antibiyotik direnci

gbzlenmemistir.
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Tablo 4.2. S. aureus suslarinin disk difiizyon yontemi ile ¢ogul antibiyotik duyarlilik sonuglari.

Antibiyotik P FEP SXT SAM CRO VA TEC LZD

Kan 106 2 4 84 - 28 9 1 5 9 1 11 8 3 10 - - 112 - - 112 - - 112
Yara 43 - 1 38 1 5 24 - 2 4 1 2 39 1 4 - - 44 - - 44 . - 43
T. A 28 - - 23 5 25 - 3 26 - 2 2 - 2 - - 271 - - 28 - - 28
idrar m - - 10 - 1 10 1 - 9 - 2 9 - 2 - - 10 - - 11 - - 11
Balgam 4 1 - S - - 4 - 1 3 1 1 3 1 - - - 4 - - 4 - - 4
Burun 3 - - 2 1 - 3 - - 3 - - 2 1 - - - 3 - - 3 - - 3
Bronsg
Lavaji R _ - - ) S _ S
BOS s -1 5 1 - 6 - - 4 - 2 3 1 1 - - 5 - - 5 . _ 5
Diger 7 - - 5 - 2 5 11 7 - - 6 - 1 - - 7 - - 8 - - 1
n 207 3 6 172 3 41 173 3 12 192 3 20 178 7 20 - - 114 - - 215 - - 214

P:Penisilin, FEP:Sefepim, SXT:Trimetoprim-Sulfametoksazol, SAM: Ampisilin-Sulbaktam, CRO:Seftriakson, VA:Vankomisin, TEC:Teikoplanin, LZD:Linezolid
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4.3. Geleneksel Yontemlerle S. aureus Suslarimin Metisilin Direncinin

Degerlendirilmesi

S. aureus olarak tamimlanan izolatlarin metisiline olan duyarhliklarini belirlemek
amaciyla geleneksel yontemlerden oksasilin disk difiizyon. Sefoksitin disk difiizyon,

CHROMagar-MRSA ve makrobroth diliisyon testleri uygulanmistir.

4.3.1. S. aureus izolatlarimn Oksasiline ve Sefoksitine Olan Duyarhliklarimin Disk

Difiizyon Yontemi ile Belirlenmesi

Metisilinin 1stya olduk¢a duyarli bir antibiyotik olmasi test sonuglarimin yanlis
degerlendirilmesine neden olabilmektedir. Bu nedenle metisilin direncinin dogru olarak
belirlenmesi i¢in ayn1 amaci karsilayan ve daha stabil bir antibiyotik olan oksasilin
kullanilmaktadir. Uygun laboratuar kosullarinda test edildiginde S. aureus suslarinda

oksasilin direnci bu izolatin MRS A oldugunu gosterir.

Oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon testleri es zamanli olarak ¢alisilmistir (Resim 4.2).
S. aureus izolatlarimin oksasilin disk difiizyon yontemine gore duyarhiliklar1 Tablo

4.3’de gosterilmistir.

Resim 4.2. Oksasiline direncli 3R ve duyarli 27S S. aureus izolatlariin plak iizerindeki

gOriiniimi
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Tablo 4.3. S. aureus suslariin oksasiline olan duyarliliklari.

Ornekler(izolat say1sl) Oksasiline Direncli SA(%) Oksasiline Duyarh SA(%)
Kan (n=158) 112 (70.88) 46 (29.11)
Yara (n=116) 44 (37,93) 72 (62,06)
ETT (n=34) 28 (82,35) 6 (17,64)
Idrar (n=24) 11 (45,80) 13 (54,16)
Diger (n=32) 21 (65,62) 11 (34,37)
Toplam (n=364) 216 148

ETT: Endo trakeal aspirat ucu, BOS:Beyin omurilik sivisi, SA: S. aureus

364 izolatin S. aureus izolatinin 216’s1 (%59.34) oksasiline diren¢li bulunmustur. 148
Izolatlarin (%40.65) ise oksasiline duyarl oldugu saptanmistir (Tablo 4.3). Endo trakeal
aspirat ucu Orneklerinin %82,35’i, kan Orneklerinin %70,88’1 oksasiline direng
gostermistir. Bunu %62,06 ile yara ve %54,16 ile idrar 6rneklerine ait olan izolatlar

takip etmistir.

Tablo 4.4. S. aureus suslariin sefoksitine olan duyarliliklarinin 6rneklere gore dagilin

Ornekler(n=izolat say1si) Sefoksitine Direncli(% ) Sefoksitine Duyarli(% )
Kan(n=158) 72 (45,56) 86 (54.43)
Yara(n=116) 41 (35,34) 75 (64,65)
ETT(n=34) 16 (47,06) 18 (52,94)
Idrar(n=24) 12 (50,00) 12 (50,00)
Diger(n=32) 13 (40,62) 19 (59,37)

Toplam(n=364) 154 210

364 S. aureus izolatinda 154 izolatin sefoksitine diren¢ orami (%42.30) olarak
belirlenmistir. Yaradan izole edilen Orneklerin %64,65’1 sefoksitine duyarli olarak
bulunmustur. Sefoksitine kars1 direng gosterenlerin arasinda en fazla oranda (%50,00)
idrar orneklerine ait olan izolatlari, ETT (%47,06) takip etmistir (Tablo 4.4). Oksasilin
ve sefoksitin disk difiizyon yontemi ile direngli her iki antibiyotigede direngli oldugu
belirlenen 73 MRSA izolatin, segici ve ayirt edici besiyeri olan CHROMagar’a ekimleri
yapilmistir.
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4.3.2. MRSA izolatlarimn CHROMagar Testi ile Degerlendirilmesi

Oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon yontemi ile 73 MRSA izolatinin 50’sinin

CHROMagar iizerinde eflatun renkli koloniler olusturdugu saptanmistir (Resim 4.3).

Resim 4.3. 3R ile 36R MRSA izolatlarinin CHROMagar goriintiisii.

4.3.3. Oksasilin ve Siprofloksasin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlarinin

Degerlendirilmesi

Disk difiizyon yontemi ve CHROMagar testi ile MRSA olarak tanimlanmig izolatlarin
(50) oksasilin MIK degerleri; 27 izolatin 8 ug/ml, 21 kadar1 32ug/ml, 3R (endo trakeal
aspirat ucu Orneginden izole edilmistir) ile 36R (kan kiiltiirlinden izole edilmistir)
izolatlarinin oksasiline direncinin yiiksek diizeyde oldugu (64ug/ml) saptanmistir.
Oksasiline ve siprofloksasin direncli 3R izolati, oksasiline direncli, siprofloksasin karsi
duyarli 36R izolati, hem oksasiline hemde siprofloksasin karsi duyarli bulunan 27S

MSSA izolati bundan sonraki ¢aligmalarda kullanilmak iizere se¢ilmistir.

4.4. Stafilokok protein A (spa), SCC, mecA genlerinin qualitative rt-PZR

Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Geleneksel yontemler ve CHROMagar testi ile MRSA olarak tespit edilen 50 izolat ve
MSSA olarak saptanan 27S izolatinda qualitative rt-PZR ile analiz edilmistir. MRSA
olarak tespit edilen 50 izolatin 47’sinde spa, SCC, mecA genlerinin varlig1 qualitative

real-time PZR ile tespit edilmistir (Grafik 4.1). 27S izolat1 ise MSSA olarak
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tanimlanmistir. Grafik 4.2 ve 4.3’de yiiksek oksasilin direnci gosteren (64ug/ml) 3Rve

36R’nin spa, SCC, mecA genlerinin varlig1 verilmistir.

Legend
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SPC: Ornek program kontrolii, SPA: Stafilokok protein A, mec: metisilin diren¢ geni, SCC: Stafilokok kaset kromozom

Grafik 4.1. 4R izolatimin Qualitative real-time PZR ile spa, SCC, mecA genlerinin varliinin

grafiksel olarak gosterimi.

Legend
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¥l [./] SPA; Primary
o e vl || mec; Primary
g ¥ [./] SCC; Primary
8 300
n)
2
5 200
[T
100
LI}
10 20 30 40
Cycles

-

Grafik 4.2. 3R susunun qualitative real-time PZR spa, SCC, mecA genlerinin varliginin
grafiksel olarak gosterimi.
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Legend
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Grafik 4.3. 36R susunun qualitative real-time PZR ile spa, SCC, mecA genlerinin varliginin

grafiksel olarak gosterimi.
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Grafik 4.4. 27S susunun qualitative real-time PZR ile spa varliginin grafiksel olarak gosterimi.

3R ile 36R izolatlarinda Stafilokok protein A geninin varli§i bu izolatlarin S. aureus
oldugunu molekiiler olarak gostermistir. SCC varligi ise 3R ile 36R izolatlarinin
stafilokokal kaset kromozomunu tasidigini, mec geninin varligi ise izolatlarin metisiline

direng geni tasidigini gostermistir.

Geleneksel yontemlerle ve disk difiizyon teknigi ile MSSA oldugu saptanan 27S
izolatinda Qualitative real-time PZR teknigi ile spa geni saptanmasina ragmen SCC,
mecA genlerinin olmadig tespit edilmistir (Grafik 4.4). MSSA izolatinin metisilin

diren¢ geni tasimadigl saptanmistir.
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4.5. Uyum Giicii Deneylerinin Degerlendirilmesi

4.5.1. MRSA Suslarimin Gelisim Oranlarimin (Kinetiginin) Degerlendirilmesi

Geleneksel yontemlere ek olarak molekiiler olarak da identifikasyonu yapilan 2 MRSA

izolatin (3R ve 36R) gelisim oranlar1 microplate’da 600 nm’de spektrofotometre

kullanilarak absorbans degerleri belirlenmistir (Grafik 4.5).

0,8 -
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05 -
ODgyp 04 -
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0,2 -
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40

Zaman (dakika)

Grafik 4.5. 3R izolatina ait gelisim kinetiklerinin karsilagtirilmasi.

3R’nin oksasilin icermeyen BHI’da (-/-),6n gelisiminde oksasilinsiz ve oksasilinin MIK degerinin (16pg/ml) 1/50
oraninda diliisyonu ile hazirlanmis 6n kiiltiiriindeki gelisimini gosteren egri (-/+), ongelisimi oksasilinli besiyerinde
ve altkiiltiiriinde de oksasilinin MIK degerinin (64pg/ml) 1/50 oraninda diliisyonu ile hazirlanmig altkiiltiiriindeki

gelisimini gosteren egri.

3R izolatina ait gelisim kinetiklerinin karsilastirilmasi1 Grafik 4.5’de verilmistir. 3R’nin
oksasilin icermeyen BHI’da (-/-), 6n gelisiminde oksasilinsiz ve oksasilin MIK
degerinin (16pg/ml) 1/50 oraninda diliisyonu ile hazirlanmis 6n kiiltiiriindeki gelisimini
gosteren egri  (-/+), Ongelisimi oksasilinli besiyerinde ve altkiiltiiriinde de oksasilinin
MIK degerinin (64ug/ml) 1/50 oraninda diliisyonu ile hazirlanmus altkiiltiiriindeki
gelisimini gosteren egri (+/+) degerlerine gore en iyi gelisimin -/- ortaminda oldugu,

bunu +/+’nin takip ederken, -/+ ortaminda en diisiik gelisim egrisi oldugu saptanmaistir.
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Grafik 4.6. 3R izolatinin 278 izolatina gore relative gelisim oranlari.
1) 0,94 -/- antibiyotik olmayan besiyerindeki oran; 2) 0,60 +/+ 6ngelisimi ve onkiiltiirdeki 1/50 oraninda
hazirlanan besiyerindeki oran; 3) 0,62 -/+ sadece MIK degerinin 1/50 oraninda hazirlanan besiyerindeki

orani gostermektedir.

En yiiksek diizeydeki relative gelisim orani 0,94 ile -/- ortaminda gozlenmistir. (+/+)
deneylerde relative gelisim oranlari birbirine benzer olarak (0,62 ve 0,63) bulunmustur.
Ikinci kiiltiir ortamina oksasilinin eklenmesi relative gelisim oraninim yaklasik olarak

%35 inhibe ettigi saptanmistir (Grafik 4.6) .
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Grafik 4.7. 36R izolatina ait gelisim kinetiklerinin karsilastirilmasi.

36R’nin oksasilin icermeyen BHI’da (-/-), 6n gelisiminde oksasilinsiz ve oksasilinin MIK degerinin
(16pg/ml) 1/50 oraminda diliisyonu ile hazirlanmus ikinci kiiltiiriindeki gelisimini gosteren egri (-/4+),
ongelisimi oksasilinli besiyerinde ve kiiltiiriinde de oksasilinin MIK degerinin (16pg/ml) 1/50 oraninda

dilisyonu ile hazirlanmus altkiiltiiriindeki gelisimini gosteren egri.
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36R izolatina ait gelisim kinetiklerinin karsilagtinlmasi Grafik 4.7°de verilmistir. 36R
izolat1 3R izolatinin gelisim egrisine benzer olarak oksasilin icermeyen BHI’da (-/-), 6n
gelisiminde oksasilinsiz ve oksasilin MIK degerinin 1/50 oraninda diliisyonu ile
hazirlanmis ikinci kiiltiiriindeki gelisimi diger gelisim egrilerine gore daha iyi oldugu

gozlenmistir.
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Grafik 4.8. 36R izolatinin 278 izolatina gore relative gelisim oranlari.
1)0,94 -/- antibiyotik olmayan besiyerindeki oran; 2)0,71 -/+ sadece Mik degerinin 1/50 oraninda
hazirlanan besiyerindeki oran; 3) 0,69 +/+ Ongelisimi ve Onkiiltiirdeki 1/50 oraninda hazirlanan

besiyerindeki oran1 gostermektedir.

36R izolatinin 27S izolatina gore relative gelisim oranlar1 grafik 4.8’de verilmistir. En
yiiksek diizeydeki relative gelisim orani 0,84 ile -/- ortaminda gézlenmistir (Grafik 4.8).
Oksasilinli ve oksasilinsiz 6n gelisim ve oksasilinli ikinci kiiltiir kullanilarak yapilan
deneylerde relative gelisim oranlar1 birbirine benzer olarak (0,61 ve 0,57) bulunmustur.
Ikinci kiiltiir ortamina oksasilinin eklenmesi, oksasilinsiz kiiltiir ortamina oranla relative

gelisim oranini yaklasik olarak %30 inhibe ettigi saptanmistir (Grafik 4.8).

Tablo 4.5. S. aureus izolatlarnin MIK degerleri ile ortalama relative gelisim oranlarmin

karsilastirilmasi
S. aureus Oksasilin MIK Ortalama Gelisim Oran + Standart Sapma
izolatlar degerleri (ug/ml)  -/- -+ +/+
278 0.0229+0,0029 - -
3R 64 0.0215+0,0035 0.0143+0,0028 0.0137+0,0021
36R 64 0.0192+0,0016 0.0139+0,0019 0.0130+0,0024
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Bakteriyel fitness altkiiltiirlerin eksponensiyel fazinda bakteriyel populasyonun gelisme
oranlarina bakilarak Olciilerek degerlendirmesi yapilmistir. Oksasilin yoklugunda

3R’nin gelisim oranm 0,0215, 36R’nin ise 0,0192 oldugu belirlenmistir.

On gelisimin oksasilinsiz ikinci kiiltiirii oksasilinli ortaminda yapildig1 gelisim orani
deneylerinde konjugant izolatlarin gelisimi 3R’ de 0,0143 iken, 36R’de 0,0139 olarak

bulunmustur.

Gerek Ongelisiminde gerekse ikinci kiiltiiriinde oksasilin bulunan ortamdaki gelisim

oranlari ise 3R de ve 36R de sirasiyla 0,0137, 0,0130 olarak bulunmustur.

452. MRSA ve MSSA’larin Gelisime Baghh Rekabet Deneylerinin

Degerlendirilmesi

Fitness deneyinde, metisiline direncli ve metisiline duyarli olan S. aureus suslar
arasinda rekabete bagli olan deneylerde 1:1, 1:100 ve 100:1 oranlarinda Kkiiltiirler

hazirlanarak ve replika plate yontemi ile tespit edilmistir.

Gelisime bagli rekabet deneylerinde replika plate yontemi ile belirlenen CIP’e duyarli
OX’e direncli suslar transforme suglar (Rt) olarak degerlendirilmistir. Rt’lere (3R ile
278 izolatlar1 arasinda) gen aktariminin (mec geni) gergeklestigi qualitative rt-PZR ile

gosterilmistir (Grafik 4.9-10).

58



Grafik 4.10. 100/1 oranindan elde edilen Rt’ nin mec geninin gegisini gostermektedir
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Sekil 4.1. 1/1 oraninda 27S ile 3R suslarinin kanigik kiiltiirlerinde direngli bakteri sayisi ile

toplam bakteri sayisinin orani
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1/1 oraninda 278 ile 3R suslarinin karisik kiiltiirlerinde direncli bakteri sayisi ile toplam
bakteri sayis1 arasinda t testi analizleri sonucuna gore %95 giivenirlilikte bir fark
bulunmamistir (t = -1,35108, P-value =0,195467) (Sekil4.1). Direngli bakteri (RBS)
sayisindaki standart sapma 1,2, total bakteri sayisindaki (TBS) standart sapma 1,55

olarak bulunmustur.

11 F =
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Log(CFU/ml)
[o¢]
T
l

3 1 E
sE E
RBS TBS

Sekil 4.2. 1/100 oraninda 3R ile 27S suslarinin karisik kiiltiirlerinde direncli bakteri sayist ile

toplam bakteri sayisinin orant.

1/100 oraninda 3R ile 27S suslarinin karnisik kiiltiirlerinde direngli bakteri sayisi ile
toplam bakteri sayis1 arasinda t testi analizleri sonucuna gore %95 giivenirlilikte bir fark
bulunmamistir (t = -1,66119 P-value = 0,11614) (Sekil 4.2). RBS’nin standart sapmasi
yaklagik olarak 1.83 olarak belirlenirken, TBS’ nin ise standart sapma degeri 1.89

olarak saptanmstir.
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Sekil 4.3. 100/1 oraninda 3R ile 27S suslarinin karigik kiiltiirlerinde direncli bakteri sayist ile

toplam bakteri sayisinin orant.
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100/1 oraninda 27S ile 3R suslarinin kangsik kiiltiirlerinde direngli bakteri sayisi ile
toplam bakteri sayis1 arasinda t testi analizleri sonucuna gore %95 giivenirlilikte bir fark
bulunmamastir (t = -1,36367, P-value = 0,191551) (Sekil 4.3). RBS standart sapma 1.67,

TBS deki standart sapma 1.58 olarak belirlenmistir.

3 ayn kangik kiiltiirde transforme (duyarli formdan direngli forma doniisen) (Rt) olan
bakteri sayimi1 karsilagtirilmasi 1. Giin, II. Giin ve III. Giinde ayr1 ayr1 Tukeypysp testi ile
degerlendirilmistir. {lk giin igin yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda istatiksel

olarak anlaml1 bir fark oldugu saptanmistir (Df: 2, F: 60,90, P: 0,0001) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. 1. Giin bakteri karisik kiiltiirlerdeki Rt doniisiim sayisi.

T
L

Ikinci giin icin yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir

fark oldugu saptanmistir ( Df:2, F:90.56, P: 0,0000) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. 1I. Giin bakteri karisik kiiltiirlerdeki Rt doniisiim sayisi.

Uciincii giin icin yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda istatiksel olarak anlaml1 bir

fark oldugu saptanmistir ( Df:2, F:4,86, P:0,0557) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. II1. Giin bakteri karisik kiiltiirlerdeki Rt doniisiim sayist.

3 farkli karigik kiiltirde de direncli bakterilerin iiremesi [Log (cfu/ml)] duyarl
bakterilere gore daha fazla olmustur. Ureme egrilerinden elde edilen rekabet indeksi
(CI) Grafik 4.11-12-13" de verilmistir. 1/1 oranindaki karisik kiiltiirde R2=0,7584, 1/100
oranindaki karigik kiiltiirde R’=0,166 ve 100/1 oraninda hazirlanan karisik kiiltiirde
R2=0, 1418 olarak bulunmustur.
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Grafik 4.11. 1/1 oraninda karisik kiiltiirdeki rekabet indeksi (CI)
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Grafik 4.12. 1/100 oraninda karisik kiiltiirdeki rekabet indeksi (CI)
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Grafik 4.13. 100/1 oraninda karisik kiiltiirdeki rekabet indeksi (CI)
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda, AKU Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen
cesitli klinik ©rneklerden izole edilen 364 S. aureus susu calismaya alinmustir.
Izolatlarin 158’i kandan (%43,40), 116’s1 yaradan (%31,86), 34’ii endo trakeal aspirat
ucundan (%9,34), 24 idrardan (%6,59), 8 balgamdan (%2,19), 4 burundan (%1,09), 4
brons lavajindan (%1,09), 8 beyin omurilik sivisindan (%2,19) ve 8’i de diger
orneklerden (%2,19) elde edilmistir (Tablo 4.1).

Sultan vd. (2008) yapmis oldugu calismada cesitli servislerden gonderilen hasta
orneklerinden 66 MRSA susu izole etmislerdir. Incelenen MRSA’larin %28,7’si yara,
9%19,6’s1 kan, %18,1’1 bronkoalveoler lavaj, %9’u balgam, %6’s1 pii, %3’ trakeal
aspirat, %3’i eklem sivisi, %3’ii doku biyopsisi, %3’ burun kiiltiirii, %1,5’1 periton
sivist, %1,5°1 plevra sivisi, %1,5’1 beyin-omurilik sivisi, %1,5’1 kateter kiiltiirlerinden
izole edilmistir. Ozel (2011) yapmis oldugu ¢alismada, MRSA olarak tiplendirilen 30
susun 15’inin yara yerinde, 5’inin solunum yolu 6rneklerinden (bronkoalveolar lavaj
(BAL), 4’tinti idrardan, 3’tinii abse materyalinden, 3’iinii kan kiiltiirii 6rneklerinden
izole etmistir. Namiduru ve Karaoglan (2003), MRSA’nin en sik izole edildigi klinik
materyallerin yara ve trakeal aspirat oldugunu saptamislardir. Kapuagasi vd. (1997) ise
MRSA suglarint %70 oraninda yara ve kateter Orneklerinden izole etmislerdir.
Giilbiiken vd. (2013), 67 MRSA izolatimin %31,3’ii kan, %20,9’u yara, %13,5’i trakeal
aspirat, %13,5’1 idrar ve %?20,8’1 de diger cesitli klinik orneklerden izole etmisler. Bu
calismada MRSA olarak tanimlanan izolatlarin %31,3’ti kan, %20,9’u yara, %13,5’1
trakeal aspirat, %13,5’1 idrar ve %20,8’i de diger klinik orneklerinden izole edilmistir.

Bu sonuglar Giilbiiken vd. (2013) yapmis oldugu calisma ile benzerlik gostermektedir.

Stafilokoklarin metisiline direncini saptamak i¢in, oksasilin disk difiizyon,
mikrodiliisyon, sefoksitin disk difiizyon, PZR teknikleri kullanilmaktadir (Velasco et al.
2005). 2008 CLSI sefoksitin disk difiizyon, sefoksitin mikrodiliisyon ve oksasilin agar

tarama testini MRSA tarama testi olarak 6nermektedir (CLSI Pennsylvania 2008).

MRSA oranlar1 2008 EARSS (European Antimicrobial Resistance Surveillance System)
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verilerine gore Avrupa’da iilkeden iilkeye farklilik gostermektedir. Bazi iilkelerde
ozellikle Kuzey Avrupa iilkelerinde MRSA prevalansi % 1’in altindadir. Bu oran
Giiney Avrupa iilkelerinde ve Amerika Birlesik Devletleri’nde % 5-40, Japonya’da %
60’lara ¢ikmistir (Sancak 2007, Sipahi et al. 2007). Tiirkiye’de >% 25 direng oldugu
hatta bazen bu bu oranin % 50 civarinda oldugu bildirilmektedir. Vural vd. (2011)
yapmis olduklan ¢alismada 117 S. aureus susundan 53’iinii (% 45) MRSA, 64’iinii (%
55) MSSA olarak belirlemislerdir (Vural et al. 2011). 2004 yilinda Istanbul Universitesi
Tip Fakiiltesi’nde yapilan bir ¢calismada 144 S. aureus susunun 59’unda (%41) metisilin
direnci tespit edilmistir (Aridogan et al. 2004). Arabaci ve Oldacay (2008) yaptiklar

calismada bu oranm1 %42 olarak bildirmiglerdir.

Calismamizda Stafilokok izolatlarinin %85.85 geleneksel yontemlerle S. aureus olarak
tanimlanmistir (Tablo 4.1). Oksasilin disk difiizyon yontemine gore 364 S. aureus
izolatinin 216’s1 (%59.34) oksasiline direngli bulunmustur. Sefoksitine duyarhilik deney
sonuclarina bakildiginda ise 154 (%42.30) izolatin sefoksitine direngli oldugu
saptanmistir (Tablo 4.2). Oksasilin disk difiizyon yonteminin bir¢ok heterojen susda
%61-%96.4 arasinda duyarhilik gosterdigini belirten caligmalar vardir (Swenson et al,
2001). Baz1 calismalarda ise oksasilin disk difiizyonu ile ilgili ¢ok iyi duyarlilik
sonuclart bildirilmistir (Swenson et al. 2001, Kohner et al. 1999). Disk difiizyon
yonteminde goriilen diger bir problem, 6zgiilliigiiniin duyarhilifindan daha yiiksek
olusudur (%89-100). Bir baska deyisle, yanlis pozitif sonuc olasiligi, yanlis negatif
sonu¢ olasiligindan daha yiiksektir.  Sefoksitin ve oksasilinin metisilin direncini
saptamadaki performanslarinin karsilastirildigi bircok ¢alismada sefoksitin ve oksasilin
duyarhiliklart ve ozgiilliikkleri (% 90-100) birbirine yakin ve sefoksitinin 6zellikle
heterojen direnc¢li suslarin saptanmasinda mecA i¢in daha iyi ve hizli bir indiikleyici
oldugu diistiniilmekte ve metisilin direncini belirlemede oksasiline alternatif olarak

kullanilabilecegi bildirilmektedir (Ozel et al. 2011, Ozen et al. 2013).

Yapilmis olan bu calismada, endo trakeal aspirat ucu Orneklerinin %82,35’i, burun
siiriintii ile BOS orneklerinin %75,00’i, kan orneklerinin %70,88’1 oksasiline direng
gostermis iken tiim brons lavaji 6rneklerine ait olan izolatlar oksasiline kars1 duyarli

olarak bulunmusgtur. Sefoksitine kars1 diren¢ gosterenlerin arasinda en fazla oranda
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(%50,00) idrar 6rneklerine ait olan izolatlar1t %47,06 ile trakeal aspirat ve %45,56 ile

kan Ornegi izolatlarin oldugu saptanmistir (Tablo 4.3,4).

Metisilin direncinin saptanmasinda kullanilmak {izere c¢esitli ticari kromojenik
besiyerleride gelistirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda bu besiyerlerinin diger besiyerlerine
gore etken patojenleri daha kisa siirede saptama ve karisik kiiltiirlerden ayirmada daha

etkili oldugu goriilmiistiir (Ozen et al. 2013).

Bu nedenle ¢alismamizda oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon yontemi ile her iki
antibiyotige de direncli oldugu belirlenen 73 MRSA izolatin (%20,32), secici ve ayirt
edici besiyeri olan CHROMagar’a ekimleri yapilmistir ve 50’sinin (%68,5) eflatun
renkli koloniler olusturdugu saptanmistir (Resim 4,3). CHROMagar besiyerinin
duyarlilik ve ozgiilliigii %82,9-87,7 oranlarn arasinda saptanmistir (Paule et al. 2009,
Garcia-Alvarez er al, 2011) Uzamus inkiibasyon siiresi, secici agarlarda yanlis pozitif
sonuclara neden olmaktadir. Cesitli kromojenik besiyerlerinin degerlendirildigi bir
calismada, CHROMagar MRSA besiyerinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde
MRSA izolatlarim belirleme duyarliliklar sirasiyla %59 ve %99,3, 6zgiillikkleri %72 ve
9%92.1 olarak saptanmistir (Perry et al, 2004). Bunun yam sira Cesur ve arkadaslan
(2010) CHROMagar MRSA besiyeri icin duyarlilik, 6zgiillik, PPD (pozitif prediktif
deger) ve NPD (negative prediktif deger) degerlerini 48 saat sonunda sirasiyla %95.5,
%37.6, %35.7 ve %96.1 olarak belirlemislerdir. Van Hal vd. (2007)’nin siiriintii
orneklerinden MRSA saptanmasinda molekiiler yontemler ve secgici agarlar
karsilastirdiklar1 caligmalarinda, CHROMagar MRSA besiyerinin duyarlilik, 6zgiilliik,
PPD ve NPD degerleri sirasiyla 24. saatte %63, %99, %98, %81; 48. saatte %71, %67,
%56 ve %79 olarak bulunmustur. Diederen et al (2005) CHROMagar MRSA
besiyerinin duyarliligim %95.4, 6zgiilliigiinii %100 olarak bildirirken; Malhotra-Kumar
vd. (2010) bu besiyerinin duyarlilik, 6zgiillik, PPD ve NPD degerlerini sirasiyla %81.9,
9%99.1, %83 ve %93 olarak saptamislardir.

Yapilan calismada oksasilin, sefoksitin disk difiizyon yontemi ve CHROMagar testi ile
MRSA olarak tammlanmis 50 izolata oksasilin MIiK degerlerine bakildiginda 27

izolatin 8 pg/ml, 21 tanesi 32ug/ml, 3R ile 36R izolatlarinin oksasiline direncinin
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yiiksek diizeyde oldugu (64pg/ml) belirlenmistir. Oksasiline ve siprofloksasin direngli
3R izolati, oksasiline direngli, siprofloksasin karsi duyarli 36R izolati, hem oksasiline
hemde siprofloksasin kargi duyarli bulunan 27S MSSA izolati bundan sonraki

calismalarda kullanilmak iizere sec¢ilmistir.

Stafilokoklarda metisilin direnci kromozomal mecA geni tarafindan kodlanmaktadir.
Sadece metisiline direngli izolatlarda bu gen bulunmaktadir (Boyce 1989, Chambers
1997). Antibiyotiklere direng, plazmidler, transpozonlar ve integronlar araciliiyla
konak hiicre boliinmesi sirasinda vertikal olarak gectigi gibi, karigik bakteriyel
populasyonlardaki aym veya farkh tiir ve soylardaki patojen veya apatojen bakteriler
arasinda transdiiksiyon, konjugasyon veya transformasyon araciligi ile horizontal olarak
da gecebilmektedir (Biiyiikkaya 2012). mecA genide direncli suslardan duyarli suslara
aktarilabilmektedir. Metisilin direncini saptamada PZR ile mecA geni varhigim

belirleme referans yontem olarak Kabul edilmektedir.

Bu caligmada geleneksel yontemler ve CHROMagar testi ile MRSA olarak tespit edilen
50 izolat ve MSSA olarak belirlenen 27S izolatinda qualitative rt-PZR ile analiz
edilmistir. MRSA olarak tespit edilen 50 izolatin 47’sinde spa, SCC, mecA genlerinin
varlig1 qualitative rt-PZR ile tespit edilmistir (Grafik 4.1). Geleneksel yontemlerle ve
disk difiizyon teknigi ile MSSA oldugu saptanan 27S izolatinda qualitative rt-PZR
teknigi ile spa geni saptanmasina ragmen SCC, mecA genlerinin olmadigi tespit

edilmistir (Grafik 4.4). MSSA izolatinin metisilin direng geni tasimadigi saptanmaistir.

GeneXpert rt-PZR (Cepheid)’in metisilin direncli Staphylococcus aureus’larda SCCmec
kaset geninin belirlemesinde en hizli ve giivenilir sonu¢ veren PZR metodu oldugu
bircok aragtirmaci tarafindan bildirilmistir (Wolk et al. 2009, Rossney et al. 2008).
Rossney et al (2008) nasal ornekleri ile yaptiklari caligmada GeneXpert rt-PZR’1n
duyarliligt ve ozgiillugini sirasiyla 95%, 98% olarak bulmuslardir. Daha Once
kullanilan mec, nuc ve fem genlerinin amplifikasyonuna dayanan yontemlere gore bu
teknik karisik Kiiltiirlerde de kullanilabilmektedir. Bu sekilde MRKNS (metisilin
direncli koagulaz negatif Stafilokok), MSSA ve MRSA ayrimini, 6rnek hazirlamasi da
dahil olmak iizere 75 dakikalik kisa bir siirede yapabilmektedir.
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Calismamizda 3R’nin en iyi gelisiminin -/- ortaminda oldugu, bunu +/+ nin takip ettigi,
-/+ ortaminda ise en diisiik gelisim egrisi oldugu saptanmistir (Grafik 4.5). 36R izolat1
3R izolatinin gelisim egrisine benzer olarak oksasilin icermeyen BHI’da (-/-), 6n
gelisiminde oksasilinsiz ve oksasilin MIK degerinin 1/50 oraninda diliisyonu ile
hazirlanmis ikinci kiiltiiriindeki gelisimi, diger gelisim egrilerine gore daha iyi oldugu
gozlenmistir. 3R izolatinda en yiiksek relative gelisim oran1 0,94 ile -/- ortaminda
gozlenmistir. (+/+) deneylerde relative gelisim oranlar1 birbirine benzer olarak (0,62 ve
0,63) bulunmustur. Ikinci Kkiiltiir ortamina oksasilinin eklenmesi relative gelisim
oraniini yaklasik olarak %35 inhibe ettigi saptanmistir (Grafik 4.6). 36R izolatinin 27S
izolatina gore relative gelisim oranlar1 grafik 4.8° de verilmistir. En yiiksek diizeydeki
relative gelisim oram 0,84 ile -/- ortaminda gozlenmistir. Oksasilinli ve oksasilinsiz 6n
gelisim ve oksasilinli ikinci kiiltiir kullanilarak yapilan deneylerde relative gelisim
oranlar1 birbirine benzer bulunmustur. Ikinci kiiltiir ortamina oksasilinin eklenmesi,
oksasilinsiz kiiltiir ortamina oranla relative gelisim oranim yaklasik olarak %30 inhibe

etmistir (Grafik 4.8).

Bu sonuclara gore on kiiltiiriinde antibiyotik bulunan ortamda gelistirilen izolatlar,
antibiyotikli ikinci kiiltiirde, ©On kiiltiiriinde antibiyotik bulunmayanlara gore daha iyi
gelistikleri saptanmistir. Calismamiza benzer olarak Foucault vd. (2009) yaptiklar
calismada 6n kiiltiirde antibiyotik bulunmasinin ikinci kiiltiirde gelisimi olumlu yénde
etkiledigini saptamuslardir. Indiiklenen kosullarda %20 ile %33 oraninda fitness’in

(relative gelisim orani) azaldigim gostermislerdir.

Bakteriyel fitness, altkiiltiirlerin eksponensiyel fazinda bakteriyel populasyonun gelisme
oranlarina bakilarak Olciilmiis ve degerlendirmesi yapilmistir. Oksasilin yoklugunda
3R’nin gelisim oran1 0,0215, 36R’nin ise 0,0192 oldugu belirlenmistir. On gelisimin
oksasilinsiz, ikinci kiiltiirii oksasilinli ortamda yapildigi gelisim orani deneylerinde
konjugant izolatlarin gelisimi 3R’de 0,0143 iken, 36R’de 0,0139 olarak bulunmustur.
Gerek ongelisiminde gerekse ikinci kiiltiiriinde oksasilin bulunan oratamda ki gelisim

oranlari ise 3R de ve 36R de sirasiyla 0,0137, 0,0130 olarak saptanmustir.

Foucault vd (2009) VanA-tip vankomisin direncli MRSA’lar ile yaptiklar1 uyum giicii
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calismalarinda alict susun ortalama gelisme oranlarimi 0,0162, {i¢ transkonjugant
izolatlarin ise ortalama gelisme oranlarin1 -/- ortamda 0,0157, 0,0160, 0,0156; -/+
ortamda 0,0101, 0,0130, 0,0106; +/+ ortaminda 00,0098, 0,0127, 0,0104 olarak

bulmuslardir.

Ender vd. (2004) SCCmec ‘un Staphylococcus aureus’a transformasyonu iizerine
yaptiklar1 calismada oksasilin direnci ile gelisme orami arasinda bir korelasyon
oldugunu belirlemislerdir. Direngli suslarin, duyarli suglara oranla gelisme oranlariin
azaldigim1 saptamiglardir. Antibiyotiklere diren¢ siklikla antibiyotik yoklugunda
bakterinin ortama uyumunu azaltir; buda direncin bedeli olarak ifade edilir (Spratt
1996). Bir baska deyisle antibiyotik diren¢ genleri tasiyan organizmalar optimum
kosullarin bulundugu ortamlarda diren¢ genleri tagimayan tiirlerine oranla daha az
gelisim gosterirler. Bunun nedeni ekstra tasidiklar1 direng genlerinin replikasyonu igin
fazladan ATP’ye ihtiya¢c duymalandir. Ancak direng gelisiminden sonra direng kaybi
olmaksizin telafi edici mutasyonlar ile ortama adaptasyon saglanabilir. Son caligmalar
adaptasyonun farkli genlerde ya da etkilenen hedef geninin gen amplifikasyonuyla

olusabilecegini gostermistir (Sandegren and Anderson 2009).

Bu calismamizda 3R izolat1 27S izolatina oranla gelisim oranlar1 deneylerinde daha iyi
gelisim gostermistir. Bunun nedeni direngli izolatimizin sekonder mutasyonlar ile ortam
adaptasyonunu saglamis olmasindan kaynaklanabilir (Wiesch et al, 2010). Horvath vd.
(2012) MRSA izolatlarinin rekabet oranlarinin izolata gbre degistigini, hastanelerde
hem Japonya hem de Meksika hastane kaynaklit MRSA izolatlarinin metisilin direngli

ST30 izolatinin yerini aldigimi bildirmislerdir.

Direngli bakteriler siklikla antibiyotik yoklugunda duyarlilarla rekabet halindedir. Bagka
bir ifadeyle, antibiyotik direncinin costu gelisebilir ve dogal seleksiyonla zaman
icersinde azalma egilimi gosterir. Ne yazik ki, bu egilim direncli suslarin yayiliminin

zamanla kontroliiniin daha da zorlasacagi anlamina gelmektedir (Lenski 1998).

Calismamizda ti¢ farkli kangik kiiltiirde de (1:1, 1:100, 100:1) direngli bakteri sayisi ile

toplam bakteri sayisi arasinda, t testi analizleri sonucuna gore %95 giivenirlilikte bir
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fark bulunmamistir. Transkonjugant ve alici susun farkli oranlarda bulundugu bu karigik
kiiltiirlerde (1:100, 100:1) toplam bakteri sayisi ile direncli bakteri sayisi arasinda
istatistiksel olarak fark goriilmemis olmasi ortama konulan direngli ve duyarli
bakterilerde transforme olabildiklerini (R—S/S—R) gostermektedir. Rekabet
deneylerinde ii¢ olasilik dikkati ¢eker i) duyarli bakteri, direncli bakteriye oranla daha
iyi gelisebilir ii) direncli bakteri antibiyotik direncini korur ya da plazmit eliminasyonu
(Cutting) gerceklesebilir iii) direncli bakteri uyum nedeni ile ugradigir zarari ilave

mutasyonlarla en aza indirebilir.

Uc ayn1 karisik kiiltiirde transforme (duyarli formdan direngli forma déniisen) (Rt) olan
bakteri sayimi karsilastirilmasi 1. Giin, II. Giin ve III. Giinde ayr1 ayr varyans analiz
testi ile degerlendirilmistir. Ik ve ikinci giinler icin yapilan analiz sonucunda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark oldugu saptanmigtir. Bu bulgular ortamda
alict bakteri sayisinin fazla olmasindan dolay1 gen aktarimimin birinci ve ikinci giin,
liciincii giine oranla daha fazla gerceklestigini gostermektedir. Ureme egrilerinden elde
edilen rekabet indeksi (CI), bu verileri dogrulamaktadir. CI degerlerine gore
baslangictaki 3R’nin tiim deneylerde 27S’ e gore rekabet avantajina sahip oldugu
goriilmiistiir.  Aym1 kosullarda  antibiyotik  yoklugunda kansik  kiiltiirlerde

transkonjugantin aliciya gore daha uyumlu oldugu belirlenmistir.

Calismada antibiyotikli ortamda gelisen MRSA izolatlariin tekrar ayni antibiyotikle
karsilastiklarinda, daha Once antibiyotikli ortamda gelismeyen MRSA’lara gore gelisim
kinetiklerinin daha iyi oldugu goriilmiistiir. Bu durum bilingsiz antibiyotik kullaniminin
direncli izolatlarin gelisimini arttirdigim1 desteklemektedir. Ortama belirli miktarda
koyulan antibiyotigin varolan diren¢ plazmidlerinin sayisin1 artiracagindan, direngli

bakterinin gelisimini de artig goriilebilir (Weigel et al. 2003).

Bir¢ok caligmada, antibiyotiksiz ortamda duyarli izolatlarin rekabet deneylerinde
direncli olanlara gére daha avantajli oldugu goriilmiistiir (Ender 2004, Foucault et al.
2009). Ancak bu calismada direngli sus 3R’nin, duyarhi sus 27S’e gore rekabet
deneylerinde antibiyotiksiz ortamda daha iyi tireme gosterdigi saptanmistir. Bu durum

da antibiyotiksiz ortamda MSSA’lara oranla daha iyi gelisime uyum gostermis
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antibiyotige direngli ve uyumu saglayan mutasyonlara sahip izolatlarin ortaya
cikmasinin, MRSA’larin yayiliminda 6nemli oldugunu diisiindiirmektedir. Ozellikle
hastane kokenli direngli izolatlarin duyarli izolatlar1 etkileyerek ortamdaki direng
gelisimini tetikleyebilecegi kanisina varilabilir. Bu nedenle her bir hastane ortamindan
izole edilen direngli, duyarli izolatlarin tespiti ve rekabet deneylerinin yapilarak uyum

giicliniin belirlenmesi, direncli organizmalarin yayilimini engellemekte 6nem tagir.

Sonu¢ olarak son yillarda tiim diinyada MRSA enfeksiyonlarinda ciddi bir artis
goriilmektedir (Klein 2007). Bu giine kadar yapilan ¢alismalar genellikle durum tespiti
ve hizli tan1 lizerine olmustur. MRSA’larin direng gelisimi ile ilgili tilkemizde hi¢ bir
calisma bulunmamakla birlikte, literatiir arastirmalarimiza gore fitness deneylerinde
verici olarak kullanilan suslar standart mutant suglar olup hastane izolatlarinin
kullanildig1 baska bir ¢aligma yoktur. Dolayisiyla diren¢ mekanizmasinin anlasilmasinin
yani1 sira hastane izolatlarinin adaptasyonunun belirlenmesi ve bu izolatlar arasinda gen
aktarim oranlarinin saptanmasi, direngli izolatlarin yayilmasini Onlemek icin yeni

stratejilerin gelistirilmesine biiyiik katki saglayacaktir.
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