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1. GIRIS

Staphylococcus aureus, 1880°li yillarda kesfedilmis, koagiilaz iireten gram
pozitif bir mikroorganizmadir. S. aureus, cocuk hastalarda en ¢ok izole edilen
patojen olup, morbidite ve mortalitenin de Onde gelen nedenlerindendir.
Patogenezinde bakterinin virlilans faktorleri ile konak savunma mekanizmalari
birlikte rol oynar. Stafilokok enterotoksinleri, toksik sok sendromu toksini (TSST) 1,
eksfoliyatif toksinler gibi ¢esitli toksinlerin yani sira, hemolizinler ve Panton
Valentine 16kosidini (PVL)’nin de dahil oldugu bazi 16kosidinler 6nemli viriilans
faktorleri arasinda sayilabilir. S. aureus’un birgok viriilans faktoriiniin ekspresyonu,
iki bilesenli sinyal yolunu kodlayan aksesuar gen regiilatér (agr) lokusu tarafindan
kontrol edilir (1,2).

Penisilinlerin 1940 yilinda tedavide kullanilmaya baglanmasi ile 6liim oran
yaklasik %80 olan S. aureus enfeksiyonlarinda cok basarili sonuglar alinmistir.
Ancak 2 yil sonra, 1942 yilinda ilk penisilin direngli S. aureus susu, bir hastanede
izole edilmis, ardindan toplumdan kazanilan S. aureus suslarinda saptanmustir.
1960’11 yillarda tim S. aureus suslarinin yaklasik %80’i penisiline direng
geligtirmistir. 1961 yilinda metisilinin klinik kullanimina girmesinden iki y1l sonra,
ilk metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslari Ingiltere’de hastane
ortaminda bildirilmistir. Gegen 50 yil iginde ¢esitli hastane kaynakli MRSA klonlar
diinya genelinde yayilmistir (3,4). S. aureus, hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda
ozellikle de ¢ocuk yogun bakim initelerinde siklig1 giderek artan 6nemli bir patojen
olarak goriilmektedir. Diinyanin farkli bolgelerinde, MRSA enfeksiyonlarinin
yayilimindan sorumlu az sayida MRSA klonu bulundugu, molekiiler tiplendirme
verileri ile ortaya konulmustur (4).

Metisilin direnci gosteren bu suslarin, sefalosporinler ve karbapenemler dahil
olmak iizere tiim beta-laktam antibiyotiklere direngli oldugu gosterilmistir. Ayrica
aminoglikozidler, tetrasiklinler, makrolidler, linkozamidler, kinolonlar ve
kloramfenikole de farkli oranlarda direnclidirler. Stafilokoklarda metisilin direnci,
tiim beta-laktam antibiyotiklere afinitesi diisiik olan ve bu antibiyotiklerin varliginda
hiicre duvar sentezini siirdiirebilen, penisilin baglayan protein 2a (PBP2a)’nin

tiretimine baglidir. PBP2a, mecA adi verilen bir gen tarafindan kodlanmaktadir. mecA



geni, stafilokokkal kaset kromozom mec (SCCmec) olarak isimlendirilen 2.1 kilobayt
uzunlugunda hareketli bir genom tizerinde yer alir (3,5). Bu genom {izerinde mecA
geninin yanisira diger antibiyotiklere direng genleri, insersiyon dizileri ve islevi
heniiz tam olarak bilinmeyen genler bulunmaktadir. Giinlimiize kadar 11 farkl
SCCmec tipi tanimlanmistir. SCCmec tip II ve tip III elemanlari, kaset i¢ine entegre
olmus plazmidler ve bir transpozon araciligiyla ek direng genleri tagimalari nedeniyle
coklu antibiyotik direncine yol acar (3,5). Yayinlanan ¢alismalarda hastane kaynakli
MRSA izolatlarinin SCCmec tip I, II veya III, toplum kékenli MRSA izolatlarinin ise
SCCmec tip IV, V veya VI olarak bulundugu goriilmekteyse de, bu bir kural degildir
(2).

Saglik hizmeti veren kuruluslar disinda, ilk kez 1982 yilinda intravendz ilag
kullananlar arasinda MRSA enfeksiyonlar1 rapor edilmistir. Bu ve sonraki rapor
edilen toplum kaynakli MRSA enfeksiyonlari, belli risk faktorleriyle yakindan
iligkiliydi. Ancak 1990’11 yillarin sonunda, hasta raporlarinda, geriye doniik
derlemelerde, surveyans calismalarinda, MRSA icin tanimlanan higbir yatkinlik
yaratacak risk faktorlerine sahip olmayan, ozellikle ¢ocuklarda toplum kaynakli
MRSA enfeksiyonlari ortaya ¢ikmaya basladi. Bu suslarin neden oldugu
enfeksiyonlar biiyiik oranda deri ve yumusak doku enfeksiyonlart ve nekrotizan
pnomoni olup, hastaneye yatis gerektirecek veya oliime yol acabilecek derecede
ciddi enfeksiyonlardi (4).

Son yillarda, toplumdan edinilmis derin yerlesimli cilt enfeksiyonlari
(fronkiil, seliilit, cilt apseleri vb.) ve agir seyirli nekrotizan pndmonilerden izole
edilen S. aureus suslarinin PVL adi verilen bir protein salgiladiklar1 gosterilmistir.
Invaziv enfeksiyonlarda stafilokokkal faktdrlerin her birinin roliinii belirlemek
olduke¢a giic olmakla beraber, PVL {iretiminin 6zellikle fronkiil, cilt apseleri ve agir
nektrotik doku enfeksiyonlari ile iliskili oldugu gosterilmistir (6-10). PVL pozitifligi,
genellikle SCCmec tip IV esliginde toplum kdkenli MRSA izolatlarinda sik olarak
tespit edilir. Literatiirde nadir olarak hastane kokenli MRSA izolatlarinda PVL
pozitifliginden bahsedilmektedir (1)

Giliniimiizde toplum kaynakli MRSA ile hastane kaynaklit MRSA arasindaki
farkliliklar azalmaya, birbiri igerisine girmeye baglamistir. S. aureus’un tipini

belirlemek i¢in en yaygin olarak kullanilan teknikler ‘“pulsed-field’’ jel elektroforezi



(PFGE), multilokus sekans tiplendirme (MLST), stafilokokkal protein A gen (spa)
tiplendirmesi ve SCCmec tiplendirmedir (3). PFGE, hem yerel ve uluslararasi
epidemik suslarin tanimlanmasini saglamis, hem de farkli S. aureus suslar1 arasinda
genetik ve evrimsel yakinligin bulunabilece§ini gostermistir. Ancak suslarin
filogenetik iligkilerinin tam olarak anlagilmasi, dizi analizi tabanli bir teknik olan
MLST analizi ve SCCmec elemanlarinin gruplandirilmasi ile miimkiin olmustur.
MLST, PFGE’den farkli olarak klon igerisindeki alt tipleri ve farkliliklar1 gostermez.
Hastane ve toplum kokenli MRSA suslari, gerek epidemiyoloji gerekse evrimsel
iligkiler agisindan biribirinden farklidir (5).

Ulkemizde toplum kokenli MRSA yaygin degildir. Literatiirde cocuk hasta
grubunda, iilkemizde yapilmis enterotoksin tayini, SCCmec tipi, agr tipi, PVL
saptanmasi, PFGE profillerinin incelendigi ve MLST analizi ile tam bir ¢aligmaya
rastlanmamaktadir. Bazi toplum kokenli izolatlarin, metisiline minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) degerleri cok diisiik oldugu icin bunlar yanlislikla MSSA
sanilabilir. MRSA izolatlarinin yukarida sayilan yontemlerle incelenmesi toplum
kaynakli izolatlarin varligimi kanitlayabilir ve 0Ozelliklerinin saptanmasina katki
saglar (5). Son yillarda toplum kokenli izolatlarin tiim diinyada hizli bir sekilde
yayilmasi, bu izolatlar1 toplum saghigi agisindan da 6nemli hale getirmistir. Toplum
ve hastane ortamlarinda dolasan S. aureus suslarinin klonal tiplerinin ve antibiyotik
duyarhilik paternlerinin bilinmesi uluslararasi literatiirler esliginde lilkemiz i¢in S.
aureus epidemiyolojisini ortaya ¢ikarmada ve bu etkenin yol agtig1 enfeksiyonlarin

ampirik tedavisinin planlanmasinda oldukga yol gosterici olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Fosil kayitlarina goére bir milyar yildan daha fazladir yeryiiziinde bulunan
stafilokoklar ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanmis ve 1880
yilinda Louis Pasteur tarafindan sivi besiyerinde iretilmistir. Birka¢ yil igerisinde
Iskogyali cerrah Sir Alexander Ogston cerrahi yaralarin siipiirasyonuna ozel bir
mikrobun neden oldugunu diigiinmiis, bir hastasinda ortaya ¢ikan apseden aldig: irini
mikroskop altinda incelemis ve yuvarlak organizmalarin zincir seklinde karisik kiime
yaptiklarin1 gérmiistiir. Calismalar1 sonucunda akut apseye mikrokoklarin neden
oldugunu ileri siirmiis ve bu mikroplari, mikroskop altinda {iziim salkimi seklinde
kiime yapmig goriinimlerinden dolayr (Yunanca iiziim salkimi anlamma gelen
“’staphyle’” kelimesinden tiiretilerek) Staphylococcus olarak adlandirmistir (11, 12).
Alman bir cerrah olan Anton J. Rosenbach ise 1884 yilinda iki farkli Staphylococcus
susunu izole etmis ve kolonilerinin  olusturduklari  pigmentlere  gore
isimlendirilmelerini  yapmigtir.  Altin  sarist1  renginde pigment olusturana
Staphylococcus aureus (Latince altin anlaminda olan ‘“’aurum” kelimesinden
tiretilerek), beyaz renkte pigment olusturana (Latince ‘’albus’ kelimesinden
tiretilerek) Staphylococcus albus ismini vermistir (13). Loeb tarafindan 1903 yilinda
stafilokoklarin plazmay1 koagiile etme yetenegi ilk kez kaz plazmasi ile gosterilmis
ancak bu durum 1930’lu yillara kadar 6nemsenmemistir (14). Stafilokoklarin daha
patojen tiplerinin belirlenmesinde hemoliz testi yaninda koagiilaz aktivitesinin de
onemli oldugu sonucu ¢ikartilan bir ¢alismada koagiilaz aktivitesi Staphylococcus
aureus suslarinin %88’inde saptanirken, Staphylococcus albus suslarinin ancak
%12’sinde tespit edilmistir (15). 1957 yilinda ise stafilokoklar1 ayirmada koagiilaz
testi anahtar 6zellik kazanmis, sonrasinda koagiilaz pozitif koklar homojen bir grup
icinde S. aureus olarak, koagiilaz negatif olanlar daha heterojen bir grup iginde
“‘koagiilaz negatif stafilokoklar’” olarak ayrilmistir. Glinlimiize kadar koagiilaz
negatif stafilokoklar igerisinde birgok tiir tamimlanmistir (16). S. aureus ise
insanlarda en sik hastalik yapan ve ayn1 zamanda en viriilan ve patojen stafilokok

tiirti olmaya devam etmektedir.



Stafilokoklar 0,5 ile 1,5 um ¢apinda mikroskop altinda tek tek olabildigi gibi,
ikili, dortlii veya kisa zincir olusturabilen veya diizensiz tiziim salkimi goriiniimiinde
kiime yapmis olarak saptanan gram pozitif koklardir. Uziim salkimi seklinde
goriiniimii i¢ boyutlu olarak boliinebilmeleri ve boliinme sonrasinda ayrilmadan
birlikte hareket etmelerinden kaynaklanmaktadir (17, 18).

Stafilokoklar hareketsiz, spor olusturmayan, siklikla kapsiilsiiz ve ¢ogu tiirii
fakiiltatif anaerop olarak yiiksek konsantrasyonda tuz igeren besiyerlerinde ve 18-
40°C araliklarinda iireyebilen mikroorganizmalardir (17, 18).

Basit besiyerlerinde iireyebilen stafilokoklar en iyi kanli agarda tirerler. Kanli
agarda iiremeleri sonunda ¢esitli renklerde pigment olusturabilmekte ve tiire ve ¢evre
kosullarina gore degisen derecelerde hemoliz 6zelligi gosterebilmektedir (18).

Staphylococcus cinsi i¢inde yer alan 36 tiiriin 16 tanesi insanlarda bulunur.
Bagisiklik sistemi saglam olan, viicut igerisinde implante yabanci materyal
bulundurmayan insanlarda sadece birkag1 patojendir. Klinik 6rneklerden en gok izole

edilen ve en viriilan olan tiir S. aureus’tur (18).

2.2. Staphylococcusus aureus identifikasyonu

Stafilokoklarin laboratuvar tanisinda mikroskop altinda Gram boyama
ozellikleri, kiiltiirde tireme sonrasi morfolojik goriinlim ve cesitli biyokimyasal
testler 6nemli yer tutar.

S. aureus, kanli agarda 37°C’de ve ortalama 24 saatlik bir inkiibasyondan
sonra 1-4 mm capinda diizgiin kenarl, yuvarlak, konveks, parlak, opak, siklikla
koloniyi ¢evreleyen agik bir beta-hemoliz zonu gosteren bir iireme gerceklestirir.
Pigment tiretimi degisken olmakla birlikte sar1 veya altin sarist renginde pigment
gorilebilir. Pigment olusumu ¢evre kosullariyla iliskili olup, hiicre zarinda yer alan
karotenoid yapidan ileri gelir. Sar1 pigment, S. aureus’un bir viriilans faktoriidiir.
(19)

Gram pozitif koklarin ayirimi icin kullanilan basit bir test olan katalaz testi
pozitifligi ile streptokok ve enterokoklardan ayrilir. Katalaz enzimi, hidrojen

peroksidi su ve oksijene ayirir (17).



S. aureus‘u diger stafilokoklardan ayirmada kullanilan ve biiyiikk oranda
tanisal kabul edilen koagiilaz testi pozitifligidir. Koagiilaz, fibrinojeni fibrine
dontistiiren bir enzimdir. Boylelikle plazmanin pihtilagsmasina neden olur. S. aureus,
“serbest’” ve “’bagli’’ (clumping factor) olmak {izere iki tip koagiilaza sahiptir.
Serbest koagiilaz, plazmada bulunan koagiilaz aktivatorii ile reaksiyona girerek
aktiflesir ve fibrinojenin fibrine doniisiimiinii saglayan siireci baslatir. Varlig1 tiipte
koagiilaz testi ile arastirilir. Bagh koagiilaz ise hiicre duvarinda yer alir ve plazmada
bulunan fibrinojene dogrudan baglanarak fibrin olusumuna yol agar. Varlig1 lamda
koagiilaz testi ile saptanir. Tiipte koagiilaz testine gore daha hizli sonug verir. Ancak
lamda koagiilaz testi ile S. aureus suslarin %10-15’inde yalanci negatiflik tespit
edilebilir. Boyle durumda tiipte koagiilaz testi ile testin dogrulanmasi gerekir (19).
Her ne kadar koagiilaz testinin tanisal degeri oldugu kabul edilse de S. aureus’u diger
staflokoklardan ayirmada mannitolden asit olusturma, DNAaz iiretimi, protein A
varligi gibi bagka biyokimyasal testler de kullanilir (19).

Ayrica fenotipik olarak net ayirimi yapilamayan suslarda 16S veya 23S
ribozomal RNA’nin molekiiler analizi tiirlerin ayirimina yardimer olabilir. Yine S.
aureus icin Ozglin olan termostabil endoniikleazi kodlayan nuc geninin

gosterilmesinde molekiiler yontemler kullanilarak taniya gidilebilir (18).

2.3. Viriilans faktorleri

Stafilokoklar genellikle insanlarin cilt ve mukozasinda normal flora elemani
olarak bulunan firsatg1 patojenlerdir. S. aureus viriilans1 en yiiksek olan stafilokok
tiriidiir. Hastaligin gelismesi konak¢inin enfeksiyona direnci ile bakterinin sahip
oldugu c¢esitli viriilans faktorleri arasindaki etkilesmeye baghdir. S. aureus cok
sayida ve ¢esitli viriilans faktorlerine sahiptir. Bu viriilans faktorleri, bakterinin
konaga yapismasi, hiicreye invazyonu, toksisite ve konagmm savunma
mekanizmalarindan ka¢gma ile iligkili yapisal, enzimatik ve toksik iirlinlerden olusur

(20).



2.3.1. Kapsiil

Klinik izolatlarda saptanan S. aureus’un %90’indan fazlasi polisakkarit
yapida bir kapsiile sahiptir. Kapsiil liretimi ile viriilans arasindaki iliski ¢esitli hayvan
deneylerinde ve bazi hastaliklarda  gosterilmistir.  Kapsiil  organizmay1
polimorfoniikleer hiicrelerin fagositozundan korur, organizmanin konakg¢1 hiicrelere
ve prostetik araclara daha kolay yapismasini destekleyebilir. On bir kapsiil serotipi
tamimlanmustir. Tip-1 ve tip-2 kapsiil bol miktarda polisakkarid icerir ve kanl agarda
mukoid kolonilerin gdriilmesine neden olur, ancak insan klinik 6rneklerinde nadiren
bulunur. Bunlarin aksine, kapsiil tip-5 ve tip-8 klinik enfeksiyonlarin %75’inden
fazlasinda saptanir. Kapsiil tip-8 endokarditli farelerde endokardiyal lezyonlardan
elde edilen S. aureus suslarinda yiiksek diizeyde tespit edilmistir. Yine kapsiil tip-
5’in fare modellerinde stafilokokal bakteriyemi ve artrit gelisiminde viriilans faktorii
olarak katki sagladig gosterilmistir. Ayrica kapsiil tip-8’in TSST iiretimi ile kapsiil
tip-5’in ise oksasilin direnci ile iligkisi gosterilmistir. Hayvan deneylerinde tip-5 ve
tip-8’e karst gelisen antikorlarin koruyucu olmasi, as1 ¢alismalarinin Oniinii agmis

ancak su ana kadar gelistirilen konjuge asilar ile istenen etkinlik elde edilememistir
(18, 19, 21).

2.3.2. Hiicre duvar

Staphylococcus aureus hiicre duvari peptidoglikan, teikoik asit, lipoteiokoik
asit ve protein A gibi ¢cok sayida ylizey proteinlerinden olusur. Peptidoglikan yapi,
N-Asetil Glikozamin (NAG) ve N-Asetil Muramik asit (NAM) polimerlerinin gapraz
baglanmas1 sonucu meydana gelir. Gram negatif bakterilerdekinin aksine cok
katmanli kalin bir tabaka halinde bulunur. Peptidoglikan tabakasi beta-laktam
antibiyotiklerin ve glikopeptidlerin hedefi olmasi nedeniyle dnemli bir yapidir (18,
21).

Sadece gram pozitif bakterilerde bulunan teikoik asit, hiicre duvari kuru
agirligiin %50’ye yakin bir kismimi olusturur. Teikoik asitler tiire ozgildiir. S.
aureus’a ozgl ribitol teikoik asit peptidoglikanin NAM {initesine baglanir.

Lipoteikoik asit (gliserol teikoik asit) ise plazma membraninin lipitlerine baglanan



fosfat polimerleridir. Teikoik asit hiicre duvar metabolizmasinda 6nemli olan aktif
enzimlerin ve diger proteinlerin baglanma bdlgesi olarak gorev yapar. Bakterinin
konak mukoza hiicrelerine yapigsmasinda rol alan teikoik asitin S. aureus
enfeksiyonlarinin patogenezinde ve immiin sistemin aktive olmasindaki direkt rolii
tam olarak aydimnlatilmis degildir. Lipoteikoik asit, makrofaj ve diger dogal bagisiklik
sisteminin pargasi olan hiicrelerden sitokinlerin salinimini uyararak inflamasyonda
gorev alir (18).

Hem peptidoglikan, hem teikoik asit Staphylococcus hiicre duvarina sertlik ve
esneklik kazandirir, bakteriye seklini verir ve ozmotik basingtan korur. Sahip
olduklar1 bir¢cok biyolojik aktivite ile viriilansa katki saglar. Kompleman sistemini
aktive eder, parcali ¢ekirdekli 16kositlerin kemotaksisini arttirarak apse olusuma

zemin hazirlar, monositlerden IL-1 salinimi ile endojen pirojen etki gosterir (17, 21).

2.3.3. Yiizey proteinleri ve protein A

Staphylococcus aureus konakta degisik matriks proteinlerine baglanmada rol
oynayan birgok ylizey proteini tasir. Bu yiizey proteinleri; protein A, kollajen
baglayan protein, fibronektin baglayan protein A ve B, serin-aspartat tekrar proteini,
plazmine duyarli protein, kiimelestirici faktor A ve B, metisilin direncini etkileyen
protein, demir regiile determinant A-C, S. aureus ylizey proteini A-K olup hiicre
duvar1 peptidoglikan tabakasina kovalen olarak baglanirlar ve ‘’matriks proteinlerini
taniyan mikrobiyal yilizey komponentleri’’ olarak tanimlanirlar (18). Staphylococcus
aureus enfeksiyonlarina zemin hazirlayan kolonizasyon siirecinin baglatilmas: ve

konak dokulara baglanmada bu adezyon molekiillerinin 6nemli rolleri vardir (22).

2.3.4. Protein A

Staphylococcus aureus suslarinin ¢ogunda bulunan fakat koagiilaz negatif
stafilokoklarda olmayan bu nedenle 0Ozgiin bir tanimlama testi olarak da
kullanilabilen protein A, hiicre duvarinin en dis katmaninda yer alan bir yiizey
proteinidir. Protein A, 1gGs disindaki tim IgG alt tiplerin Fc boliimiine immiin

olmayan yolla baglanma o6zelligine sahiptir. Serum immunglobulinlerini tiiketerek



opsonizasyona yol agan antibakteriyel antikorlardan, komplemandan ve sonunda
fagositozdan bakteriyi korur. immunojenik olan protein A’ya kars: gelisen antikorlar
ciddi S. aureus enfeksiyonlu hastalarda tespit edilir. Protein A, trombositlerdeki von
Willebrand faktére baglanabilir. Bu 6zelligi S. aureus tarafindan olusturulan
endovaskuler enfeksiyonlarinin patogenezinde 6nemli olabilir. Ayrica S. aureus’un
neden oldugu pndémoninin patogenezinde merkezi bir rol oynadigi son ¢alismalarda
gosterilmistir. Hayvan deneylerinde protein A’nin yoklugu pnomoni olaylarinin ve
pnémoni ile iliskili mortalitenin azaldigin1 gostermistir. Timor nekroz faktor-alfa
(TNF-a) i¢in reseptdr gorevi goriir. Boylelikle akcigerlerde temel proinflamatuvar

faktor olarak gorev yapar (19, 21, 22).

2.3.5. Enzimler

Staphylococcus aureus suslariin neredeyse tiimii viriilansa katkida bulunan
koagiilaz, katalaz, niikleaz, proteaz, lipaz, hiyaluronidaz, kollajenaz ve beta-laktamaz
gibi ¢esitli enzimler salgilarlar. Bu enzimlerden bazilari bakteri etrafinin fibrinle
ortiilmesine yol acarak bakterinin opsonizasyon ve fagositozdan kurtulmasin
saglamakta, fagosite edilen bakterilerin yok edilmesini 6nlemekte veya konak doku
komponentlerini pargalayarak bakterinin yayilmasini kolaylagtirmaktadir. S. aureus
tarafindan en az ti¢ farkli beta-laktamaz olusturulmaktadir. Beta-laktamazlar,
antibiyotik varlifinda ftretilebildigi gibi antibiyotie maruz kalmadan da stirekli
olarak iiretilebilir. Bakterinin penisilin ve ampisiline diren¢li olmasina yol acar.
Beta-laktamazlar1 kodlayan genler genellikle plazmidler iizerinde bulunur ve bu
plazmidler eritromisin ve tetrasiklin gibi bagka antibiyotiklere diren¢ genlerini de
tasiyabilirler. Bu direng genleri transformasyon ve transdiiksiyon ile bakteriler

arasinda transfer edilebilir (21, 22).

2.3.6. Toksinler

Staphylococcus aureus konak doku ve hiicreler iizerinde potent biyolojik etki

gosteren basta sitolitik toksin, eksfolyatif toksin, enterotoksin ve TSST-1 olmak



lizere ¢ok sayida hiicre disina salinan ve genelde bakterinin viriilansindan sorumlu

oldugu diisiiniilen toksinleri yapar.

2.3.6.1.Sitotoksinler. Bu grup igerisinde eskiden alfa, beta, delta ve gama
olmak tizere dort adet hemolizin yer alirdi. Ancak bunlarin sadece eritrositler iizerine
etki gostermemesi ve sonradan eritrositleri pargalayamayan bir sitolitik toksin olan
Panton Valentin Lokosidinin tanimlanmasi hemolizin olarak siniflandirmanin dogru

olmayacagim gostermistir (17).

2.3.6.1.2.Alfa-toksin. Insanda enfeksiyona neden olan S. aureus suslarmin
cogu tarafindan yapilir. Eritrosit, 10kosit, hepatosit ve trombosit gibi bir¢ok hiicre
tizerine Oliimciil etki gosterir. Konakta hedef hiicre membranlarinda porlarin
olusumuna yol acar. Hiicreden hizl1 bir sekilde K™ atilim1 olurken, Na*, Ca™" ve diger
kiigiik iyonlarin hiicre i¢ine alimi gerceklesir. Hiicre igerisinde ozmotik ylike bagh
sismeye ve sonunda hiicrenin parcalanmasina yol acgar. Alfa-toksin doku yikiminda
da rol oynar. Yine norotoksik 6zelligi de bulunur. Koyun kanli agarda iiremeleri

sirasinda bazi S. aureus suglarinda goriilen hemolizden sorumlu olan toksindir (17,

21).

2.3.6.1.3.Beta-toksin. Sfingomiyelinaz olarak da bilinen beta-toksin hiicre
membranlarinda bulunan sfingomyelin tizerinden etkisini gosterir. Sfingomiyelin
icerigine bagli olarak eritrositler basta olmak {izere bir¢ok hiicreye toksik etki
gosterir. Mg"" iyonlar1 varliginda etkili olan toksin *‘sicak-soguk hemolizin’’ olarak
da bilinir. Grup B streptokok identifikasyonu i¢in kullanilan CAMP testinde

gozlenen sinerjistik hemolizden sorumlu toksindir (21).

2.3.6.1.4.Sigma-toksin. Staphylococcus aureus suslarinin ¢ogunda bulunur.
Temelde siirfaktan gibi hiicre membranini bozan bir etki gosterir, zaman i¢inde hiicre
iceriginin disar1 sizmasi ile sonuglanan membrandaki kanallarin olusumu {izerine de
etkili olabilir. Stafilokoksik besin zehirlenmesi ve toksik sok sendromu gibi bazi

enfeksiyonlarda goriilen ishalde rol oynar (21, 26).
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2.3.6.1.5.Gama-toksin. Aslinda ii¢ proteini tanimlar ve iki komponentli alti
farkli toksin olusturur. Bunlardan biri de Panton Valentine Lokosidini (PVL)’dir. Bu
alt1 tane iki komponentli toksin ¢esitli derecelerde hemolitik aktivite gdsterirken,
hepsi etkin olarak l16kositleri lizise ugratir (21).

Alfa-, beta-, sigma- ve gama- toksin kromozom fiizerinde kodlanmaktadir ve

agr regiilasyonuna tabidir (18).

2.3.6.1.6.Panton Valentine Lékosidini (PVL). ilk kez 1932 yilinda Panton
ve Valentine tarafindan bildirilmistir. PVL, 6zellikle 16kositlere etki gosteren, hiicre
digina salinan bir toksindir. Bakteriyofaj iizerinde tasinan lukF-PV and lukS-PV
genleri tarafindan kodlanan LukF-PV and LukS-PV isimli iki proteinin sinerjistik
etkisi ile parcali ¢cekirdekli 16kosit ve makrofajlarin membraninda porlar olusturdugu
bir sitotoksindir. Diger hemolizinler gibi agr tarafindan diizenlenir, ancak digerleri
gibi kromozomal olarak kodlanmamaktadir. Bu durum PVL’nin suslar arasi
aktarilmasina izin verir. Yine diger hemolizinlerin aksine metisiline duyarl S. aureus
(MSSA) ve saglik bakim hizmeti ile iligkili metisiline direngli S. aureus suslarinda
(SBHI-MRSA) genellikle diisiik oranda (<%2) bulunurken, toplumdan kazanilmis
MRSA (TK-MRSA) suslarinin hemen hepsinde saptanir. USA300, TK-MRSA klonu
ozellikle PVL ile baglantilidir (18, 19, 22).

PVL geni tagiyan S. aureus suslari ciddi cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari
ve Ozellikle ¢cocuk ve addlesanlarda siklikla liimciil seyreden nekrotizan pnémoni
ile iligkilidir. Cocuklarda invaziv osetomiyelite yol acan S. aureus suslar1 PVL
uretirse, hastaligin lokal ve sistemik inflamasyon bulgular1 daha siddetli olmakta,
ates daha uzun silirmekte, etkenin kan kiiltiirlerinde daha yiiksek oranda tespit
edilmesine yol ag¢makta ve kronik osteomiyelit veya vendz tromboz gibi
komplikasyonlarla daha sik karsilagilmaktadir (19).

PVL pozitif S. aureus suslariin 6nceden saglikli cocuk ve geng eriskinlerde
daha hizli progresyon gosteren, hemorajik ve nekrotizan pndmoniye neden
oldugunun 2002 yilinda Gillet ve ark. (27) tarafindan bildirilmesinden sonra diinya
genelinde PVL ve pnomoni arasindaki iliski {lizerine c¢ok sayida arastirmalar
yapilmistir (22, 27). PVL pozitif suslarin neden oldugu invaziv S. aureus
enfeksiyonlu ¢ocuklarda daha siklikla pulmoner bulgularin ortaya c¢iktigi, PVL
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pozitifliginin pndmonili hastalarda artmis mortalite ile iligkili oldugu bildirilmistir.
Ayrica PVL pozitif suslarda stafilokokal protein A’nin daha yiliksek oranda ortaya
ciktiginin saptanmasi, ikisinin birlikte bulunmasinin dokularda PVL negatif suslara
gore daha fazla inflamasyona yol acacagi varsayilmistir (19). Ancak ¢esitli hayvan
calismalarinda pndmonideki PVL’nin rolii iizerine tartismali sonuglar elde edilmistir.
Farelerde yapilan c¢aligmalarda ciddi hastalik semptomlar1 olmasina ragmen,
mortalite tizerine etkisinin olmadig1 gozlenmis, yine pulmoner hastalik patogenezi
igin gerekli olmadig bildirilmistir (22).

Sonug olarak Staphylococcus aureus enfeksiyonlarinda PVL’nin rolii tam
olarak aciklanmis degildir. Ancak PVL varlig1 klinisyenlerin tedavi se¢eneklerinde
degisiklige yol agabilir. PVL iiretimini azaltan, protein sentezini inhibe eden
klindamisin gibi antibiyotiklerin bakterisidal etkili antibiyotikler ile birlikte veya tek

baslarina kullanimi yoniinde tercihlere yol agabilir (19).

2.3.6.2.Eksfoliyatif toksinler. Epidermolitik toksinler olarak da bilinir.
Eksfolyatif toksin (ET) A ve B olarak immunolojik ve biyokimyasal olarak
birbirinden farkli ancak benzer biyolojik aktiviteye sahip iki formu tanimlanmistir.
ET-A termostabil bir protein olup kromozomal kokenli, ET-B ise 1s1ya duyarl bir
protein olup, plazmid kokenlidir. Toksin hiicre dis1 olarak etki gosterir, dogrudan
hiicre oliimiine, hiicre membran lizisine veya inflamatuvar cevaba neden olmaz.
Ayrica, iist epidermisin diginda herhangi bir organa veya hiicreye de zarar vermez.
Toksin glutamat spesifik bir serin proteazdir. Hedef molekiilii, sadece stratum
granulosum diizeyinde bulunan ve keratinositler arasi baglanmanin siirdiiriilmesinden
sorumlu desmoglein-1 adi verilen bir trasmembran desmosomal glikoproteindir.
Klinik izolatlarda veya burun tastyiciliginda saptanan S. aureus suslarinin ¢ok az bir
kismi1 (%0-2) bu toksini tireten genleri tagir. Stafilokokal haslanmis deri sendromuna

ve biilléz impetigoya neden olan toksinlerdir (18, 19, 21).

2.3.6.3.Siiperantijenler. Siiperantijenler, klasik antijenik yapilardan farklh
olarak ¢ok daha az yogunlukta, ¢ok daha fazla diizeyde T hiicrelerini uyarip yogun
bir sitokin salinimina yol agan proteinler olarak tanimlanmaktadir. Klasik

antijenlerden farklarina bakildiginda, antijen sunan hiicreler tarafindan islenmeye
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ihtiyag duymazlar, MHC sinif II molekiilii iizerinden 0zgiil olmayan yolla T
hiicrelerin uyarilmasini saglarlar. Boylelikle klasik antijene gore en az 10000 kat
daha fazla T hiicresinin aktive olmasina yol acarlar ve yogun bir sitokin salinimi
gerceklesmis olur (28).

Staphylococcus aureus tarafindan salinan enterotoksinler ve TSST-1
siiperantijen 0Ozelligi gosteren toksinlerdir. Enterotoksinleri kodlayan genlerin
plazmid veya bakteriyofaj gibi hareketli elemanlar tizerinde tasinmasi genlerin suslar

arasinda yatay transferine izin verir (29).

2.3.6.3.1.Enterotoksinler. Staphylococcus aureus, A-Q olmak {izere en az 15
farkl 1s1ya direngli enterotoksin olusturur (19). Insanlarda besin zehirlenmesi ve
toksik sok sendromu gibi ciddi olabilecek hastaliklara yol acabilirler. Besinlerde bir
kez olustuktan sonra pisirilmeyle inaktive olmazlar. Bundan dolayr da diinya
genelinde besin  zehirlenmelerinin = 6nemli  bir kismindan  sorumludurlar.
Enterotoksinlerin tam etki mekanizmas: bilinmemekle birlikte, intestinal
peristaltizmi arttirdiklar1 gdsterilmistir.  Ozellikle mide ve {ist ince bagirsak
boliimiinde daha yogun ve ciddi olmak {izere gastrointestinal sistemde inflamatuvar
degisikliklere yol actig1 goriilmistiir (21, 29).

Son caligsmalarda ¢ogu S. aureus susunun birden fazla enterotoksin geni
tasidigi gosterilmistir (29). Ozellikle USA400 klonunun gok sayida enterotoksin geni
tastyabilecegi gosterilmistir (19).  Stafilokokal enterotoksin (SET) A en sik
stafilokoksik besin zehirlenmeleriyle iligkili olan toksindir. SET-B besin
zehirlenmeleri yaninda lokal enfeksiyonlarla ve pnomoni ile iliskisi olan, biyolojik
silah olarak kullanimi konusunda caligilan bir enterotoksindir (19, 29). SET-B ve
SET-C non menstriiel toksik sok sendromundan sorumludur (18). SET-D diinya
genelinde ikinci en sik stafilokok iligkili besin zehirlenmesine yol agan
enterotoksindir. SET-E‘ye bagli besin zehirlenmeleri bildirilmistir. SET-G, -H ve -1
digerleri kadar ¢ok sik bildirilmeyen, besin zehirlenmelerinde 6nemli rolii olmayan
enterotoksinlerdir (29).

Antibiyotik iligkili ishallerde de enterotoksin salgilayan S. aureus suslari izole
edilebilmektedir. Yine antibiyotik iligkili ishale neden olan S. aureus suslarinin

onemli bir kisminin metisiline direngli olduguna da dikkat etmek gerekir (29).
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2.3.6.3.2.Toksik Sok Sendromu Toksini (TSST)-1. Toksik sok sendromu
toksini-1 1981 yilinda, toksik sok sendromu hastaligindan sonra iki aragtirmaci grup
tarafindan kesfedilmistir. Toksin, 1s1 ile inaktivasyona direngli proteolitik bir
enzimdir. TSST-1 {liretimi agr tarafindan diizenlenir ancak ortaya ¢ikmasi igin
birtakim ¢evre kosullarinin da olmasi gereklidir. Bu kosullar yiiksek diizeyde protein,
kismen noétral pH, artmis parsiyel CO; basinc1 ve artmis parsiyel O basinci olarak
kabul edilir. Bu dort durum menstruasyon sirasinda yiiksek emici tamponlarin
kullanimi ile saglanmis olur. Normal zamanlarda nadir goriilen toksik sok sendromu
hastaliginin tampon kullananlarda zirve yapmasi bu etmenlerle agiklanmaktadir (18).

Bakteriyel patojenite, hiicre popiilasyonu temelinde ortaya c¢ikan gen
ekspresyonu ile diizenlenir. Bu ‘‘quorum sensing’’, aksesuar genlerin yani viriilans
genlerinin {riinlerinin ortaya ¢ikisini diizenlemeye calisir. Diisiik yogunluktaki
bakteri topluluklarinda, bakteriyel hiicreler ¢ogaldiklar1 zaman, aksesuar genler hiicre
duvar olusumu ile ilgili genlerin yaninda ya daha az eksprese olur ya da hi¢ olmaz.
Bunun tersine yiiksek yogunlukta bakteri topluluklarinda ise aksesuar genlerin
ekspresyonu artar. Aksesuar gen regulatoér dedigimiz “‘agr’’ cins spesifiktir. Efektor
molekiilit RNA III adinda regulatér RNA molekiiliidiir. Bir¢ok stafilokokal toksin ve

viriilans faktorler aksesuar gen regulator (agr) bolgesi tarafindan kontrol edilir (19).

2.3.7. Aksesuar gen regulator bolgesi (agr)

Bir ‘quorum-sensing’ sistemi olan agr, bazi yiizey proteinleri ve hiicre disina
salinan enzimleri kodlayan genlerin transkripsiyonunun diizenlenmesinde rol
oynamaktadir (23). agr in-vitro ortamda geg iissel bitylimeden duragan faza gegiste
birka¢ hiicre yiizey proteinin ekspresyonunda azalmaya ve ¢ok sayida salgilanan
viriilans faktoriin ekspresyonunda artmaya yol agarak etkili olur. agr ekspresyonunun
epitelyal hiicrelerin apopitozuna ve invazyonuna yol agtigt da goriiliir. agr
ekspresyonunun farelerde cilt alt1 apse ve artrit olusumu ve tavsanlarda endokardit
olusumu gibi ¢esitli enfeksiyon modellerinde katki sagladigi bulunmustur. ilging bir
sekilde farkli agr gruplarmin agirlikli olarak belli hastaliklarla iligkili oldugu
gosterilmistir (24). Yapilan ¢alismalarda agr tip I ve II’'nin azalmis vankomisin

duyarliligr ile, tip III’lin toksik sok sendromu ve PVL ile indiiklenmis nekrotizan
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pndémoni gelisimi ile ve tip IV’iin eksfoliyatin liretimi ile iliskisi gdsterilmistir (25).
Tekeli ve ark. (1), yetiskinlerde yaptiklar1 bir ¢alismada, kan kiiltiirlerinden izole
edilen MRSA izolatlarinin %91’ini agr tip | olarak saptamis ancak vankomisin
direnci saptamamistir, bu da agr tip [ igerisinde muhtemel vankomisine

heterorezistan S. aureus izolatlarinin olabilecegi ile agiklanmistir (1).

2.4. Epidemiyoloji

Staphylococcus aureus gerek toplumdan kazanilan, gerekse saglik bakim
hizmetleri ile iligkili enfeksiyonlarin en sik etkenlerinden biridir. S. aureus
enfeksiyonlarinin insidanst yilda 100 binde 28,4 ile 35,4 arasinda degismektedir. S.
aureus enfeksiyonlar1 6nemli oranda morbidite ve mortalite ile iliskilidir. Enfekte
yatan hastalar ortalama 3 kat daha uzun hastanede yatis siiresine, 3 kat daha fazla
maliyete ve 5 kat daha fazla hastanede 6liim riskine sahiptirler (18).

Kuru ylizeylerde uzun siire canli kalabilen stafilokoklar, dogada yaygin
olarak bulunurlar. insan ve diger memeliler S. aureus icin dogal rezervuardir.
Staphylococcus aureus enfeksiyonlarinda ilk  basamak  kolonizasyondur.
Kolonizasyon bir mikroorganizmanin hastalik veya enfeksiyonun klinik semptom
veya bulgularina neden olmadan dokuda bulunmasidir. Tasiyicilik ise bu
mikroorganizma ile kolonize olma durumudur. Tastyici, organizmay1 diger bireylere
dogrudan temas ile bulagtirabilir. Aslinda kolonizasyon ile tasiyicilik ayn1 anlamda
kullanilan kavramlardir.

Cogu yenidogan dogumdan kisa bir siire sonra genellikle de annelerinde var
olan sus ile kolonize olur. Hem S. aureus’a karsi1 gelisen immiin yanit hem de diger
floraya hakim olmaya calisan Dbakterilerle aralarinda gergeklesen yarisma
kolonizasyon durumunun yas ile azalmasina yol acar. Cilt, tirnak, farenks, kivrim
yerleri, aksilla, perine, bogaz, rektum ve vajina gibi bir¢ok bolgede kolonizasyon
goriilebilir. Stafilokoklarin kolonizasyonda hiicre duvari yiizey proteinleri ve hiicre
duvarinda yer alan teikoik asit nemli rol oynar (18).

Diyaliz hastalari, intravendz ila¢ bagimlilari, tekrarlayan S. aureus
enfeksiyonu olan hastalar, insiilin bagimli diabetes mellitusu olan hastalar,

dermatolojik problemleri ve damar i¢i kateteri olan bireyler gibi bazi topluluklarda
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kolonizasyon oranlar1 daha yiiksek goriiliir. Bireylerdeki S. aureus tasiyiciligi veya
kolonizasyonu li¢ sekilde siniflandirilabilir. Bireylerin yaklasik %20’sinde (%12-30)
kalici kolonizasyon, %30’unda (%16-70) aralikli kolonizasyon goriiliirken, %
50’sinde (%16-69) hi¢ kolonizasyon gozlenmez. Bu durumlardan en 6nemlisi, daha
fazla S. aureus yiikii igerdiginden kalict kolonizasyondur. Kalici kolonizasyonu olan
bireyler S. aureus enfeksiyonu i¢in daha yiiksek riske sahiptirler (18, 30).

Stafilokoklar insanlara bir¢ok yolla bulasabilir. Bunlar arasinda enfekte
kisiler ile dogrudan temas, asemptomatik tasiyicilarla temas, havayolu yayilimi ve
kontamine esyalarla temasi sayabiliriz. Stafilokoklarin yayilmasinda bu
mekanizmalardan en ©6nemli olanmi stafilokok lezyonu olan hastalar ile temas
durumudur. Disariya agik lezyonu olan hastalar organizmayir hem ¢evreye hem de
diger kisilere bulastirirlar. Bundan dolay1 ozellikle hastane ortamlarinda bdyle
hastalara hizmet veren saglik calisanlarinin 6zellikle dikkat etmesi gerekir. Hasta
temaslar1 arasinda el yikama stafilokoklarin nozokomiyal yayilimini azaltmada
kuraldir. Egyalar yoluyla yayilim nadirdir (19).

Yukarida belirtilen S. aureus tastyiciligi yaninda S. aureus enfeksiyonlari igin
erkek cinsiyetin, ¢ok kiiclik ve yash bireylerin artmis risk altinda olduklar
bildirilmigtir. En 6nemli risk grubunun diyaliz ihtiyact olan hastalar oldugu
gosterilmistir. Nadir olmakla birlikte 16kosit kemotaksi ve fagositoz sistemindeki
kalitsal veya kazanilmig defektlerin de S. aureus enfeksiyonlarma yatkinlik

olusturdugu goriilmektedir (18).

2.5. Patogenez

Staphylococcus aureus yukarida da bahsedilen ¢ok ¢esitli virtilans faktorleri
ile donatilmistir. Bunlar etkin bir apse olusumundan, opsonizasyon veya fagositoz
gibi bircok diizeyde konak¢i bagisik sisteminden kagmaya ve yogun bir sitokin
salimimi ile sepsis sendromuna yol agacak bir siireci ortaya ¢ikartmaya elveriglidir
(31). Neredeyse tiim suslar salgiladiklart gesitli enzim ve sitotoksinlerle konakg1

dokunun bakteri i¢in uygun bir besiyeri ortamina donlismesine sebep olmaktadir
(32).
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Staphylococcus aureus enfeksiyonlarinin patogenezinde; kolonizasyon, lokal
enfeksiyon, sistemik yayilma velveya sepsis, metastatik enfeksiyon ve toksik sok
olmak {izere bes farkli evreden bahsedebiliriz. Burada daha once de ifade edildigi
gibi enfeksiyonun baslamasi, bakteri ile konagin kolonize olmasindan geger.
Kolonizasyon sonrasi bakteri dogrudan bulundugu boélgedeki cilt icerisine inokiile
olarak doku hasarina ve apseye neden olabilir. Etken lokal olarak yayilabilecegi gibi
dolasima gegerck uzak organlarda osteomiyelit, endokardit, artrit gibi spesifik
enfeksiyonlara da yol agabilir. Ayrica salgiladiklar siiperantijen Ozelligi gésteren
toksinler araciligryla hem lokal hem de sistemik etki ile haslanmis deri sendromu,
toksik sok sendromu ve besin zehirlenmeleri gibi spesifik sendromlara sebebiyet
verebilir. Patojen olarak bu kadar basarili olmasi, insanlarda hastalik yapan diger
mikroorganizmalarda olmayan ¢ok sayida ve degisik viriilans faktorlerine sahip

olmasindan ileri gelir (31).

2.6. S. aureus enfeksiyon tipleri

Son yillarda hastaneye yatirilmadan veya kisa siireli yatis yapilan veya altta
yatan hastaliga bagl olarak sik araliklarla saglik bakim hizmeti gereksinimi olan
veya damar i¢i veya periton i¢i cihaz gibi ¢esitli tibbi aletlere maruz kalan hastalarda
enfeksiyonun kaynaginin toplum mu yoksa hastane mi oldugu konusunda
karigikliklar ortaya cikmistir. Ayrica MRSA gibi bazi etkenlerin baslangicta
nozokomiyal etken olarak ortaya ¢ikmasi ve zamanla daha hastaneye kabul sirasinda
bu etkenlerin yliksek oranda saptanmasi hastane kokenli veya toplum kokenli
enfeksiyonlar: tanimlamalarda yeniden yapilanmaya gidilmesine yol agmustir.

Molekiiler tekniklerdeki gelismeler etkenlerin filogenetik kokenlerinin
saptanmasina izin vermistir. Mesela MRSA i¢in toplum kokenli olanlar, saglik bakim
hizmeti ile iliskili MRSA suslarindan farkli bir antimikrobiyal duyarlilik paterni
(genelde beta-laktam olmayan antibiyotiklere duyarlidirlar) sergilerler, farkli
SCCmec elementlerine sahiptir, ‘‘pulsed field*” jel elektroforezinde farkli tipler

olarak izlenir ve multilokus sekans tipleri farkli saptanir (33).
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2.6.1. Toplum kokenli enfeksiyonlar

Toplum kokenli enfeksiyonlar, hastanin hastaneye kabuliinde var olan veya
kabuliinden sonraki 48-72 saat igerisinde ortaya ¢ikan ve saglik bakim hizmeti ile
iliskili risk faktorleri bulunmayan hastalarda goriilen enfeksiyonlar olarak kabul
edilir (34, 35).

2.6.2. Hastane kokenli (saghk bakim hizmeti iliskili) enfeksiyon

Hastaneye kabuliinde enfeksiyonun inkiibasyon doéneminde olmayan,
hastaneye yatirildiktan 48 veya 72 saat sonra ortaya ¢ikan enfeksiyonlar saglik bakim
hizmeti ile iliskili (SBHI) enfeksiyonlar olarak degerlendirilir (36). Ayrica son bir yil
icerisinde hastaneye yatisi yapilmis, cerrahi miidahale gecirmis, uzun siireli bakim
hizmeti veren kurumlarda ikamet etmis, en az ii¢ ay olmak tizere siklikla hastane
ziyaretleri gerceklestirmesine yol agan altta yatan hastalik varligi, diyalize giren veya
kiiltiir alindiginda damar i¢i kateteri olan veya perkutan tibbi cihazi bulunan
hastalarda ger¢eklesen enfeksiyonlar da saglik bakimi hizmeti ile iligkili enfeksiyon

kapsaminda ele alinir (37, 38).

2.7. Klinik bulgular

Staphylococcus aureus’un neden oldugu enfeksiyonlari cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlari, invasiv enfeksiyonlar, tibbi arag ile iligkili enfeksiyonlar ve toksin ile
iligskili enfeksiyonlar olarak dort grup altinda toplayabiliriz. Ancak bu klinik
durumlar arasinda gegislerin olabilecegi unutulmamalidir. Basit bir deri enfeksiyonu
bakteriyemi veya osteomyelit ile sonuglanabilir. S. aureus’'un neden oldugu
enfeksiyonlar Tablo 1°de gosterilmistir. Asagida pratikte siklikla karsilagilan, S.

aureus ‘a 6zgii olan veya ciddi seyreden enfeksiyonlardan bahsedilmistir.
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Tablo 1. S. aureus 'un neden oldugu enfeksiyonlar

Cilt ve yumusak Invaziv Kas eklem sistemi | Toksin ile iliskili
doku enfeksiyonlar1 | enfeksiyonlar | enfeksiyonlari enfeksiyonlar
-Impetigo -Bakteriyemi | -Osteomyelit -Toksik sok sendromu
-Folikiilit -Endokardit -Septik artrit -Haslanmis deri
-Fronkiil -Perikardit sendromu
-Karbonkil -Septik sok ) ) )

_ ) - -Besin zehirlenmeleri
-Siipiiratif hidradenit | -Menenjit
-Yara yeri -Beyin apsesi
enfeksiyonlar -Pnémoni i i

) Kateter iliskili Ventrikuloperitoneal
-Apse -Ampiyem ]
o enfeksiyonlar sant enfeksiyonlari

-Erizipel
-Sellilit

-Nekrotizan fasiit

-Pyomiyozit

2.7.1. Cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari

Cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari, cilt ve cilt alti1 tabakalarin enfeksiyonu

olup, tutulan diizeye gore anatomik olarak dort grupta siniflandirilabilir (18).

i.  Epidermis enfeksiyonlari: impetigo 6rnek verilebilir.

ii.  Yiizeyel dermis enfeksiyonlari: follikiilitler 6rnek verilebilir.

iii.  Derin dermis enfeksiyonlari: furonkiil,

hidradenit 6rnek verilebilir.

karbonkil ve sipiiratif

iv.  Cilt alt1 hiicresel dokularin enfeksiyonlart: erizipel, sellilit, fasiit ve

pyomiyozit 6rnek verilebilir.

Tani siklikla klinik olarak konur. Yiizeyel enfeksiyonlar lokal bakim, cerrahi

drenaj, nadiren sistemik antibiyotik tedavisine ihtiya¢ duyarken, derin enfeksiyonlar

siklikla hastaneye yatis1 ve parenteral antibiyotik kullanimini gerektirir (18).
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2.7.1.1.Impetigo. Yiizeyel bir enfeksiyon olan impetigo dzellikle yiiz ve
ekstremiteler olmak tizere viicudun disa agik kalan boliimlerinde ve siklikla 2-5 yas
arast ¢ocuklarda goriilir. Etken %80-90 oraninda S. aureus olmakla birlikte,
hastalarin %20’sinde tek basina veya S. aureus ile birlikte S. pyogenes de bulunur.
Cinsiyet ve 1k segiciligi gozilkmez. Kuzey yarim kiirede yaz aylarinda daha sik
goriiliir (18, 39).

Saglam bir ciltte kolonize olan etken, siyrik, kiiclik travma veya bdcek
1siriklart ile cilt biitiinliigliniin bozulmasini firsat bilerek cilt igerisine inokiile olur ve
hastalik siirecini baslatir. Hastalik genellikle kiigiik kirmizi bir makiil olarak baslar,
eritemli bir zeminde igerisinde seroangindz bir sivi i¢eren vezikiile dontigiir. Sivi
icerigi bulaniklasarak piistiil gelisir, sonrasinda bunun riiptiire olmasi ile 4-6 giin
icerisinde kalin karakteristik kabuk yap1 gelisir. Ayni anda farkli sathalar goriilmekle
birlikte kabuklar etrafinda bir santimetreyi asan gapta bir eritem gozlenir (18, 21, 39).

Nonbiilloz impetigo goriilebilecegi gibi yiizeyel cilt tabakalarinda ayrilmaya
yol acan toksin olusturan S. aureus suslar1 tarafindan biilloz impetigo da
olusturulabilir. Hastalik komsu cilt bolgelerine sekonder olarak yayilabildigi gibi,
diger ¢ocuklar da etkili bir tedavinin uygulanmasina kadar risk altindadirlar (18, 39).

Sistemik semptomlar goriilmezken, lokal inflamatuvar lenf nodlarin
saptanmasi kuraldir. Ayirict tanida herpes simpleks ve sugicegi akla gelmelidir.
Lezyonlarin yerinde iyilesme sonrasinda depigmente alanlar gozlenebilir (18, 39).

Tedavide klorheksidin bazli sabunlar ile dezenfeksiyon ile birlikte sinirli
sayidaki lezyonlar i¢in basitrasin veya daha genis alandaki lezyonlar i¢in fusidik asit
kombinasyonu kullanilir. Genellikle bu kombine tedavi yeterli olurken daha yaygin
lezyonlarda oral antibiyotik gerekebilir (18).

Impetigo hastaliginda unutulmamasi gereken tastyiciligim olup olmamasinin
arastirilmasidir. Genelde bu hastalarda burun tasiyiciligt mevcuttur. Tasiyici olan

hastalar ayn1 zamanda burun i¢in de miipirosin ile tedavi edilmelidirler.
2.7.1.2.Follikiilit. Kil folikiillerinin ciltten ¢iktig1 alanlara sinirh, kiigiik,

kirmizi agrili piyojenik enfeksiyonlardir. Sistemik semptomlar yoktur. Lokal

antiseptik 6nlemler tedavi i¢in yeterlidir (18, 21).
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2.7.1.3.Fronkiil. Tutulan kil folikiilii enfeksiyonunun cilt alt1 doku igerisinde
dermise dogru yayilmasi ile olusan sicak, agrili, 1-2 cm ¢apinda endure lezyonlarin
goruldiigi kiiciik apse formlaridir. Riiptiir oldugunda merkezde olii nekrotik
dokularin oldugu pirilan bir akinti goriiliir. Otoinokiilasyon sonucu sekonder
odaklar goriilebilir. Kil follikiillerinin oldugu herhangi bir yerde ortaya cikabilir.
Genellikle lokal tedavi yeterlidir. Ancak biiyiik fronkiiller insizyon ve drenaj
gerektirir (18, 21, 39).

Fronkiillerde toplumdan kazanilmis MRSA 6nemli bir sorundur. Lezyonlar
apseye veya seliilite ilerleyebilir. Burun ve iist dudak ¢evresinde olduklarinda yasami

tehdit eden kafaigi septik tromboflebitlere neden olabilir (18, 21).

2.7.1.4 Karbonkiil. Birkag kil folikiiliiniin tutuldugu ve cilt alti dokularin
daha derinine ilerleyebilen enfeksiyonlardir. Genelde boyun bélgesinde goriiliir.
Ates, titreme gibi sistemik semptomlar eslik edebilir. Bakteriyemiye yol agabilir.
Tim karbonkiller insizyon ve drenaj gerektirir. Parenteral antibiyotik tedavisi
gerekli olabilir (18, 39).

2.7.1.5.Apse. Apse dermis ve daha derin cilt alt1 dokularda irin birikmesi ile
olusur. Genellikle agrili, hassas ve fluktuasyon veren, iizerinde bir piistiiliin
gorildigii etrafi kirmizi sigliklerdir. Cilt apseleri tipik olarak polimikrobiyal olmakla
birlikte S. aureus tiim cilt apselerinin %25’inde tek bir patojen olarak karsimiza
cikmaktadir (39).

Infantlarda meme apsesinin 6nde gelen sebebidir. Siklikla fizyolojik olarak
memelerin biiyiik oldugu yasamin ilk ti¢ haftasinda ortaya ¢ikar. Apse genellikle tek
taraflidir. Bazen ates, 16kositoz ve bakteriyemi gelisebilir (30).

Apse icin lokal bakim ve insize edilerek drenasyonun saglanmasi temel
yaklasimdir. Bazen 5 cm’den kiigiik apseler sistemik antibiyotik tedavisi verilmeden
sadece bu yontemle bile diizelebilir. Ayrica, yenidoganda ve siit ¢ocuklarindaki
meme apseleri, sistemik semptomlarin veya beraberinde hizla seliilitin gelistigi
hastalar, bagisiklik sistemi baskilananlar, ciddi ve genis bir alanda apsesi olanlar
veya drenaji miimkiin olmayan hastalar sistemik antibiyotik ile tedavi edilmelidir
(30).
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2.7.1.6.Yara yeri enfeksiyonlari. Cerrahi veya travma sonrasi birka¢ giin
icerisinde ilerleyici sislik, eritem ve yara etrafinda ciddi agri ile karakterize
enfeksiyondur. Hastane 6nleme merkezi (CDC)’nin verilerinde operasyon gegiren
hastalarin %2,6’sinda cerrahi yara yeri enfeksiyonlar bildirilmistir. Ancak bu oran
surveyans sistemindeki yetersizliklerden dolay1 gergekte var olandan ¢ok daha azdir.
S. aureus ile burun tasiyicilit operasyon gegiren bireylerde Onemli bir risk
faktoriidiir. Yine operasyon bolgesinin yetersiz kan dolagimina sahip olmasi veya kan
dolasimini etkileyen komorbid durumlarin olmas riski arttiran etmenler arasindadir
(18, 30).

Basit, derine ilerlemis cerrahi yara yeri enfeksiyonlarinda lokal bakim,
kontrol amagli bir cerrahi degerlendirme ve 7-10 giinliik bir antibiyotik tedavisi
yeterli olmaktadir. Ancak enfeksiyonun derine ilerlemesi veya yara bolgesinde daha
onceden yerlestirilmis bir yabanci cisim (protez) varligi ve bunun da enfekte olma
durumu séz konusu ise bu enfekte materyallerin ¢ikartilmasi yaninda en az 4-6

haftalik parenteral tedavi gereklidir (18, 21).

2.7.1.7.Erizipel ve seliilit. Bu hastaliklar, cilt apsesi, nekrotizan fasiit, septik
artrit ve osteomyelit gibi altta yatan siipiiratif odagin eslik ettigi enfeksiyonlarin
disinda diffuz yayilan cilt enfeksiyonlarini tanimlamak i¢in kullanilir. Ayirimi zor iki
hastaliktir. Bazilar1 tarafindan erizipel yilizeyel lenfatikler de dahil olmak iizere
dermisin daha st tabakasmm tutulumu, seliilit ise cilt altt yag dokusu da dahil
dermisin daha alt tabakasinin tutulumu olarak degerlendirilir.

Klinik olarak erizipeli cildin diger enfeksiyonlarindan ayiran baglica iki
ozellik vardir. Erizipelde lezyonlu alan ¢evresindeki cilt seviyesinin {izerine ¢ikar ve
etkilenen ile etkilenmeyen doku arasinda agik bir sekilde demerkasyon hatt1 goriiliir.
Erizipel daha siklikla siit ¢ocuklari, kiigiik ¢ocuklar ve daha biiyilik eriskinlerde
goriiliir ve genellikle beta hemolitik streptokoklar tarafindan olusturulur. S. aureus’a
bagl erizipel ¢ok sik degildir. Bazen impetigoda ki gibi karisik bir enfeksiyon
gortlebilir (18, 39).

Seliilitte erizipelde gozlenen tipik cilt tutulumu yoktur. Cildin nonspesifik
lezyonlariyla daha sik karisir. Agri ve ates Onemli bulgulardir. Beraberinde

osteomiyelitten siipheleniliyorsa bilgisarayli tomografi veya nekrotizan fasiit ile
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ayirimi yapilmak isteniyorsa manyetik rezonans goriintiilleme yapilmasi gerekebilir.
S. aureus daha az siklikta seliilite neden olur, hastalarda siklikla 6ncesinde penetran
bir travma Oykiisii veya yasa dis1 ila¢ kullanimina bagli enjeksiyon yerleri mevcuttur
(18, 39).

Her ikisine de agr1 ve atesin eslik ettigi sistemik bulgular eslik edebilir.
Hastalarin %35’inden azinda kan kiiltiirii pozitifligi saptanir. Bildirilen serilerde
inflame ciltten alinan kiiltiirlerde tireme %S5 ile %40 arasinda degisir. Erken tani ve
tedavi ile prognoz ¢ok iyidir. Klinik ciddiyete gére birinci kusak sefalosporin veya
penisilinaz direngli beta-laktam antibiyotikler tedavide kullanilabilir. Etkilenen
bolgenin yiiksekte tutulmasi, yergekimi etkisiyle 6dem ve inflamatuvar maddelerin
daha hizli ¢6ziilmesi acgisindan 6nemli olan ve bir o kadar da ihmal edilen bir
durumdur (18, 39).

2.7.2. Toksik sok sendromu

Stafilokok kizili ismi ile 1927 yilindan itibaren sporadik olarak bildirilen
toksik sok sendromu ilk kez 1978 yilinda Todd ve ark. (40) tarafindan yiiksek ates,
bas agrisi, konflizyon, konjunktival hiperemi, hipotansiyon, kizil benzeri dokiinti,
kusma, sulu ishal, bobrek yetmezligi, hepatik anormallik, yaygin damar i¢i
pihtilagsma bozuklugu ve ciddi uzamis sok belirti ve bulgular1 olan yedi ¢ocukta
bildirilmistir. Hastalarin besinde mukozal yiizeylerden toksin iireten S. aureus izole
edilmistir (40). 1980’lerin basinda ise 6zellikle adet doneminde yiiksek emici tampon
kullanan geng¢ bayanlar arasinda hastalikta belirgin bir artis goriilmiis, bu donemden
sonra hastalia TSST-1 salgilayan S. aureus suslarinin neden oldugu gdsterilmistir
(18).

Toksik sok sendromunun menstrual ve nonmenustrual TSS olmak tizere iki
Klinik formu agiklanmistir. Menustrual TSS’da 6zellikle yiiksek emici tampon
kullanan bayanlarda adetin baglangicini takiben iki giin i¢inde veya bitiminde yiiksek
ates, hipotansiyon ve dokiintiiniin eslik ettigi coklu organ yetmezligine gidebilen bir
klinik durum ile karsilasilabilir. Toksin lokal olarak olusmakta ve kana karisip

sistemik etkilerini géstermektedir (18, 30).
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Non-menustrual TSS ise cerrahi yara yerleri, akciger, mukoza, cilt ve periton
diyalizine giren hastalardaki diyaliz kateteri gibi herhangi bir yerde kolonize olan S.
aureus suslar tarafindan iiretilen TSST-1 ile meydana gelir. Ayrica enterotoksin B
ve C toksinleri de bu hastalifa neden olabilir. Giinlimiizde yiiksek emici tampon
kullaniminin azalmasi ile non-menustrual TSS yaklasik olarak hastalarin yarisini
olusturmaya baslamistir (18, 30).

Hastalikta goriilen dokiintii baslangicta kizil benzeri bir goriiniimde olsa da,
klasik olarak diffiiz eritroderma veya giines yanig1 seklinde tanimlanir. Tipik olarak
hastaligin baslangicindan 1-2 hafta sonra 6zellikle avug ici ve ayak tabaninda goriilen
soyulma ile iyilesir. Konjunktival hiperemi, ¢ilek dili ve et kirmizi renginde
orofarengeal membranlarin eslik ettigi mukozal membranlarin tutulumu da goriiliir
(30).

Menustrual TS$S’da vajinal kiiltiiriin %85’inde, non-menustrual TS$S’da ise
nazofarengeal veya yara yerinde etken izole edilebilir. Tipik olarak kan kiiltiirlerinde
etken tiretilemez (18, 30).

Hastaligin tedavisi etkenin eliminasyonunu saglayacak ve ozellikle toksin
tiretimini de engelleyecek antibiyotik ve intravendz sivi ve gerekli oldugunda
vazopressOr ilaglarin kullanildigi destek tedavisinden ibarettir. Ayrica enfeksiyon
odag1 olabilecek apse gibi olusumlarin drene edilmesi, yabanci cisimlerin
uzaklastirllmasi etkenin ortadan kaldirilmasi i¢in gerekebilir. Bu miidahalelere
cevap vermeyen ve ciddi seyreden hastalarda intravenoz immunglobulin de

kullanilabilir (18, 30, 41).

2.7.3. Haslanms deri sendromu

Ik olarak 1878 yilinda 297 bebekte Ritter Von Rittershain tarafindan
tanimlandigindan Ritter hastalig1 olarak da bilinir. Mukoza veya ciltte kolonize ET-
A ve ET-B olusturan S. aureus tarafindan meydana gelir (17, 18).

Klinik olarak lokalize ve jeneralize olmak iizere iki formda gortilebilir. Ciltte
yaygin bir eritem sonrasinda hizla kabarcik ve biil olusumu gozlenir. Jeneralize
formda goriilen kabarciklar igerisinde bulunan sivida bakteri ve 16kosit bulunmaz.

Cilt ¢ok hassas ve kirilgan oldugundan yumusak dokunmalar bile kolaylikla
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soyulmalara neden olur (Nikolsky belirtisi). Toksinin yaygin hematojen yayilimi
atese neden olur. Genellikle 1 yas alti gocuklar ve yenidoganlar etkilenir (41).

Lokalize form biilloz impetigo olarak da adlandirilabilir. Genelde etkenin
kolonize oldugu cilt etrafinda biiller goriiliir. Daha biiylik ¢ocuklarda goriliir.
Hastalarda toksine kars1 koruyucu antikorlarin var olmasindan dolay: toksinin daha
uzak bolgelerde etkili olmadigi kabul edilir. Bu formda kabarciklar i¢erisinde bakteri
ve lokosit goriilebilir (18, 41).

Toksin dogrudan epidermis igerisinde stratum granulosum tabakasinda yer
alan GM4 ad1 verilen hiicre membran gangliyositlerini etkiler. GM4, sadece kiiciik
cocuklar ve 0Ozel deri hastaliklar1 olan yetigskinlerde goriilmektedir. Bu durum
hastaligin daha c¢ok kiiclik yas gruplarinda goriilmesini agiklamaktadir. Mukoza
kesinlikle tutulmaz. Mukozanin tutulmamasi ile toksik epidermal nekrolizden
ayirilir.  Bakteriyemi eslik edebilir ancak nadirdir. Yine siiperenfeksiyonlar
gozleneblir (18).

Tedavi antiseptik yara bakimi, antibiyotik tedavisi ve sivi elektrolit

desteginden ibarettir. lyi bir miidahale ile mortalite %5°den daha azdir (18, 30).

2.7.4. Besin zehirlenmeleri

Gida kaynakli gastrointestinal hastaliklarin  {icte birine yakininda
stafilokokkal besin zehirlenmeleri sorumludur. En sik enterotoksin A olmak iizere
SET-B ve SET-C besin zehirlenmelerinden siklikla sorumlu toksinlerdir (18, 30).

Hastalik bakterilerden ziyade onceden toksin ile kontamine olan besinlerin
alinmasi ile ortaya ¢ikar ve ortalama 2 ile 4 saat gibi kisa bir inkiibasyon siiresine
sahiptir. En sik saptanan kontamine gidalar proteinden zengin jambon ve tavuk gibi
et Uriinleri, siit iirlinleri, hamur isleri, muhallebi, yumurta ve patates salatasidir.
Toksin 1s1 stabil oldugundan pisirme ile inaktive olmaz (18, 30, 41).

Hastalik ani ve bazen ¢ok siddetli baslayan bulanti, kusma, karin agrisi ve
siklikla ishalin eslik etmesiyle karakterize bir tablodur. Ates genellikle eslik etmez
(42).

Diski ve kusmuk Orneklerinde enterotoksinlerin gdsterilmesi ile tani

konulabilir. Bir iki giin i¢inde kendiliginden iyilesen hastalarda destek tedavisi
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uygulanir. Asir1 sivi kayiplart ciddi dehidratasyona neden olup hastaneye yatisi
gerektrebilir. Ancak prognoz miikemmeldir. Antibiyotik tedavisi gerekmez (18, 30,
41).

2.7.5. Bakteriyemi ve endokardit

Bakteriyemi, ates veya hipotansiyon varliginda kanda bakterilerin tespit
edilmesi durumudur. S. aureus bakteriyemisi 6zellikle infektif endokardit gibi ¢ok
ciddi komplikasyonlara neden olmasi acisindan onemlidir. Genelde 6nceden zarar
gormiis dogal kalp kapaklar1 endokarditine neden olsa da endotelyumu ve kapaklar
normal olan bireylerde de endokardite yol agabilir. Yiiksek hizli kan akimina neden
olan kardiyak lezyonlu cocuklar ve prostetik kalp kapagi bulananlar S. aureus
endokarditi igin artmis risk altindadirlar (30).

Staphylococcus aureus endokarditinin patogenezinde mikroorganizmanin
yiizey adezin molekiilleri ile hasarli veya inflamasyonlu kapak {izerinde birikmis
olan fibrin, trombosit ve cok sayida matriks protein agi arasindaki iliski rol
oynamaktadir. Vejetasyondan kopan mikrotrombiisler ile dolasimda uzak dokulara
tasinmakta ve endokarditte goriilen komplikasyonlar olusturmaktadir. Ozellikle sol
kalp endokarditlerinde uzak organlara metastatik yayilimin fazlaligi nedeniyle
mortalite ¢ok artmaktadir. Sag kalp endokarditlerinde goriilen akcigere septik
emboliler dispneye yol agabilmektedir (18).

Infektif endokardit icin tam1 ekokardiyografide vejetasyon veya apse
formasyonunun gosterilmesi ile konur ancak goriilmemesi taniy1 diglamaz. Tani1 i¢in
modifiye Duke kriterleri getirilmistir (30).

Infektif endokarditli hastalara yaklasimda 4-6 hafta siiren kombine antibiyotik
tedavileri yaninda bazen cerrahi miidahale de gerekebilir (18, 30).

2.7.6. Kateter iliskili kan akim enfeksiyonu
Stafilokoklar kateter iliskili enfeksiyonlar icinde en sik tespit edilen

mikroorganizmalardir. Ozellikle periferal vendz kateterler igin S. aureus, santral

vendz kateterler icin koagiilaz negatif stafilokoklar daha sik saptanir. Kateterin cilde
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giris yerindeki kolonizasyon enfeksiyon i¢in kaynak olusturur. S. aureus’un etken
oldugu kateter iligskili kan akim enfeksiyonlarinda antibiyotik tedavisi yaninda
kateterin ¢ikartilmasi onerilir. Ayrica bu enfeksiyonlarda yogun bir etkene maruziyet,
bakterinin endokardiyum, karin i¢i organlar, beyin, baska dokulara da yayilmasina
zemin hazirlar. Kateter iligkili kan akim enfeksiyonu saptanan hastalarin tedavi
planlamasinda metastatik odaklar agisindan da degerlendirilmesi gerekmektedir (30,

42).

2.7.7. Osteomiyelit

S. aureus, akut hematojen osteomiyelitin en sik nedenidir ve yaklasik
hastalarin %50 ile %70’inde etkendir. Siklikla uzun tiibiiler kemiklerin metafizleri
etkilenir. Klinik olarak ani olarak yliksek ates ve etkilenen kemik bolgesinde agr ile
karakterizedir. Inflamasyonun lokal bulgular1 siddetli olmayabilir. Vakalarin yaklasik
yarisinda kan kiiltiirli pozitiftir. Tipik radyografik goriintii hastaligin baslangicindan
2-3 hafta sonrasina kadar elde edilemeyebilir. Hizl1 tan1 ve dogru tedavi ile S. aureus

osteomiyelitinin prognozu oldukg¢a iyidir. Tedavi en az 4-6 hafta siirdiiriiliir (18, 30).

2.7.8. Septik artrit

Cocuklarda septik artritin en sik sebebi S. aureus’tur. Etkilenen eklem
tizerinde agri, 1s1 artis1 ve sislik tipiktir. Eklem hareketlerinde kisithilik vardir. Birkag
giin i¢cinde hem bakterinin kendisi hem de konak dokunun inflamatuvar cevabi
eklemde destriiksiyona neden oldugundan acil miidahale edilmesi ve antibiyotik

tedavisine baglanmasi gerekir. Antibiyotik tedavisi en az 3 hafta siirdiiriiliir (18, 30).
2.8. Antibiyotik tedavisi ve diren¢ gelisme mekanizmalari

Eski uygarliklarda yaralar1 tedavi etmek i¢in kullanilan malakit ve krizol gibi
bakir tuzlarmin, bal ve reginenin in vitro ortamda stafilokoklara etkili oldugu

gosterilmistir (11). Ancak, ilk kez 1929 yilinda Penicillium notatum kiifi ile

kontamine agar plaklarinda S. aureus’un iiremediginin bakteriyolog Sir Alexander
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Fleming tarafindan gozlenmesiyle modern tedavi yaklagimlarinin kivilcimlari
atilmistir (43). Yine de penisilinin saflastirilip tedavi olarak kullanimi i¢in bir 10 yil
gegmesi gerekmistir.

Penisilinlerin 1940 yilinda tedavide kullanilmaya baslanmasi ile 6liim orani
yaklasik %80 olan S. aureus enfeksiyonlarinda cok basarili sonuglar alinmistir.
Ancak iki y1l sonra, 1942 yilinda ilk penisiline direngli S. aureus susu, bir hastanede
izole edilmis, ardindan toplumdan kazanilan S. aureus suslarinda da saptanmustir.
1960’11 yillarda tim S. aureus suslarinin yaklasik %80’1 penisiline direng
gelistirmistir (30, 44). Danimarka’da 1957 ile 1990 yillar1 arasinda S.aureus
bakteriyemisinin epidemiyolojisi ile ilgili yapilan genis kapsamli bir ¢aligmada da
penisilin direncinin 1980’lerden itibaren %90’larda bir plato ¢izdigi gorilmistiir
(45).

Staphylococcus aureus klinik pratikte kullanilan tiim antibiyotiklere karsi
direng gelistirme yeteneginde olan, hatta giiniimiizde bir¢oguna karsi da direng
gelistirmis bir etkendir. Direng gelisiminde hedef modifikasyonu, ila¢ inaktivasyonu
ve azalmis ila¢ birikimi gibi mekanizmalar rol oynamaktadir. Bunlarin bir kismi
kazanilmig, bir kismi intrensek olarak mevcut patojenite adalart veya kaset

kromozom geni ilizerinde kodlanmaktadir (18).

2.8.1. Beta-laktam antibiyotiklerin etki mekanizmasi

Staphylococcus aureus igin hiicre duvart sadece bakteriye sekil vermekle
kalmaz. Bakteriyi ozmotik lizisten korur, bakterinin biiyiimesi ve iiremesi i¢in
gereklidir. Hiicre duvarinin onemli bir yap1 tas1 peptidoglikandir. Peptidoglikan
sentezi degisik basamaklardan olusur, son sathalarda sitoplazmada olusan
peptidoglikan zincirleri arasindaki capraz baglanmalardan penisilin baglayan
proteinler sorumlu olup, bunlar aslinda transpeptidaz ve karboksipeptidaz
yapisindadir. Peptidoglikanin sentezi sirasinda penisilin  baglayan proteinler
tizerinden etkili olan beta-laktam antibiyotikler bakterinin seklini ve boliinme
Ozelligini kaybetmesine ve ozmotik lizis ile 6lmesine yol agar. Bu antibiyotikler
penisilin baglayan proteinlere geri doniisiimsiiz olarak baglanip, transpeptidazlarin

gorevini yerine getirmesine izin vermezler (46).
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2.8.2. Beta-laktamaz direnci ve diren¢ varhginda uygulanan tedavi

Staphylococcus aureus beta-laktam antibiyotiklere karsi en sik penisilinaz
olusturarak direng gelistirir. Penisilinaz tiretimi blaZ geni tarafindan kodlanir ve bu
gen genellikle plazmid iizerinde taginir. Hiicre disina salinan bu enzim, penisilinleri
hidrolize ederek inaktif penisiloik aside parcalar. Penisilinlerin klinik kullanima
girmesinden kisa bir siire sonra bakteri tarafindan gelistirilen bu enzim giliniimiizde S.
aureus suslarinin ¢ok biiyiik boliimii tarafindan olusturulmaktadir (18).

blaZ geninin, antirepresér olan blaR1 ve represor olan blal olmak tizere iki
regiilator determinanti bulunmaktadir. Transmembran bir protein olan blaR1,
penisilin varliginda ona baglanir ve hiicre disindan hiicre igine sinyal iletimini
saglayarak intrastoplazmik parcanin otokatalitik ayrilmasini tetikler. Aciga cikan
peptid bir metalloproteinaz gibi davranir, bir represér olan blal’yr ayristirarak gen
ekspresyonu tizerindeki baskiy1 kaldirir ve beta-laktamaz sentezi gergeklesir (47).
Penisillinaza direngli antibiyotikler olan sefalosporinler ve metisilin, nafsilin ve
oksasilin gibi semi-sentetik antistafilokoksik penisilinler ilk kez 1950’1 yillarin
sonlarma dogru kullanima girmistir (18). Sefalosporinler, antistafilokoksik
penisilinlere goére intravendz infiizyon sirasinda venlere daha az irritan 6zellik
gosterirler. Sefalosporinler igerisinde S. aureus’a en etkili olan birinci kusak
sefalosporinlerdir. Penisilin alerjisi durumunda sefalosporinler tercih edilebilmekle
birlikte ¢apraz reaksiyonlarindan dolay: dikkatli kullanilmalidir. Béyle durumlarda
sefazolin parenteral kullanim icin bir segenek olabilir. Iyi tolere edilen ilag
antistafilokoksik penisilinlere gore daha az kemik iligi baskilanmasina yol agar (19).

Antistafilokoksik penisilinler icerisinde ilk iiretilen ve kullanilan antibiyotik
olan metisilin, ciddi interstisyel nefrit yapma yan etkisinden dolay1 kullanimdan
cekilmistir.  Ancak digerleri1 kullanilmaktadir. Metisilinin  klinik  kullanima

girmesinden sadece iki y1l sonra direng gelisimi bildirilmeye baglanmustir (11).

2.8.3. Metisilin direnci ve mecA varh@

Staphylococcus aureus’taki metisilin direnci, diger semi-Sentetik penisilinler,

sefalosporinler ve karbapenemler de dahil hiicre duvar sentezinde gorev alan tiim
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beta laktam antibiyotikleri etkiler. Metisilin direnci gosteren S. aureus (MRSA)
hiicre duvar sentezini, tiim beta-laktam antibiyotiklere kars1 afinitesi diisiik olan PBP
2a isminde farkli bir protein tizerinden siirdiiriir. Bu protein mecA adi verilen bir gen
tarafindan kodlanir (11, 48).

mecA geni 2,1 kb uzunlugunda stafilokokal kaset kromozom mec (SCCmec)
olarak bilinen hareketli bir gen parcasi tlizerinde taginir. Bu gen parcasi beta laktam
dis1 antibiyotik direncinden sorumlu Tn554, pUB110, and pT181 gibi genetik yapilari
da ihtiva edebilir (48).

SCCmec kaseti, kromozom iizerinde tasinan, biyiikligi 20 kb ile 70 kb
arasinda olan mobil bir gen parcast olup iizerinde kaset kromozom rekombinaz
ozelligindeki ccr (ccrAB veya ccrC) ve mecA gen kompleksleri gibi genetik parcalar
bulundurur. SCCmec kaseti, bu genlerde goriilen yapisal degisikliklere gore
siiflandirilir. Giintimiizde tanimlanmis 11 alt tipi (Tip [-XI) bulunmaktadir. 1990’1
yillarda hastane kaynaklit MRSA (HK-MRSA) enfeksiyonlarinin yani sira toplum
kaynakli MRSA (TK-MRSA) enfeksiyonlar1 goriilmeye baglanmis, glinlimiize kadar
artan siklikta devam eden bu enfeksiyonlar 6nemli sorun olarak yerini almistir. TK-
MRSA’larin - molekiiler mikrobiyolojisi HK-MRSA’lardan olduk¢a farklilik
gostermektedir. SCCmec tip I, II ve III hastanede kazanilmis MRSA (HK-MRSA)
klonlar1, tip IV, V ve VI ise toplumda kazanilmis MRSA (TK-MRSA) klonlarinda
tanimlanmistir. Bunlar arasinda sadece SCCmec tip Il ve Il tasiyan HK-MRSA
izolatlarinda ¢oklu antibiyotik direncine yol acan plazmid ve transpozonlar
tasindigindan metisilinin yan1 sira kanamasin, tobramisin, makrolid, klindamisin,
streptogramin B ve tetrasiklin direnci de goriiliirken; TK-MRSA izolatlar1 siklikla
Klindamisin, trimetoprim-siilfametoksazol, tetrasiklin, gentamisin, florokinolonlar ve
kloramfenikole kars1 duyarlidir (19, 49, 50).

MRSA’nin tam olarak kesfinden itibaren mecA geninin kaynagi 6nemli bir
aragtirma konusu olmustur. Erken donemde yapilan ¢aligmalarda mecA geninin
insanlarda ¢ok sik bulunmayan koagiilaz negatif Staphylococcus sciuri grubundaki
mec geni ile dnemli bir homolojiye sahip oldugu gosterilmisti. Ancak bu bakterinin
mecA geni tasimasina ragmen, metisiline duyarli olmasi genin eksprese olmasinda
sorun oldugunu diisiindiirmiistii. Yakin zamanda baska bir arastimacinin

Staphylococcus fleurettii’nin sahip oldugu mec geni ile giiniimiizdeki N315 MRSA

30



sugundaki mecA geni arasinda %99,8 oraninda homolojinin varligini in-vitro olarak
tespit etmesi, mecA kaynagi olarak bu bakteri lizerine odaklanilmasina yol agt1.
Burada ilging olan bakterideki mecA geninin kromozom iizerinde bulunan SCC ile
degil de, biiyiime ile ilgili yap1 tasi olan genlerle yakin iliskide olmasiydi.
Arastirmact bu durumu evrimlesme silirecinde beta-laktam antibiyotiklerin siklikla
kullanildig1 ¢evrede bakterinin dogal seleksiyon sonucu mecAg genini gelistirmesi
olarak spekule etmistir. Sonu¢ta, mecA’nin nihai kaynagi olarak bu bakterinin
bulunmasinin siiphe ile karsilanmasina yol agsa da, bu durum bazi1 diger 6nemli
hususlar1 ortaya ¢ikartmistir. Arastirmaci, insan ve hayvanlarda beta-laktam
antibiyotiklerin kullanildigi durumlar altinda S. fleurettii’den gelen mecA geninin
MSSA’nin es tiirlerinde SCCmec gen pargasi ile muhtemelen kombine edilip, diger
insan suslarina kolaylikla transfer edildigini, beta-laktam baskisinin olmadig1 bir
ortamda organizmaya avantaj saglamayacagindan dolayr evrimsel temelde bu
genlerin bakteriden kaybolabilecegini spekiile etmistir (11, 51).

mecA geni 1S431mec-mecA-mecR1-mecl sirali gen kompleksinden olusur.
mecA geni, transkripsiyonunu diizenleyen bir proteini kodlayan mecl ve membrana
bagli bir sinyal tasiyici proteini kodlayan mecRI tarafindan kontrol edilir. Beta
laktam bir antibiyotik yoklugunda, baskilayici mecl, hem mecA’nin hem de mecRI-
mecl’nin transkripsiyonunu engeller. Beta laktam bir antibiyotik varliginda mecRI
kendiliginden pargalanir ve mecRI’nin sitoplazmik kisminda yer alan metalloproteaz
parca aktif hale gelir. Metalloproteaz meCcA’nin operator bolgesine bagli mecl’y1
ayirir ve mecA’nin transkripsiyonuna izin vererek, sonrasinda PBP2a’nin iiretimine
yol agmis olur (52).

mecA diizenleyicileri, beta-laktamaz iiretiminden sorumlu blaZ diizenleyiciler
(blal ve blaRl) ile dizi analizi ve fonksiyon ag¢isindan da benzerlik gosterir. Bu
benzerlikten dolayi, Blal, mecA-mecR1 promoter operator sekanslarina baglanip,
bunlarin transkripsiyonlarini kontrol edebilir. Beta-laktam grubunda yer alan bir
antibiyotik ile indiiksiyon yapildiginda, blaR1-blal sisteminde meydana gelen
indiiklenme, mecR1-mecl sisteminden daha hizli olmaktadir (siire, beta-laktamaz
ekspresyonu i¢in 15 dakika iken, PBP2a sentezi icin 48 saate kadar
uzayabilmektedir). Yine, mecR1-mecl sistemi ile kiyaslama yapildiginda, mecA

geninin baskilanmasi, blaR1-blal sistemine gore daha zayif olmaktadir. Bunun
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nedeni, mecl’nin mecA transkripsiyonunun siki bir regiilatorii olmasi ve ¢ogu beta-
laktam antibiyotiklerin mecR1’i etkin bir bi¢imde aktive edememeleridir. Bunun
sonucunda, bakteri mecA geni tasiyor olsa da mecl’nin mecA iizerindeki baskilayici
gen islevini etkili olarak yapabilmesinden dolayr fenotipik olarak metisiline
duyarhdir (53-57).

Metisiline direngli olan tiim stafilokok izolatlarinda mecA geni bulunurken,
metisilin direncinin fenotipik olarak goriilmesi bakteriler arasinda degiskenlik
gosterir. Metisilin direncinin mecA’ya bagli fenotipik olarak eksprese edilmesi

homojen ya da heterojen olmak iizere iki sekilde gergeklesir (56).

2.8.3.1.Homojen diren¢. Koloniyi olusturan tiim bakteriler direnglidir.
Metisilin direncinin fenotipik olarak ortaya konmasinda homojen diren¢ daha az

goriiliir. Klinik suslarin az bir kism1 homojen direng gosterir.

2.8.3.2.Heterojen diren¢. Koloniyi olusturan tiim bakteriler mecA genini
tagimalarina ragmen, belirli boliimiinde (10-10® bakteriden birinde) direng ortaya
cikar. Bu toplulukta hiicrelerin ¢ogunlugu diisiik metisilin konsantrasyonlarina
duyarli iken, bir kism1 yiiksek metisilin konsantrasyonlarina direng gosterir (56, 58).

Hem homojen hem de heterojen diren¢ gosteren suslarda PBP2a yapimi
devam etmektedir. Burada direncin ortaya ¢ikmasina yol agacak olas1 bazi faktorlerin
oldugu ve bunlarin otolitik yolak vasitasiyla etkisini gosterdigi diigiinilmektedir.
Homojen direng gosteren suslarda daha az otolitik aktivite oldugu bulunmustur (59).
Direncin ortaya c¢ikmasina yol agan belli kosullarin da hiicre otolizindeki
degisikliklerle iliskili oldugu goriilmiistiir. NaCl eklenmesi veya diisiik sicakliklarda
inkiibasyon bakterilerde antibiyotik ile tetiklenmis otolizi inhibe eder. Bu etki ile
direncin arttig1 goriiliir (59).

Yapisal ya da indiiklenebilir PBP2a miktari ile ortaya ¢ikan metisilin direng
fenotipi arasinda bir iligski gosterilememistir. Bu durumda metisilin direncinin ortaya
konulmasint etkileyen diger olas1 faktorlerin varlig1 ortaya ¢ikmistir. Transpozonlar
araciligiyla inaktive edilen metisiline direngli suslardan duyarh suslar elde edilmesi,
mec disindaki genlerin tanimlanmasini saglamistir (60). mec bdlgesi disinda,

“auxiliary” veya “factors essential for the expression of methicillin resistance” ya da
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kisaca “fem” genleri olarak tanimlanmis genler bulunur. fem faktorleri, mecA
geninden farkli olarak hem duyarli hem de direngli suslarda bulunmaktadir. Bu
genlerde meydana gelen degisiklikler direng¢ diizeyini duyarli seviyesine kadar
diistirebilir. PBP2a yapimi ise bu durumdan etkilenmez (61).

Bazen mecA geni tasimayan ancak farkli mekanizmalar yoluyla c¢esitli
diizeylerde metisilin direncine sahip suslar ile de karsilasilabilir.

Sinirda  (borderline) metisilin direnci asir1  miktarda beta-laktamaz
salgilanmasi ile ortaya c¢ikmaktadir. Bir calismada, metisiline direng¢ gelisimine
bakterinin asir1 miktarda beta-laktamaz iretiminin de neden olabilecegi
gosterilmistir. Penisiliniza direngli olan semisentetik penisilinler normalde bu
enzimin hidrolizine dayaniklidir. Ancak ortamda asir1 miktarda penisilinaz iiretimi,
bu tiir antibiyotiklerin yavas bir sekilde ancak 6nemli diizeyde parcalanmasina neden
olur. Bu suslar BORSA (Borderline resistant S. aureus) olarak isimlendirilir. Bunlar
PBP2a olusturmazlar ve direng gelisimi plazmid araciligiyla kontrol edilir (54, 59).

““Intermediate>> metisilin direnci olarak tanimlanan orta diizeyde metisilin
direncinden PBP’lerdeki yapisal degisiklikler sorumludur. Bu MRSA suslar1 beta-
laktamaz {iretemezler ve mecA geni tasimazlar. Ancak metisiline direnglidirler. Son
yillarda beta-laktamaz negatif olup, mecA geni tasimadiklart halde, metisiline
direngli suslar saptanmistir. Bu suslarda mevcut PBP’lerin mutasyonlar sonucu
yapisal degisiklige ugradiklar1 ve beta-laktam antibiyotiklere diigiik afinite
gosterdikleri goriilmiistiir. Bunun sonucu olarak bu tip direngli suslara MODSA
(Modified resistant S. aureus) adi verilmektedir (59, 62).

Sonug olarak, antibiyotik duyarlilik testlerinde dogru olmayan bir sekilde
metisiline duyarli goziiken MRSA suslar1 saptanabilir. Bu yalanci negatiflik
MRSA’lardaki diren¢ fenotipinin heterojen olmasindan ibarettir. Bundan Otiirii
ozellikle MRSA’lar tespit etmek icin; kiiltiir vasatlarinin daha diisiik sicakliklarda
(30-35°C) inkiibe edilmesi, rutinde kullanilan tuz yogunlugundan daha yiiksek tuz
yogunluklarinin saglanmasi, daha yavas tirediklerinden dolay1 daha uzun siire inkiibe
edilmesi, heterorezistan kolonilerin olmasindan dolayr duyarlilik testlerinde daha
yogun bakteri siispansiyonlarinin kullanilmasi, antibiyogramda diger beta-laktam
antibiyotiklere diren¢ saptanmasi durumunda metisilin duyarli bulunuyorsa testin

tekrar edilmesi gibi 6nlemlerin alinmasi katki saglayabilir (58).
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Stafilokoklarda metisilin direncinin ortaya c¢ikmasi ve giderek artmasi
Ozellikle vankomisin olmak tiizere glikopeptid antibiyotiklerin klinik pratikte ¢ok
yaygin kullannomina yol ag¢mistir. Yine MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde
linezolid, daptomisin, kinupristin-dalfopristin, son zamanlarda Ozellikle yetiskin
hastalarda kullanilmaya baglanan tigesiklin ve heniiz daha iilkemizde piyasaya
stiriilmeyen 5. kusak sefalosporin olan seftobiprol gibi antibiyotikler

kullanilmaktadir.

2.8.4. Vankomisin direnci

Vankomisin  yillardir MRSA  enfeksiyonlarinin  tedavisinde kullanilan  bir
antibiyotiktir. Ancak Ilk kez 1996 yilinda Japonya’dan Hiramatsu ve ark. (63)
vankomisine azalmig duyarlilik gosteren MRSA suslarmi bildirmistir. Bu ilk
bildirinin ardindan Amerika’dan iki ve Fransa’dan bir hastada olmak {izere
vankomisine azalmig duyarlilik gosteren diger S. aureus suslari tespit edilmistir. Bu
suslarin vankomisin MiK degeri, mikrodiliisyon yéntemi ile 8 pg/mL olarak tespit
edilmis ve vankomisine orta diizeyde duyarli S. aureus olarak tanimlanmistir (63-
65). Stafilokoklarda gozlenen bu azalmis duyarliligi takiben ilk kez 2002 yilinda
Michigan’da bir diyaliz hastasinda vankomisine direngli S. aureus (VRSA) izolat1
tamimlanmustir. Takip eden yillarda dokuzu Amerika’dan, iKisi Iran ve Hindistan’dan
olmak {izere toplam 11 S. aureus susunda da VRSA saptanmistir. Bu hastalarin
hepsinde PCR ile vanA geni gosterilmistir. Bu genin vankomisine direngli
enterokoklardan S. aureus’lara aktarildig1 diisiiniilmektedir (66).

Vankomisin hiicre duvarma etkili bir antibiyotiktir. Hiicre duvarinin temel
yapt tasi olan peptidoglikanin sentezi sirasinda D-alanin-D-alanin ucuna baglanarak
transpeptidasyon basamagini inhibe eder. vanA geni varliginda ise D-alanin-D-alanin
yerine vankomisinin afinitesinin ¢ok diisiik oldugu D-alanin-D-laktat sentezlenir.
Boylece sentezlenen yeni molekiillere vankomisin baglanamaz ve hiicre duvar

sentezi inhibe edilemez (55).
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2.9. S. aureus tiplendirilmesinde molekiiler yontemler

Epidemiyolojik analiz, izolatlar arasindaki iliskiyi degerlendirerek,
organizmalarin ayni1 atadan koken olup olmadiginin ortaya ¢ikartilmasina imkan
saglar. Bu amagla fenotipik ve genotipik (molekiiler) tiplendirme yontemleri
kullanilir. DNA bazl tiplendirme yontemleri kullanilarak, ayni tiir i¢ginde bulunan
suglar arasindaki klonal iliskinin incelenmesine molekiiler tiplendirme denir.
Genotipik yontemler izolatlarin genetik 06zelliklerini gosterir. Kromozomal ve
ekstrakromozomal genetik eleman farkliligini temel alir. Bu yontemlerde DNAnin
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi veya niikleik asit amplikasyonu

gerceklestirilir.

2.9.1. ““Pulsed Field’’ Jel Elektroforezi (PFGE)

Bakteriyel kromozom megabaz biiyiikliiglinde bir molekiildiir. Standart
elektroforez teknikleri ile 40-50 kilobaz (kb) tizerindeki DNA molekiillerinin ayirimi
yapilmamaktadir. Schwartz ve Cantor tarafindan 1984°te gelistirilmis olan PFGE
yontemi ile mega baz biiyiikligiindeki DNA parcalarinin ayrimini1 yapmak miimkiin
hale gelmistir. Bu ayirim farkli yonlerden belli siirelerde verilen bir elektriksel akim
yani ‘‘pulse’’ ile saglanir (67).

PFGE, yiiksek tekrarlanabilirlik, yliksek ayrim giicii gibi faktorler nedeniyle
¢ogu laboratuvarda stafilokoklarin tiplendirilmesinde tercih edilen bir sistem haline
gelmistir ve glinlimiizde molekiiler epidemiyolojik analizler arasinda “altin standart”
olarak kabul edilmektedir (67). Ozellikle salgin arastirmalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Bu yontemde saglam DNA gereklidir. Geleneksel DNA izolasyon yontemleri
DNA’da kirilmalara yol actigindan farkli teknikler kullanilir. Mikroorganizma once
“plug” ad1 verilen diisiik erime sicakligina sahip agaroz bloklar i¢ine gémiiliir, daha
sonra enzimatik lizis ile bakteri duvar1 pargalanir ve hiicresel proteinler sindirilir.
Boylece DNA’nin fiziksel ve kimyasal etkiler nedeniyle kirilmasi onlenmis olur.
Ortamda bulunan protein ve karbonhidrat gibi kontaminantlarin uzaklastirilmasi i¢in

cesitli solusyonlar ile belli sicaklikta yikamaya tabi tutulur. Agaroz igerisinde saf ve
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bir biitlin halinde kalan kromozomal DNA yine bloklar igerisinde restriksiyon
enzimleriyle kesilir. Epidemiyolojik iligskinin gosterilmesi i¢in DNA kabul edilebilir
say1 ve buytkliikte kesilmelidir. Bundan dolay1 belli uzunlukta ve ¢ok sik olmayan,
hatirlatma dizilerini taniyan 6zel restriksiyon enzimleri kullanilir. Yaklasik 2800 kb
biiyiikliikte olan stafilokok kromozomu Smal kesim (restriksiyon) enzimiyle
(CCCGGG tanima dizisi) kesildiginde, biiytikliigii 10 ile 800 kb arasinda 15-20 adet
DNA parcasindan olusan bir restriksiyon profili ortaya ¢ikar. Kesme isleminden
sonra benzer biiyiikliikte elde edilen agaroz dilimi hazirlanan jelin kuyucuklarina
yerlestirilir. Jel ile daha iyi temas etmesi i¢in {lizeri erimis agaroz ile kaplanir.
Boylelikle hem kirilma riski en aza iner, hem de siki bir iligki saglanmis olur.
Neticede daha keskin bant paternleri elde edilmis olur (67).

Bir salgindan elde edilen epidemiyolojik olarak iliskili izolatlarin
tanimlanmasinda PFGE’nin yiiksek etkinlik ve yiiksek ayrim giiciine sahip oldugu
bilinmektedir. PFGE yonteminde degerlendirme olusan bant sayiSina gore yapilir.
PFGE’de say1 ve biiyiikliikleri ayni olan bant paternlerini sergileyen bakterilerin
genetik olarak ‘‘ayni”’ ve epidemiyolojik olarak iligkili olduklar1 kabul edilir. Tek bir
nokta mutasyonu, insersiyon veya delesyon olusmasi nedeniyle aralarinda en fazla ii¢
bant farki olusan izolatlar yakin iligkili olarak siniflanir ve epidemiyolojik olarak
salginin bir pargasi1 olduklart kabul edilir. Restriksiyon bdélgelerinin kazanimi veya
kaybr gibi iki bagimsiz genetik degisiklik meydana geldiginde 4-6 bant farki olan
izolatlar saptanir, bu tiir izolatlar ‘‘muhtemelen’’ iliskili izolatlar olarak
degerlendirilir. Cok sayida hastanin kullanildigi uzun bir siireyi kapsayan
calismalarda sik goriiliir. Bunlarin epidemiyolojik olarak iliskili olma olasiliklar
daha diistiktiir. DNA’sinda meydana gelen ii¢ ya da daha fazla genetik degisiklikten
dolayr yedi ya da daha faza bant farki sergileyen bakteriler epidemiyolojik olarak
““iliskisiz’’ izolatlar olarak kabul edilir (68).
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PFGE ‘de saptanan profillerin yorumlanmasi Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. PFGE’de saptanan paternlerin yorumlanmasi.

Kategori Salgin suslariyla Salgin suslariyla Epidemiyolojik
karsilastirldiginda | karsilastirildiginda yorumlama
genetik farkhhklar bant farklar:

Ayirt edilemez 0 0 Salginin pargast

Yakin iligkili 1 2-3 Salginin kuvvetle
olasi parc¢asi

Muhtemelen iliskili 2 4-6 Salginin muhtemelen
pargast

Farkh >3 >7 Salginin pargasi degil

2.9.2. Multilokus sekans tiplendirmesi (MLST)

PFGE gibi molekiiler tekniklerle bakteriyel izolatlar i¢in DNA fragman
paternlerinin laboratuvarlar arasinda karsilastirilmasi zor olmaktadir. Bu tekniklerle
salginlarin incelenmesi (lokal epidemiyoloji) miikemmel iken, farkli zamanlarda
farkl: tilkelerden elde edilen izolatlarin iliskisinin sorgulandig: global epidemiyoloji
calismalarinda ¢ok basar1 elde edilememektedir. Temel metabolik fonksiyonlari
kodlayan genler olarak isimlendirilen “house keeping” genlerindeki dizi degisimleri
segici olarak ndtr veya notre yakin olup, bu genlerin kokenleri iyi bilinmektedir.
Yedi “‘house keeping’’ genin yaklagik 450-500 baz ¢iftlik i¢ fragmanlarmin DNA
dizi analizileri yapilmistir. Her bir lokiis i¢in her farkli dizilim, farkli bir allel
numarasti ile simiflandirilir. Boylece susa ait bir ‘‘tanimlayici’” veya “‘allelik profil”’
ortaya ¢ikar. Tanimlanan allelik profiller, dizi tipi (sequence type-ST) olarak ifade
edilmektedir.  Belirlenen  allelik  profiller, MLST veri  bankasindaki
(http://www.mlst.net) bilinen allellerle kiyaslanarak, tespit edilen allel profilinin
diger tilkelerdeki yayginlik derecesi hakkinda bilgi edinmek miimkiin olabilmektedir.
Verilerin  elektronik ortamda saklanabilir olmast MLST’nin en Onemli
avantajlarindan birisidir. Bu sayede yeni izolatlar dnceden saptananlarla kolaylikla
karsilastirilabilmekte ve verilerin laboratuvarlar arasi daha kolay paylasimi miimkiin

olabilmektedir. Klinik uygulamalarda arastirmacilar igin bu verilerin dnemi giderek

37




artan kullanim alanlarina girmesidir. Mevcut verilere www.mlst.net adresinden
internet yolu ile hizlica ulasilabilmektedir (67, 69, 70).

Staphylococcus aureus igin house keeping genler ve kodladigi proteinler;
karbamat kinaz (arcC), shikimate dehidrogenase (arokE), gliserol kinaz (glp), guanilat
kinaz (gmk), fosfat asetiltransferaz (pta), triosephosphate isomerase (tpi), asetil
koenzim A asetiltransferaz ( yqiL) ‘dwr (71).

Bir MLST analizinin tamamlanmas1 i¢in Oncelikle kiiltiir veya numunenin
hazirlanmasi gerekmektedir. Sonra sirasi ile DNA izolasyonu, MLST genlerinin PCR
ile amplifikasyonu, PCR iiriinlerinin saflastirilmasi, DNA dizi analizi ve sonuglarin

bilgisayar ortaminda sorgulanmasi gerekmektedir (72).

38



3. ARASTIRMANIN AMACI

1. Cocuklarda toplum kokenli enfeksiyon etkeni olan S. aureus suslarinin
antibiyotik duyarliliklarini belirlemek.

2. Cocuklarda hastane kokenli enfeksiyon etkeni olan S. aureus suslarinin
antibiyotik duyarliliklarini belirlemek.

3. Cocuklarda toplum ve hastane kokenli enfeksiyon etkeni olan S. aureus
suslarinin antibiyotik duyarliliklarini karsilastirmak ve viriilans derecesi ile iligkisi
olan enterotoksinleri, Panton-Valentine 16kosidini saptamak, agr tiplerini, SCCmec
gen ve sekans tiplerini ve PFGE profillerini tespit etmek ve karsilastirmak

4. Elde edilecek veriler ile iilkemizde ¢ocuk yas grubunda enfeksiyon etkeni
olan toplum ve hastane ortaminda yayilim gosteren S. aureus suslarinin
epidemiyolojisine katki saglamak ve bunlarla ortaya ¢ikan enfeksiyonlarin ampirik

tedavisinde klinisyenlere yol gostermek amaglandi.
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4. MATERYAL VE METOD

Kullanilan besiyerleri ve kimyasallar

Kiiltiir icin kullanilan kanh agar
Dehidrate besiyeri (Himedia laboratories, Hindistan) 40 g/L konsantrasyonunda
olacak sekilde distile su i¢inde 1sitilarak eritildi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika
sterilize edildi. 50-55°C’ye sogutulup, %5 oraninda defibrine koyun kani ilave edildi,
karistirtlip petri plaklara dokiildi.
Gliserollu buyyon
[zolatlarin saklanmast igin %5 gliserollii buyyon kullanild:
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) i¢in kullamilan tamponlar
TE tamponu: 10 mM TrisHCI + 1 mM EDTA (pH: 8)
Hazirlanmisi: 1,57 gr TrisHCI + 0,37 gr EDTA + 1000 mL
PCR tamponu
Pulsed Field Jel Elektroforezinde kullamilan tampon ve agarozlar
TE tampon: 10 mM TrisHCI + 1 mM EDTA (Ph:8)
Hazirlanisi: 1,57 gr TrisHCI + 0,37 gr EDTA + 1000 mL
Lysis Buffer: 6 mM TrisHCI + 1M NaCl + 100 mM EDTA (Ph:8) + %0,2
Na deoksikolat + %0,5 Na lauroylsarcosine
Hazirlanisi: 0,95 g TrisHCI + 58,44 g NaCl + 37,24 g EDTA + 2 g Na
deoksikolat + 5 g Na lauroylsarcosine + 1000 mL
Proteinaz K (PK) tamponu: 250 mM EDTA + %1 sarkosyl (Ph:9)
Hazirlanisi: 93,06 g EDTA + 10,00 g Sarkosyl + 1000 ml
%2’lik LMP (low melt point) agaroz: 2 g LMP + 100 mL TE tamponu
10X TBE (pH:7-9): 0,89M Tris + 0,89M Borik asit + 0,02M EDTA
Hazirlanigi: 108 gr Tris + 55 gr Borik Asit +40 ml EDTA
%71’lik PFGE agaroz:1 g PFGE agaroz + 100 mL 0.5XTBE
PCR i¢in kullamilan primerler:
luk-PV1 (5’ATC ATT AGG TAA AAT GTC TGG ACA TGA TCC A3’)
luk-PV2 (5’GCA TCA AST GTA TTG GAT AGC AAA AGC3’)
seala (GCA GGGAAC AGC TTT AGG C)
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sealb (GTT CTG TAG AAG TAT GAA ACA CG)
seb-secla (ATG TAATTT TGA TAT TCG CAG TG)
seb-seclb (TGC AGG CAT CAT ATC ATA CCA)
secla (CTT GTATGT ATG GAG GAA TAA CAA)
seclb (TGC AGG CAT CAT ATC ATA CCA)
sedla (GTG GTG AAATAG ATAGGACTG Q)
sedlb (ATA TGA AGG TGC TCT GTG G)
seela (TAC CAATTA ACT TGT GGA TAG AC)
seelb (CTC TTT GCA CCT TAC CGC)
segla (CGT CTC CACCTG TTG AAG G)
seglb (CCA AGT GAT TGT CTATTG TCG)
sehla (CAA CTG CTG ATT TAG CTC AG)
sehlb (GTC GAA TGA GTA ATC TCT AGG)
seila (CAACTC GAATTT TCA ACA GGT AC)
seilb (CAG GCA GTC CAT CTCCTG)
sejla (CAT CAG AAC TGT TGT TCC GCT AG)
sejlb (CTG AAT TTT ACC ATC AAA GGT AC)
tstla (GCT TGC GAC AAC TGC TAC AG)
tstlb (TGG ATC CGT CATTCATTG TTAA)
16S rRNAla (GTA GGT GGC AAG CGT TAT CC)
16S rRNA1b (CGC ACATCA GCG TCAG)
agr tip1(GTC ACA AGT ACT ATA AGC TGC GAT)
agr tip 2 (TAT TAC TAA TTG AAA AGT GGC CAT AGC)
agrtip 3 (GTAATG TAATAGCTT GTATAATAATAC CCAG)
agr tip 4 (CGA TAA TGC CGT AAT ACC CG)
panR (ATG CAC ATG GTG CAC ATG C)
mecAl (5°GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATA A3’)
mecA2 5’-CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA A3’)
CIF2F2 (TTC GAG TTG CTG ATG AAG AAG G)
CIF2R2 (ATT TAC CAC AAG GAC TAC CAG C)
MECIP2 (ATC AAG ACT TGC ATT CAG GC)
MECIP3 (GCG GTT TCAATT CACTTG TC)
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RIF5F10 (TTC TTA AGT ACACGC TGA ATC G)
RIF5R13 (GTC ACA GTAATT CCATCAATGC)
ccrB2F2 (AGT TTC TCA GAA TTC GAA CG)
ccrB2R2 (CCG ATA TAG AAW GGG TTA GC)
DCSF2 (CAT CCT ATG ATAGCT TGG TC)

DCSR1 (CTA AAT CAT AGC CAT GAC CG)
MECAP4 (TCC AGA TTA CAACTT CAC CAG G)
MECAP7 (CCACTT CAT ATC TTG TAA CG)
ccrCF2 (GTACTC GTT ACAATGTTT GG)

ccrCR2 (ATA ATG GCT TCATGC TTA CC)

KDPF1 (AAT CATCTG CCATTG GTG ATG C)
KDPR1 (CGA ATG AAG TGA AAG AAA GTG G)
SCCmeclll J1IF (CAT TTG TGA AAC ACA GTA CG)
SCCmecllJ1R (GTT ATT GAG ACT CCT AAA GC)
SCCmecVJ1F (TTC TCC ATT CTT GTT CAT CC)
SCCmecVJIR (AGA GAC TAC TGA CTT AAG TGG)
arcC up (TTGbATT CAC CAG CGC GTATTG TC)
arc C down (AGGTATCTGCTTCAATCAGCG)

aro E up (ATCGGAAATCCTATTTCACATTC)

aroE down (GGTGTTGTATTAATAACGATATC)
glpF up (CTAGGAACTGCAATCTTAATCC)

glp F down (TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC)
gmk-Up (ATCGTTTTATCGGGACCATC)
gmk-Dn (TCATTAACTACAACGTAATCGTA)
pta-Up (GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG)
pta-Dn (GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA)
tpi-Up (TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA)
tpi-Dn (TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC)
ygiL-Up (CAGCATACAGGACACCTATTGGC)

ygiL-Dn (CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC)

42



Calisma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghg ve Hastaliklari
Anabilim Dali’nda Ocak 2011 ile Aralik 2012 tarihleri arasinda ayaktan veya
yatirilarak tedavi edilen ¢ocuk hastalardan, enfeksiyon etkeni olarak {iiretilen 150 adet
S. aureus susu tizerinde prospektif olarak yiirtitiildii.

Aragtirmanin yapilabilmesi icin Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi (AUTF)
Etik Kurulu’na bagvurularak etik kurul onay1 alindi (13.06.2011/32-265).

Arastirma, Ankara Universitesi Arastirma Fonu tarafindan 12B3330002 proje

numarasi ile desteklendi.

Hasta Gruplan

Aragtirmaya 18 yasindan kiigiik olup, S. aureus enfeksiyonu saptanan hastalar
dahil edildi. Hastalardaki enfeksiyon; CDC’nin 2000 yilinda yapmis oldugu
tanimlama cergevesinde toplum kokenli veya saglik bakim hizmeti ile iliskili
enfeksiyon olarak iki gruba ayrildi. Boylelikle tespit edilen toplum ve saglik bakim
hizmeti ile iliskili enfeksiyon etkeni S. aureus suslarinin 6zellikleri karsilastirildi.

Toplum kokenli 70 hasta ve saglik bakim hizmeti ile iligkili 80 hastada tespit

edilen S. aureus susu incelemeye alind1.

Kiiltiirlerin alinmasi ve tasinmasi

Cocuklarda apse drenaj materyali (n=43), lezyon ve Kesi siirtintii yeri (n=41),
kan (n=17), kateter ve kateter ucu (n=13), konjunktiva akintis1 (n=12), kulak akintisi
(n=7), idrar (n=4), beyin omurilik sivis1 (n=4), yara yeri (n=2), trakeal aspirat 6rnegi
(n=2), eklem sivist (n=2), plevra sivisi (n=1), periton sivisi (n=1) ve kemik doku
(n=1) gibi enfeksiyonun oldugu diisiiniilen bolgelerden 6rnekler uygun yontemle
alindi. Alinan kulak akintisi, konjunktiva akintisi, apse drenaj materyali, lezyon ve
kesi siirlintli yeri ve yara yeri ornekleri Stuart (Orbak, Tiirkiye) tasima besiyerinde,
idrar, BOS, eklem s1visi, plevra sivisi ve periton sivisi gibi steril bolgelerden alinan
ornekler steril kaplar icerisinde 20 dakikada ulasacak sekildle AUTF Cebeci

Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gotiiriildii.
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Kiiltiirlerin ekilmesi ve degerlendirilmesi

Kiiltiirlerin ekilmesi ve degerlendirilmesi AUTF Cebeci Hastanesi Merkez
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda gergeklestirildi.

Alman kiiltiirler %5 koyun kanli agar plaklarina ekildi. Agar plaklar1 37°C’de
24 saat normal atmosfer sartlarinda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi incelenen agar
plaklarinda koloni morfolojisi stafilokok ile uyumlu olan ve yapilan Gram boyamada
gram pozitif kok morfolojisinde goriilen suslara katalaz testi uygulandi. Katalaz
pozitif olan suslar stafilokok olarak kabul edildi. Stafilokok suslarinda S. aureus
identifaikasyonu i¢in lamda koagiilaz testi uygulandi.

Katalaz testi

Bir lam {izerinde koloni ile bir damla hidrojen peroksit karistirildiginda, O,
gazi olusumuna bagli olarak hava kabarciklarinin oldugu goriiliir. Bu durumda
katalaz testi pozitif kabul edilir.

Koagiilaz testi

Lamda koagiilaz testinde, temiz bir lam tizerinde bir damla serum fizyolojik
igerisinde siispanse edilen koloni tizerine bir damla EDTA’ll tavsan plazmasi
damlatildiginda saniyeler igerisinde pihtilardan olusan kiimelenmelerin goriilmesi
durumunda lamda koagiilaz testi pozitif kabul edildi.

Kirby-Bauer Disk difiizyon yontemi ile S. aureus suslarimin antibiyotik
duyarhhklarinin saptanmasi

Antimikrobiyal duyarliliklarinin  belirlenmesi i¢in Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) kriterleri dogrutusunda Kirby-Bauer disk diflizyon testi
uygulandi (73). S. aureus izolatlarmin 0,5 McFarland bulaniklik standardina uygun
olarak (1,5x10° bakteri/mL) steril serum fizyolojik i¢inde ¢6zeltileri hazirlanarak, %4
NaCl igeren Miieller-Hinton agar (BD, Amerika) iizerine ti¢ yonde ekimleri yapildi.
Metisilin direncinin belirlenmesi i¢in 1 pg oksasilin diski (Bioanalyse, Tiirkiye) ile
30 ug sefoksitin diski (Bioanalyse, Tiirkiye) kullanildi. 18-24 saatlik inkiibasyondan
sonrasinda oksasilin ve sefoksitinin inhibisyon zon ¢aplari sirasiyla <11 ve/veya <22
mm olanlar MRSA kabul edildi. izolatlarin diger antibiyotiklere duyarliligmn
arastirtlmasinda penisilin, ampisilin-sulbaktam, eritromisin, klindamisin, rifampisin,

gentamisin,  netilmisin, siprofloksasin, tetrasiklin, trimetoprim-sulfometoksazol
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(TMP-SMX), teikoplanin, linezolid diskleri (Bioanalyse, Tiirkiye)  kullanilarak
sonuglar CLSI kriterlerine gore degerlendirildi (Tablo 3).

Tablo 3. S. aureus suslarinda CLSI tarafindan Onerilen antibiyotik disk difiizyon
duyarlilik sinirlart.

ANTIBIYOTIKLER ZON CAPI (mm)
DUYARLI ORTA DUYARLI | DIRENCLI
Penisilin >29 - <28
Ampisilin-sulbaktam >15 12-14 <11
Sefoksitin >22 - <21
Oksasilin >13 11-12 <10
Eritromisin >23 14-22 <13
Klindamisin >21 15-20 <14
Rifampisin >20 17-19 <16
Siprofloksasin >21 16-20 <15
Tetrasiklin >19 15-18 <14
TMP-SMX >16 11-15 <10
Netilmisin >15 13-14 <12
Gentamisin >15 13-14 <12
Teikoplanin >14 11-13 <10
Linezolid >21 - <20

Etkenlerin saklanmasi

Molekiiler analizin baglayacagi zamana kadar izole edilen S. aureus suslari
%S35’lik gliserol ihtiva eden 1 mL buyyon igerisinde -20°C’de saklandh.

Molekiiler analiz icin etkenlerin tekrardan iiretilmesi

Gliserollu buyyon igerisindeki S. aureus izolatlart oda sicakligina
getirildikten sonra %35 koyun kanli agara tek koloni disiirecek sekilde ekildi. Ekim
sonrast 37°C’de 24 saat normal atmosfer sartlarinda inkiibe edildi. inkubasyon
sonrasi steril 6ze ile alinan tek bir koloni 6 mL’lik buyyona pasajlandi ve 37°C de 24
saat normal atmosfer sartlarinda inkiibe edildi.

Molekiiler analizler AUTF Tibbi Mikrobiyoloji AD, Molekiiler Tan1 ve
Aragtirma Laboratuvarinda gergeklestirildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) i¢in DNA ekstraksiyonu

S. aureus tretilen buyyon nazikce vortekslenip siispansiyon homojen hale
getirildikten sonra 1 mL bakteri i¢eren buyyon temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alind1.

Bes dakika siireyle 15.000xg’de santrifujlendi. Santrifiij sonrasi siipernatan dokiildii.
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Pellet iizerine 200 pL TE tamponu koyuldu. 2 dakika vortekslendi. Karigimin {izerine
10 pL lizostafin (10 mg/mL) eklenerek 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonras1 95°C kuru 1siticida 10 dakika kaynatildi ve 2 dakika vortekslendi. Karisim
15.000 xg’de 5 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatan temiz bir mikrosantrifiij
tiipline almarak kit ile kullanilmayacak yaklastk 100 pL kisim -20°C’de
dondurularak saklandi. Geriye kalan 100 puL’lik kistmda GeneMATRIX bakteriyel
genomik DNA ekstraksiyon Kkiti (EURx, Polonya) ile fiireticinin Onerileri
dogrultusunda asagida belirtildigi sekilde DNA ekstraksiyonuna devam edildi. 100
nL DNA ekstrakt1 200 pL “’Lyse BG Buffer’’ ile karistirildi. Uzerine 50 pL ’buffer
BL”” ve 2 uL RNAase A eklenerek 3 saniye vortekslendi. Karigim 37°C’de 15
dakika inkiibe edildi. Sonrasinda 15 pL proteinaz K (20 mg/mL) eklendi. 3 saniye
vortekslendikten sonra 55°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda 350 pL “’sol
BG’’ eklenerek 3 saniye vortekslendi. Karisim tekrar 55°C’de 5 dakika inkiibe
edildi. 15 saniye vortekslendikten sonra 11.000xg’de 2 dakika santrifujlendi.
Siipernatan “’spin kolon’’a almip 11.000xg’de 1 dakika daha santrifujlendi. Spin
kolon ¢ikartilip, siipernatan dokiildiikten sonra spin kolon ayni tiipe tekrar takildi ve
tizerine 600 pL ‘““Wash B6X buffer’” eklendi. Karisim 11.000xg’de 1 dakika
santrifiijlendi. Spin kolon ¢ikartilip siipernatan dokiildiikten sonra spin kolon ayni
tiipe tekrar takildi ve tekrar 300 uL “*Wash B6X buffer’’ eklendi. Karisim 11.000
xg’de 2 dakika santrifujlendikten sonra spin kolon temiz bir mikrosantrifiij tiipline
takild1. Uzerine dnceden 80°C’ye 1sitilmis 100 puL ’Elution buffer’” kolonun tam
ortasina olacak sekilde pipetlendi. 1ki dakika oda sicakliginda beklendikten sonra
11.000xg’de 2 dakika santrifiijlendi ve elde edilen DNA %1’lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi. DNA o6rnekleri PCR yapilana kadar -
20°C’de saklandi.

mecA tayini

mecA tayini mecAl ve mecA2 primerleri kullanilarak literatiirde belirtildigi
sekilde PCR yontemi ile yapildi. (74). Amplifikasyon sonucunda elde edilen 310
b¢’lik bolge pozitif kabul edildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyon karistmi 20 pL toplam hacim igerisinde 2,5 pL
DNA 6rnegi, 1X PCR tamponu, 200 uM dNTP, 2 mM MgCl,, 15 pmol mecAl, 15

pmol mecA2, 1U Taq polimeraz enzimi igerecek sekilde hazirlandi.
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Polimeraz Zincir Reaksiyon sartlart su sekilde uygulandi: 94°C’de 5 dakika
ilk denatiirasyonu takiben 35 siklus olacak sekilde, 94°C’de 60 sn denatiirasyon,
57°C’de 60 sn baglanma ve 72°C’de 45 saniye uzama gergeklestirildi. Son olarak
72°C’de 7 dakika son uzamayi takiben elde edilen PCR f{iriinleri 3 saat siireyle
%?2’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu ve etidyum bromid ile boyanan jel UV
altinda goriintiilendi. Pozitif kontrol olarak GRE14 susu kullanildu.

PVL genlerinin varhginin gosterilmesi

Elde edilen DNA o6rnegi, luk-PV1 ve luk-PV2 oligoniikleotid primerleri
kullanilarak, literatiirde belirtildigi sekilde PCR yontemi ile amplifiye edildi (7).
Amplifikasyon sonucunda elde edilen 433 bg¢’lik bolge, lukS-PV geninin son
bolgesini ve IukF-PV geninin baslangicini igerdiginden iki genin de varligini
gosterdi. Internal kontrol olarak giraz enzimini kodlayan 280 b¢’lik bdlgede yer alan
gyrAF ve gyrAR primerleri kullanilarak amplifiye edildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyon karisimi 25 pL toplam hacim igerisinde 2 plL
DNA 6rnegi, 1x PCR tamponu, 200 uM dNTP, 2,5 mM MgCl,, 10 pmol lukF-PV1,
10 pmol lukF-PV2, 10 pmol gyrAF, 10 pmol gyrAR, 1U Taq polimeraz enzimi
icerecek sekilde hazirlandi.

Polimeraz Zincir Reaksiyon sartlart su sekilde uygulandi: 94°C’de 5 dakika
ilk denatiirasyonu takiben 30 siklus olacak sekilde, 94°C’de 30 sn denatiirasyon,
55°C’de 30 sn baglanma ve 72°C’de 1 dakika uzama gergeklestirildi. Son olarak
72°C’de 5 dakika son uzamay: takiben elde edilen PCR firlinleri 3 saat siireyle
%2’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu ve etidyum bromid ile boyanan jel UV
altinda goriintiilendi. GRE14 susu pozitif kontrol olarak kullanildi.

SCCmec tayini

SCCmec tiplerinin tayini literatlirde belirtildigi sekilde multipleks PCR
yontemi ile yapildi (75). CIF2F2 (20 pmol/uL), CIF2R2 (20 pmol/uL), MECIP2 (40
pmol/uL), MECIP3 (40 pmol/uL), RIF5F10 (20 pmol/uL), RIF5R13 (20 pmol/uL),
ccrB2F2 (40 pmol/uL), ccrB2R2 (40 pmol/uL), DCSF2 (40 pmol/uL), DCSR1 (40
pmol/uL), MECAP4 (40 pmol/pL), MECAP7 (40 pmol/uL), ccrCF2 (40 pmol/uL),
ccrCR2 (40 pmol/uL), KDPF1 (10 pmol/uL), KDPR1 (10 pmol/uL), SCCmeclll
JIF (20 pmol/uL), SCCmeclllJIR (20 pmol/uL), SCCmecVJ1F (20 pmol/uL),
SCCmecVJ1R (20 pmol/uL) primerlerinin her birinden 30uL icerecek sekilde stok
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primer soliisyonu hazirlandi. Stok primer soliisyonundan 6rnek basina 20 pL olacak
sekilde kullanildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyon karisimi 50 pL toplam hacim igerisinde 20 pL
primer karisimi 5 uLL DNA 6rnegi, 1XPCR tamponu, 200 uM her bir dNTP, 3,2 mM
MgCl; ve 2,5U Tag polimeraz enzimi icerecek sekilde hazirlandi.

PCR sartlar1 su sekilde uygulandi: 94°C’de 4 dakika ilk denatiirasyonu
takiben 30 siklus olacak sekilde, 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 53°C’de 30 saniye
baglanma ve 72°C’de 1 dakika uzama gergeklestirildi. Son olarak 72°C’de 4 dakika
son uzamay1 takiben elde edilen PCR iiriinleri 3 saat siireyle %3’lik agaroz jel
elektroforezine tabi tutuldu ve etidyum bromid ile boyanan jel UV altinda
goriintiilendi. Pozitif kontrol olarak GRE14 (tip IV), HPV107 (tipblA), BK2464
(tipbll), HUSA304 (tip III), HDE 288 (tip IV), HSJ 216 (tip IIIA) suslar1 kullanildi.

Tip I i¢in 495 bg, 342 bg ve 162 bg (mec konrolii); Tip II igin 342 bg, 311 bg,
284 bg, 209 bg ve 162 bg (mec konrolii); Tip I igin 414 bg, 243 bg, 209 bg ve 162
b¢ (mec konrolit); Tip IV igin 342 bg, 311 b¢ ve 162 b¢ (mec konrolii); Tip V i¢in
449 bg, 377 bg ve 162 be (mec konrolii) ve Tip VI igin 342 bg ve 162 bg (mec
konrolii) bolgelerinde bantlar elde edilerek tiplendirme yapildi.

agr tip tayini

agr tiplendirimi literatiirde belirtildigi sekilde multipleks PCR yontemi ile
yapildi (23). agr tip 1 igin 441 bg, agr tip 2 igin 575 bg, agr tip 3 igin 323 bg, agr tip
4 igin 659 bg bolgelerinde bant elde edildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyon karisimi 25 pL toplam hacim igerisinde 2 pL
DNA 6rnegi, 1X PCR tamponu, 200 uM dNTP, 5 mM MgCl,, 7,5 pmol agrl, 7,5
pmol agr2, 7,5 pmol agr3, 7,5 pmol agr4, 30 pmol PanR primerleri ve 1,5U Taq
polimeraz enzimi igerecek sekilde hazirlandi.

Polimeraz Zincir Reaksiyon sartlar1 su sekilde uygulandi: 94°C’de 4 dakika
ilk denatiirasyonu takiben 26 siklus olacak sekilde, 94°C’de 30 sn denatiirasyon,
48°C’de 30 sn baglanma ve 72°C’de 1 dakika uzama gerceklestirildi. Son olarak
72°C’de 10 dakika son uzamay: takiben elde edilen PCR firiinleri 3 saat siireyle
%2’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu ve etidyum bromid ile boyanan jel UV

altinda goriintiilendi.
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Enterotoksin genlerinin tayini

Enterotoksin genlerinin tayini literatiirde belirtildigi sekilde gruba 06zgiil
multipleks PCR yontemi ile saptandi (76). Enterotoksin A i¢in 520 bg, enterotoksin
B-C icin 643 bg, enterotoksin C i¢in 283 bg, enterotoksin D icin 384 bg, enterotoksin
E igin 170 bg, enterotoksin G icin 327 bg, enterotoksin H igin 320 bg, enterotoksin 1
icin 465 bg, enterotoksin J i¢in 142 bg, Toksik Sok Toksini i¢in 559 bg, 16 s rRNA
igin 228 bg bolgelerinde pozitif sinyal verenler o enterotoksin geni igin pozitif kabul
edildi.

Enterotoksinler icin primer karisimin olusturulmasi:

seala, sealb, seb-secla, seb-seclb, secla, seclb, sedla, sedlb, seela, seelb,
segla, seglb, sehla, sehlb, seila, seilb, sejla, sejlb, tstla, tstlb, 16S rRNAla, 16S
rRNALb primerlerinin her birinden 30 pmol/uL igerecek sekilde stok solusyonlari
hazirlandi. Stok primer soliisyonundan 6rnek basma 0,5 pL olacak sekilde primer
karigimi olusturuldu.

Polimeraz Zincir Reaksiyon karisimi 50 pL toplam hacim icerisinde 22 pL
primer karisimi, 5 pL DNA 6rnegi, 1X PCR tamponu, 400 uM dNTP, 4 mM MgCl,,
ve 5U Taq polimeraz enzimi igerecek sekilde hazirlandi.

PCR sartlar1 su sekilde uygulandi: 94°C’de 5 dakika ilk denatiirasyonu
takiben 15 siklus olacak sekilde, 95°C’de 60 sn denatiirasyon, 68°C’de 45 sn
baglanma ve 72°C’de 1 dakika uzama gerceklestirildi. Bunu takiben ikinci kez 16
siklus olacak sekilde 95°C’de 60 sn denatiirasyon, 64°C’de 45 sn baglanma ve
72°C’de 1 dakika uzama gergeklestirildi. Son olarak 72°C’de 10 dakika son uzamay1
takiben elde edilen PCR iiriinleri 3 saat siireyle %2’lik agaroz jel elektroforezine tabi
tutuldu ve etidyum bromid ile boyanan jel UV altinda goriintiilendi.

PFGE (Pulsed Field Jel Elektroforezi)

Bu amagla Kanada PFGE protokolii modifiye edilerek kullanildi (77).

Plug hazirlanmasi

Bir koloni S. aureus 6 mL’lik buyyon igerisinde 37°C de 24 saat inkiibe
edildi. Inkubasyon sonrasi her bir etkenin {iredigi buyyon 610 nm’de
spektrofotometrik olarak degerlendirildi. Tim orneklerin absorbanslar1 0,9-1,1
arasinda olacak sekilde ayarlandiktan sonra 200 plL kiiltiir stispansiyonu 1,5 ml’lik

mikrosantrifiij tiiptine alind1 ve 18.000xg’de 3 dakika santrifiijlendi. Siipernatan

49



dokiildii. Pellet tizerine 150 uL TE tamponu eklendi. Karisim 37°C su banyosunda
10 dakika bekletildi. Bu sirada plug tutucu ve %2’lik LMP agaroz hazirlandi. Her
bir drnek lizerine 4 pL lizostafin (10 mg/mL) ve %2’lik LMP agaroz eklendi. Plug
tutucuya hava kabarcigi kalmayacak sekilde yaklasik 100 puL dolduruldu. Pluglar oda
sicakliginda yaklagik 15 dakika, +4°C’de 5 dakika tutularak katilagmaya birakild.
Pluglar, plug tutucudan dikkatle ¢ikartilarak 3 mL ‘‘Lysis Buffer’’ iceren tiiplere
alindi. En az 4 saat siireyle 37 °C’de ¢alkalanarak inkiibe edildi. Sonrasinda tampon
uzaklastirildi. Pluglarin iizerine 1000 uL PK tamponu ve 10 pL proteinaz K (20
mg/ml) enzimi eklendi. Karisim 50°C’de en az 2 saat siireyle inkiibe edildi.
Sonrasinda tampon uzaklastirildi. Pluglarin {izerine en az 4 mL olacak sekilde TE
tamponu eklendi. Calkalayicida 30 dakika yikandi. Bu yikama islemi her defasinda
TE tamponu degistirilerek 5 kez tekrarlandi. Pluglar 2 mL TE tamponu igerisine
alinarak enzimle kesimleri yapilincaya kadar +4°C’de saklandi.

DNA’nin restriksiyon enzimi ile kesimi

Pluglarin yarisi kesilerek 1000 pL distile su igeren tiipe alindi ve 20 dakika
calkanarak yikandi. Distile su uzaklastirildiktan sonra plug iizerine 6rnek basina 200
pL 1X kesim tamponu (20 pL tampon + 180 pL distile su) eklendi. Oda sicakliginda
30-45 dakika calkalanarak inkiibe edildi. Sonrasinda tampon uzaklastirildi. Uzerine
enzim-tampon ve distile su karigimi1 (177 pL distile su + 20 pL tampon + 30 pL
Smal) eklendi. 25°C’de 4 saat inkiibe edildi. Kesim Ogleden sonraya kaldiysa
inkiibasyon gece boyunca devam ettirildi. Sonrasinda tampon uzaklastirildi. Plug
once 20 dakika siireyle 1000 pL distile su icerisinde yikandi, daha sonra 1000 pL
0.5X TBE tamponu eklenerek 30-60 dakika oda sicakliginda ¢alkalandi.

Elektroforez jelinin hazirlanmasi

PFGE agaroz kullanilarak (BioRad Laboratories, Fransa) %1°lik jel
hazirlandi. 15 disli taragin dislerinin u¢ kismma pluglardan 2 mm kalinliginda
parcalar kesilerek yerlestirildi. Agaroz kaliplarinin etrafinda kalan 1slaklik kurutma
kagidr ile uzaklastirildi. Bes dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra taraklarin
alt1 tablaya degecek sekilde yerlestirildi. Elli bes dereceye soguyan jel hava kabarcigi
olusmamasina dikkat edilerek kasete dokiildii. Katilagmasi i¢in yaklasik 30 dakika
beklendi. Tarak dikkatle c¢ikartildi. Taraklarin agtigi bosluklar onceden ayrilan
%1°lik PFGE jel ile dolduruldu. Ortadaki kuyucuga molekiiler biiyiikliikk belirteci
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(lambda ladder, marka, iilke) yerlestirildi. Tabla iizerindeki agaroz igerisinde 2000
ml 0,5XTBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirildi. Kromozomal DNA
bantlari;; CHEF DR Il (Bio-Rad Hercules, ABD) PFGE cihazinda baslangi¢ ve final
zamanlar1 5,3 sn ve 34,9 sn olacak sekilde 6V/cm akim, 14°C sicaklikta 20 saat
yiiriitiilerek ayrildi.

Sonuclarin gozlenmesi ve analizi

Elektroforez sonrasinda jel 10 mg/mL etidyum bromiir igeren 500 mL distile
su ile 20-30 dakika boyandi. Ultra viyole (UV) transilliiminator altinda fotografi
cekildikten sonra distile su ile 10. ve 20. dakikalarda suyu degistirilerek 90 dakika
yikandi. Boylelikle DNA’ya baglanmamis olan boya uzaklastirildi. UV
transilliiminator altinda fotografi ¢ekilip, kaydedildi.

PFGE sonrasinda olusan DNA paternleri hem gozle hem de ‘Gene Directory
Programme (Syngene, UK)’ ile degerlendirildi. Benzerlik indeksi ‘Dice’ katsayisi
kullanilarak %]1,5 tolerans degerinde olusturuldu. Izolatlar aras1 kiimelenme iliskisi
UPGMA (unweighted pair group method of arithmatic averages) yontemi
kullanilarak gosterildi. Izolatlar aras1 genotipik iliskinin goz ile degerlendirilmesinde
Tenover ve ark. (53) tarafindan belirlenen ilkeler benimsendi.

MLST (Multilokus sekans tiplendirmesi)

Sekansi yapilacak ornekler, temelde PFGE ile saptanan ayni klonal gruba ait
izolatlardan bir tanesi ile geriye kalan izolatlar arasindan toplum ve hastane kokenli
olmalan dikkate alinarak se¢ildi.

MLST analizinde Enright ve ark. nin (71) belirttikleri yontem uygulandi.
Sekans analizini saptamada 7 farkli yapisal gen (arcC, aroE, yqil, gmk, glp, pta, tpi)
icin yaklasik 400-500 b¢’lik PCR iirlinii elde edildi. Elde edilen PCR iiriinlerinin
sekans analizleri yapilmak {izere Refgen Laboaratuvarina (Ankara) gonderildi. Elde
edilen dendogramlar goz ile degerlendirildikten sonra diziler MLST web Sayfasina

(http://www.mlst.net) girilerek allel numaralart saptandi. Yedi yapisal gen igin ayri

ayr1 saptanan allel numaralarina karsilik gelen sekans tipi elde edildi.

Yapisal genlerin amplifikasyonu i¢in PCR karisimi 50 pL toplam hacim
igerisinde 2,5 pL DNA 6rnegi, 1x PCR tamponu, 200 uM dNTP, 1,5 mM MgCl,, 10
pmol primerF, 10 pmol primerR ve 1U Taq polimeraz igerecek sekilde hazirlandi.
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Polimeraz Zincir Reaksiyon sartlart su sekilde uygulandi: 94°C’de 4 dakika
ilk denatiirasyonu takiben 30 siklus olacak sekilde, 94°C’de 30 sn denatiirasyon,
48°C’de 30 sn baglanma ve 72°C’de 1 dakika uzama gerceklestirildi. Son olarak
72°C’de 10 dakika son uzamayi takiben elde edilen PCR iirlinleri 3 saat siireyle
%?2’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu ve etidyum bromid ile boyanan jel UV
altinda goriintiilendi.

Istatistiksel Inceleme

[statistiksel analiz Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Ana Bilim
Dalr’'nda yapildi. Istatistiksel analiz icin SPSS 17.0 paket programu kullanild:.
Tanimlayici istatistikler dagilimi normal olan degiskenler i¢in ortalama+standart
sapma, dagilimi normal olmayan degiskenler i¢in median (minimum-maksimum),
nominal degerler i¢in hasta sayisi ve (%) olarak gosterildi. Gruplar arasinda
ortalamalar yoniinde farkin 6nemliligi student’s t testi ile ortanca testler yoniinden
farkin 6nemliligi Mann Whitney U testi ile arastirildi. Kategorik degiskenlikler
arasindaki iliskilerin incelenmesinde ki kare testi ve Fisher’s kesin ki kare testleri
kullanildi. Bagimiz iki oranin karsilastirilmasi amaciyla evren orani hipotez testi

kullanild1. p degeri<0,05 bulunmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5.BULGULAR

Calismamiza 2011 ve 2012 yillar igerisinde 18 yasindan kiictlik, toplum veya
saglik bakim hizmeti ile iliskili S. aureus enfeksiyonu saptanan 150 ¢ocuk dahil
edildi. Calismanin yiiriitiildiigi iki yil i¢inde toplum kokenli 70 hasta, saglik bakim
hizmeti ile iligkili 80 hasta saptandi. Hastalarin 88 (%58,7)’si erkek, 62 (%41,3)’i
kiz cinsiyet olup, ortanca yas 19,5 ay (3 giin - 18 yas) idi.

Hastalarin gruplara ve yillara gore dagilimi

Yillara gore baktigimizda 2011 yilinda toplam 54 hasta, 2012 yilinda ise
toplam 96 hasta dahil edildi. Toplum kokenli enfeksiyonlarin %57,1°1, saglik bakim
hizmeti ile iligkili enfeksiyonlarin %60°1 erkek cinsiyette goriildii.

Toplum ve saglik bakim hizmeti ile iliskili enfeksiyonlarin cinsiyete gore

dagilimi Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. Toplum ve saglik bakim hizmeti ile iligkili enfeksiyonlarin cinsiyete gore

dagilima.
CINSIYET TOPLUM HASTANE TOPLAM | P degeri
Erkek 40 48 88
Kiz 30 32 62 0.725
TOPLAM 70 80 150

Hastalarda olusturulan gruplara gore saptanan enfeksiyonlar

Calismamiza dahil olan hastalarda cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar1 (apse,
yara yeri enfeksiyonu, cerrahi yara yeri enfeksiyonu, impetigo, omfalit, fronkiil,
selliilit, nekrotizan fasiit, damar yolu giris yeri enfeksiyonu), géz ve kulak
enfeksiyonlart (konjunktivit, perfore otit, eksternal otit), bakteriyemi, endokardit,
sepsis, kateter iligkili enfeksiyonlar (periton ve perkutan gastrostomi kateteri de dahil
kateter ¢ikis yeri enfeksiyonlari, kateter tiinel enfeksiyonlari, kateter iliskili kan akim
enfeksiyonlart), kemik ve eklem enfeksiyonlart (septik artrit, osteomiyelit), menenjit
(ventrikiiloperitoneal sant enfeksiyonu da dahil), idrar yolu enfeksiyonu (IYE),
ventilator iligskili pndmoni (VAP), peritonit ve pnémoni-ampiyem tespit edildi. Bu

enfeksiyonlarin gruplara gore dagilimi Tablo 5’de gosterilmistir
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Tablo 5. Toplum ve saglik bakim hizmeti ile iliskili enfeksiyonlarin dagilimi

TANI TOPLUM HASTANE | TOPLAM | P degeri

Cilt ve yaumusak doku enfeksiyonu 45 (%64,2) 32(%40) 77 (%51,3) -
Goz ve kulak enfeksiyonu 16 (%22,8) 3 (%3,7) 19 (%12,6) 0.949
Bakteriyemi-endokardit-sepsis 4 (%5,7) 14 (%17,5) 18 (%12) 0.449
Kateter iligkili enfeksiyonu - 17 (%21,2) 17 (%11,3) 0.837
Kemik ve eklem enfeksiyonu 2 (%2,8) 3 (%3,7) 5 (%3,3) -
Menenjit - 4 (%5) 4 (%2,6) -
Uriner sistem enfeksiyonu 2 (%2,8) 2 (%2,5) 4 (%2,6) -
Ventilator iligkili pnémoni - 2 (%2,5) 2 (%1,3) -
Peritonit - 2 (%2,5) 2 (%1,3) -
Pnémoni-ampiyem 1(%1,4) 1(%1,2) 2 (%1,3) -

TOPLAM 70 80 150 -

Hastalarda uygulanan tedavilerin ozellikleri

Calismamiza dahil olan hastalarda lokal tedavi (antibiyotikli merhem,

antibiyotikli goz ve kulak damlalari, pansuman), cerrahi tedavi (apse drenaji,

pansuman, giimiis nitrat ile yakma, debridman, kateter ¢ekilmesi, sant ¢ikartilmasi,

gogiis tiipii takilmasi, dren yerlestirilmesi, kemik i¢ine antibiyotikli ¢imento

uygulanmasi, eklem aspirasyonu), oral veya yatirilarak parenteral antibiyotik tedavisi

uygulandi. Bazi hastalarda bu tedavi sekilleri birlikte kullanildi. Toplum ve saglik

bakim hizmeti ile iliskili enfeksiyonlarinda uygulanan tedavi 6zellikleri Tablo 6a ve

6b’de gosterilmistir.

Tablo 6a. Toplum ve saglik bakim hizmeti ile iligkili enfeksiyonlarda uygulanan

tedavi 0zellikleri

TEDAVI OZELLIKLERI | TOPLUM | HASTANE | TOPLAM | P degeri
Ayaktan tedavi 48 18 66
Yatirilarak tedavi 22 62 84 <0.001
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Tablo 6b. Toplum ve saglik bakim hizmeti ile iliskili enfeksiyonlarda uygulanan
tedavi ozellikleri

TEDAViI OZELLIKLERI | TOPLUM | HASTANE | TOPLAM | P degeri
Lokal tedavi uygulanimi S7 44 101 <0.001
Cerrahi tedavi gereksinimi 33 49 82 0.083
Parenteral tedavi gereksinimi 22 62 84 <0.001

Yatirilarak tedavi edilen hastalarin yatis oranlar:
Calismamiza dahil olan hastalarin hastanede yatirilarak tedavi edildikleri giin

sayis1 Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7. Hastalarin hastanede yatirilarak tedavi edildikleri giin sayist

Yatis giinii sayis1 TOPLUM HASTANE | TOPLAM P degeri
Ortalama +SD sapma (giin) | 7,23 (+5,21) | 16 (+13,55) | 13,7 (+12,52) | 0.006
Ortanca (min-maks) (giin) 6 (2-21) 11,5 (3-66) | 9 (2-66)

Hastalarda S. aureus suslarinin saptandigi yerler

Calismaya dahil edilen hastalarda enfeksiyon etkeni uygun yontemle alinan
apse drenaj materyali (n=43), lezyon ve kesi yeri (n=41), kulak akintis1 (n=7),
konjunktiva akintis1 (n=12), yara yeri (n=2), kan (n=17), kateter (n=8) ve kateter ucu
(n=5), BOS (n=4), periton (n=1), plevra (n=1) ve eklem sivis1 (n=2), idrar (n=4),
trakeal aspirat (n=2) ve kemik dokudan (n=1) elde edilen 6rneklerde tiretildi. Toplum
ve saglik bakim hizmeti ile iligkili enfeksiyonlarda S. aureus suslarinin {iretildigi

yerler Tablo 8’de gosterilmistir.
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Tablo 8. Toplum ve saglik bakim hizmeti ile iliskili enfeksiyonlarda S. aureus
suslarmin tretildigi yerler

ORNEK ALINMA YERI TOPLUM HASTANE TOPLAM
Lezyon, yara ve kesi yeri 24 19 43
Apse drenaj materyali 22 21 43
Kan 5 12 17
Konjunktiva akintisi 12 - 12
Kulak akintisi 4 3 7
Kateter ve kateter ucu - 13 13
Beyin omurilik s1visi - 4 4
Periton sivisi - 1 1
Plevra sivisi - 1 1
Eklem s1visi 1 1 2
Idrar 2 2 4
Trakeal aspirat - 2 2
Kemik doku - 1 1
TOPLAM 70 80 150

Staphylococcus aureus suslarmin antibiyotik diren¢ oranlar1 ve MRSA
suslarinin diger antibiyotiklere kars1 diren¢ durumu

Calismamizda enfeksiyon etkeni olarak dahil edilen S. aureus suslarinin
%093,8’i penisiline, %6,5’i ampisilin-sulbaktama, %6’s1 sefoksitine, %06,9’u
eritromisine, %2,8’1 rifampisine, %35,5’1 klindamisine, %0,7’si aminoglikozidlere
(gentamisin veya netilmisin), %2,8’1 siprofloksasine, %3,3’i TMP-SMX’e ve
%7,2’s1 tetrasikline direng gostermekteydi. Saglik bakim hizmeti ile iligkili
enfeksiyonlarda saptanan S. aureus etkenlerinde tetrasiklin direnci istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0,05). Diger antibiyotikler agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi. S. aureus etkenlerinin hepsi
vankomisine, linezolide, Kinupristin/dalfopristine, daptomisine ve fusidik aside
duyarl idi. S. aureus etkenlerinde fenotipik olarak metisilin direnci oksasilin ve/veya
sefoksitin disk difiizyon yontemi ile tespit edilen diren¢ varliginda kabul edildi.

Toplum kokenli bes, saglik bakim hizmeti ile iligkili enfeksiyonlarda dort olmak
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tizere toplamda dokuz hastada fenotipik olarak metisiline direngli S. aureus (fMRSA)

tespit edildi.

Toplum ve saglik bakim hizmeti ile iliskili enfeksiyonlarda izole edilen S.

aureus suslarmin antibiyotik diren¢ oranlarinin yiizdesi Tablo 9’da gosterilmistir.

Tablo 9. Toplum ve saglik bakim hizmeti ile iliskili enfeksiyonlarda izole edilen S.

aureus suslarinin antibiyotik direng oranlari

ANTIBIYOTIK | TOPLUM HASTANE TOPLAM p degeri
DIRENCI
Penisilin %91,2 (62/68 D) | %96,2(76/79 D) | %93,8 (137/146 D) | 0.303
Ampisilin- %7,5 (5/66 D) %5,4 (4/73D) | %6,5 (9/138 D) 0.610
sulbaktam %1,5 (1/66 OD) %0,7 (1/138 OD)
Sefoksitin %7,1 (5/70 D) %5,1 (4/78 D) | % 6 (9/148 D) 0.735
Eritromisin | %7,2 (5/69 D) %6,7 (5/74 D) | %6,9 (10/143 D) 0.735
%10,1 (7/69 OD) | %1,3 (1/74 OD) | %5,5 (8/143 OD)
Rifampisin %0 (-/69 D) %5,2 (4/76 D) | %2,8(4/145 D) 0.122
Klindamisin | %5,8 (4/68 D) %5,3 (4/75 D) | %5,5 (8/143 D) 1.00
%8,8 (6/68 OD) %4,1 (6/143 OD)
Gentamisin® | %0 (-/65 D) %1,5 (1/63D) | % 0,7 (1/128 D) 1.00
%1,5 (1/63 OD) | % 0,7 (1/128 OD)
Siprofloksasin | %0 (-/65 D) %7,1(4/76 D) | %2,8 (4/141 D) 0.138
%4,6 (3/65 0D) | % 7,8 (6/76 OD) | %6,3 (9/141 OD)
TMP-SMX %1,4 (1/70 D) %5 (4/80 D) % 3,3 (5/150 D) 0.372
%1,2 (1/80 OD) | %0,6 (1/1500D)
Tetrasiklin %1,5 (1/65 D) %12,3 (9/73 D) | %7,2 (10/137 D) 0.019

%1,5 (1/65 OD)

%0,7 (1/137 OD)

D: Direngli, OD: Orta diizeyde duyarli, *2012 yilinda netilmisin kullanilmastir.

PCR ile mecA geni varligi arastirilmasi sonucunda ise dokuz susta genotipik

olarak MRSA tespit edildi. Toplum kokenli dort susta, saglik bakim hizmeti ile

iliskili bes susta MRSA saptandi.

Fenotipik olarak MRSA saptanan bir toplum

kokenli susta mecA geni bulunmazken, mecA geni tasiyan bir sus fenotipik olarak

metisiline duyarli tespit edildi. Metisilin direnci saptanan S. aureus suslarinin diger

antibiyotiklere olan direng durumu Tablo 10°da gosterilmistir.
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Tablo 10. Metisilin direnci saptanan S. aureus suslarin diger antibiyotiklere direng

durumu

ANTIBIYOTIKLER TOPLUM HASTANE
Eritromisin - %20 D
Rifampisin - %40 D
Klindamisin - %20 D
Siprofloksasin - %25 D, %25 OD
TMP-SMX %25 D %40 D
Tetrasiklin - %75 D

D: Direngli, OD: Orta diizeyde duyarh

Staphylococcus aureus suslarinda mecA varhgmin saptanmasi

Tiim S. aureus suslarinin %6’sinda mecA pozitifligi tespit edildi. Fenotipik

olarak MRSA tespit edilen S. aureus susundan bir tanesinde mecA negatifligi

saptanirken, mecA pozitif saptanan bir susta ise fenotipik olarak MRSA saptanmadi

(Resim 1).
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Resim 1. S. aureus suslarinda mecA pozitifliginin gériilmesi (marker dizilimi ve 1, 2,
3,5,6,7,8,9, 10 nolu 6rneklerde 310 bg lik bolgede bant goriiniimil)

Toplum ve saghk bakim hizmeti ile iliskili enfeksiyonlarda S. aureus

suslarinda saptanan mecA pozitifliginin dagilimi Tablo 11°de gdsterildi.
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Tablo 11. S. aureus suslarindaki mecA pozitifliginin gruplara gére dagilimi

mecA pozitifligi | TOPLUM | HASTANE | TOPLAM | p degeri
fMSSA - 1 1
fMRSA 4 4 8
TOPLAM 4 5 9 1.00

Staphylococcus aureus suslarinda SCCmec tiplerinin belirlenmesi
Calismamizda SCCmec tipi mecA pozitif saptanan dokuz MRSA susunda arastirildi.
Buna gore, bes SBHI MRSA susundan ikisinde tip III, iki tanesinde tip IV ve bir
tanesinde tip V bulunurken, toplum kokenli ii¢ susta tip IV ve bir susta tip V

saptand1. PCR sonuglarinin goriintiileri Resim 1’°de gosterildi.

PK1PK2PK3PK4PK5 M NK 1 2 3 M 4 5 6 7 8 9 10

Resim 2. SCCmec tiplendirilmesinde elde edilen PCR goriintiileri [PK1 (HPV107 tip
IA), PK2 (BK2464 tip 11), PK3 (HUSA304 tip I11), PK4 (HDE288 tip 1V),
PK5 (HSJ216 tip 111A), M, NK, 1 (tip 1), 2 (tip 1V), 3 (tip 1), M, 5 (tip
1IV), 6 (tip V), 8 (tip V), 9 (tip 1V), 11 (tip IV), 12 (tip IV) ve marker
dizilimi]

Staphylococcus aureus suslarindaki PVL varhginin saptanmasi

Tiim S. aureus suslarinin %8,7’sinde PVL pozitifligi tespit edildi.
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Resim 3. S. aureus suslarinda PVL pozitifliginin goriillmesi (marker dizilimi ve 1 ve
10 nolu 6rneklerde 433 bg lik bolgede bant gériiniimii)

Toplum ve saghik bakim hizmeti ile iliskili enfeksiyonlarda S. aureus

suslarinda saptanan PVL pozitifliginin dagilimi1 Tablo 12°de gdsterildi.

Tablo 12. S. aureus suslarinda saptanan PVL pozitifliginin gruplara gére dagilimi

PVL pozitifligi TOPLUM HASTANE TOPLAM p degeri

MSSA 9 4 13
MRSA - - 0
TOPLAM 9 4 13 0.088

Staphylococcus aureus suslarinda enterotoksinlerin varhgi

Enterotoksin B-C, D, H ve TSST toksinleri hi¢bir S. aureus susunda
saptanmadi. Bazi suslarda birkac enterotoksin birlikte saptandi. En sik saptanan
enterotoksinler, SET-I ve SET-G idi. Bir tane saghk bakim hizmeti ile iliskili
enfeksiyon etkeni olan S. aureus susunda SET-J tespit edildi. Altmus iki S. aureus
susunda herhangi bir enterotoksin geni saptanmadi (Resim 4).

Toplum ve saglik bakim hizmeti ile iligkili enfeksiyonlarda S. aureus

suslariin enterotoksin gen dagilimi Tablo 13°de gosterildi.
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Resim 4. S. aureus suslarinda enterotoksin pozitifliginin goriilmesi (1, 3, 6, 8, 9, 11,
15, 17, 18, 21, 22, 25, 29, 30, 31, 34 nolu érneklerde enterotoksin I geni, 19
nolu ornekte enterotoksin A ve E geni ve 23 nolu 6rnekte enterotoksin A
geni ve 50 bg¢’lik marker dizilimi goriilmektedir).

Tablo 13. Toplum ve saglik bakim hizmeti ile iliskili enfeksiyonlarda S. aureus
suslarinin enterotoksin gen dagilimi

SET-A SET-C SET-E SET-G SET-I | SET-J Toplam
Toplum 1 4 1 20 37 - 63
Hastane 6 2 5 17 40 1 71
p degeri 0.122 0.418 0.216 0.345 0.628 1.00 -
Toplam 7 6 6 37 77 1 134

S. aureus suslarinda agr varhgi

Toplum kokenli enfeksiyonlarda agr tipl 30, agr tip2 10, agr tip3 20, agr
tip4 8 ve tiplendirilmeyen agr 2 S. aureus susunda saptandi. Saglik bakim hizmeti ile
iliskili enfeksiyonlarda agr tipl 46, agr tip2 14, agr tip3 14, agr tip4 4 ve

tiplendirilmeyen agr 2 S. aureus susunda bulundu (Resim 5).

S. aureus suslarinda saptanan agr tiplerinin ayrintili dagilimi Tablo 14’de

gosterildi.
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Resim 5. S. aureus suslarinda agr tiplerinin goériilmesi (1, 3, 9, 17, 18 nolu 6rnekler
tip 2; 2, 4,5, 6, 7,11, 13, 14, 16 nolu 6rnekler tip 1; 8, 10, 12 ve 15 nolu

ornekler tip 3, 19 nolu 6rnek NK ve 50 b¢’lik marker dizilimi).

Tablo 14. Toplum ve saglik bakim hizmeti ile iliskili enfeksiyonlarda S. aureus
suglarinin agr tip dagilimi

agr tipl agr tip2 agr tip3 agr tip4 agr tip0 | Toplam
Toplum 30 10 20 8 2 70
Hastane 46 14 14 4 2 80
P degeri 0,137 0,95 0,925 0,98 0,99 -
Toplam 76 24 34 12 4 150

Staphylococcus aureus suslarinin PFGE ile tiplendirilmesi

Calismamiza dahil edilen tim S. aureus suslarina PFGE uygulandi. Ancak

109 izolatin jel elektroforezinde diizgiin bant goriiniimii elde edildi. Bu 109 S. aureus

susunun dendograminda %80 ve iistii yakin iligki olarak dikkate alindiginda 74 farkli

genotip tespit edildi. Bu genotiplerden 61 tanesinin kendi igerisinde bir grup

olusturabilecegi saptandi. Altmuis bir S. aureus susu en az iki en fazla dort sus iceren

26 farkli gruba ayrildi. PFGE ile gruplara ayrilan ve sekanslar1 yapilan S. aureus

suslarinin dendogrami ve 6zellikleri Sekil 1°de gosterildi.
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Sekil 1. PFGE ile gruplara ayirma
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Staphylococcus aureus suslarmin multilokus dizi analizi sonucu sekans
tiplerinin belirlenmesi

PFGE analizi ile ayr1 gruplardan secilen 100 ayr1 S. aureus susunda
multilokus sekans analizi ile sekans tiplendirilmesi yapildi. Bu 100 farkli sus, PFGE
sonucunda elde edilen birden fazla izolat1 olan gruplardan rastgele secilen bir sus ile
tek izolat iceren ve bir gruba dahil edilemeyen suslardan olustu. Sekans analiz 6rnegi

resim 6’da gosterilmistir.

I!—II-I—II-III-II Il-II-I-II-I-II-II-I-II-I-II-I-II-III-IIl-I I-|

GG AM GOGACAG AAGAAGC TAGCGQCGAAATTAGGT GTTTTCETC (=1}
=0 e fa ) F2 -1 - ol o =0 E-]

Resim 6. glp 1<;1n elde edllen DNA dizi anallzmden b1r kesit gorulmekte (aIIeI no 1)

Toplum ve saglik bakim hizmeti ile iligkili enfeksiyonlarda S. aureus
suslariin ancak 85’inde sekans tipi belirlenebildi. Bunda gore en fazla sekans tipi
ST737 on bir, ardindan ST22 sekiz, ST15 yedi, ST121 ise alt1 S. aureus susunda
tespit edildi. Toplum kokenli 48 S. aureus susunda, saglik bakim hizmeti ile iliskili
37 S. aureus susunda 29 farkli sekans tipi saptandi.

S. aureus suslarmin sekans tiplerinin gruplara gore ayrintili dagilimi1 Tablo

15°de gosterildi.
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Tablo 15. S. aureus suslarinin sekans tiplerinin gruplara gore ayrintili dagilimi
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6. BULGULARIN OZETi

1. Calismamiza 2011 yilinda 54, 2012 yilinda 96 olmak iizere toplam 150
hasta dahil edildi. Hastalarin 70’1 toplum kokenli, 80’1 saglik hizmetleri ile iliskili S.
aureus enfeksiyonuna sahipti. Hastalarin %58,7’si erkek olup, ortanca yas 19,5 ay (3
giin-18 yas) idi.

2. Her iki grupta da en sik cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar tespit edildi.
Toplum kokenli enfeksiyonlarda goz ve kulak enfeksiyonlari, saglik bakim hizmeti
ile iligkili enfeksiyonu olanlarda kateter iligkili enfeksiyonlar ikinci siklikta goriildii.
Toplum kokenli enfeksiyonlarin %68,5’1, saglik bakim hizmeti ile iligkili
enfeksiyonlarm (SBHI) %22,5’u ayaktan tedavi edildi. Toplum ké&kenli
enfeksiyonlarmin %47,1’inde, SBHI enfeksiyonlarinin %61,2’sinde cerrahi tedavi
gerekli oldu. Ortalama yatis giinleri toplum kokenli enfeksiyonlarda 7,23 giin, SBHI
enfeksiyonlarda 16 giin idi. Etkenin en sik saptandigi yerler apse ve siiriintii 6rnekleri
idi.

3. Antibiyotik duyarliliklar1 degerlendirilebilen S. aureus suslarinin %93,8’1
penisiline, %7,2’si tetrasikline, %6,9’u eritromisine, %6,5’1 ampisilin-sulbaktama,
%S3,5’1 klindamisine, %3,3’i TMP-SMX’a %2,8’i rifampisin ve siprofloksasine
direncliydi.

4. Tium S. aureus suslariin %6’sinda mecA pozitifligi tespit edildi. Fenotipik
olarak MRSA tespit edilen S. aureus suslarmin bir tanesinde mecA saptanmadi.
Genotipik olarak MRSA saptanan S. aureus suslarinin bir tanesinde ise fenotipik
olarak metisilin direnci tespit edilmedi. Genotipik olarak MRSA tespit edilen S.
aureus suslarinin iki tanesinde SCCmec tip Ill, iki tanesinde SCCmec tip V, bes
tanesinde SCCmec tip IV tespit edildi.

5. Tim S. aureus suslarimin %38,7’sinde PVL pozitifligi bulundu.

6. En sik saptanan enterotoksinler, SET-I ve SET-G idi. Bir tane SBHI
enfeksiyon etkeni olan S. aureus susunda SET-J tespit edildi. Altmis iki S. aureus
susunda herhangi bir enterotoksin geni saptanmadi.

7. Toplum kokenli enfeksiyonlarda agr tipl 30, agr tip 2 10, agr tip 3 20, agr
tip 4 8 ve tiplendirilmeyen agr 2 S. aureus susunda saptandi. Saglik bakim hizmeti

66



ile iliskili enfeksiyonlarda agr tipl 46, agr tip2 14, agr tip3 14, agr tip4 4 ve
tiplendirilmeyen agr 2 S. aureus susunda bulundu.

8. PFGE sonucunda elde edilen 109 izolatin jel elektroforezinde diizgiin bant
gortiniimii elde edildi. Bu 109 S. aureus susunun dendograminda %80 ve {istii yakin
iliski olarak dikkate alindiginda 74 farkli genotip tespit edildi. Bu genotiplerden 61
tanesinin kendi igerisinde bir grup olusturabilecegi saptandi. Altmis bir S. aureus
susu en az iki en fazla dort sus iceren 26 farkli gruba ayrildi.

9. Toplum ve SBHI enfeksiyonlarda S. aureus suslarmmin ancak 85’inde
sekans tipi belirlenebildi. Buna gore en fazla sekans tipi ST737 on bir, ardindan
ST22 sekiz, ST15 yedi, ST121 ise alt1 S. aureus susunda tespit edildi. Toplum
kokenli 48 S. aureus susunda, saglik bakim hizmeti ile iligkili 37 S. aureus susunda

29 farkli sekans tipi saptandi.
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7. TARTISMA

Staphylococcus aureus kuruluk veya yiiksek konsantrasyonda sodyum klorid
varlig1 gibi elverissiz kosullara direngli olmasi, ¢ok sayida viriilans faktori ihtiva
etmesi ve cilt ve nazal mukozada gegici veya kalici kolonizasyona yol agmasi
nedeniyle insanlarda hastalik olusturabilen en 6nemli patojenlerden biridir.

Bin dokuz yiiz kirklarin basinda penisilinin klinik kullanima girmesiyle,
%80’lerde Sliimciil seyreden S. aureus enfeksiyonlarinin mortalitesinde dramatik bir
azalma meydana gelmis ancak iki yil gibi kisa bir siire icerisinde penisilinaz iireten
penisilin direngli S. aureus suslarinin ortaya ¢ikmasi bu basariyr golgelemis ve yillar
icerisinde penisilin direncinde hizli bir artis gozlenmistir. Penisillinaza direngli
penisilin olan metisilin ve tiirevlerinin 1961 yilinda klinik kullanima girmesi sorunun
¢oziildiigii izlenimini verse de sadece bir yil sonra ilk kez Ingiltere’de MRSA
susunun hastane ortaminda saptanmasi aslinda bu bakteri ile miicadelenin yeni ve
farklt bir boyut kazanacaginin habercisi olmustur. Bakteri, 1960’larn ikinci
yarisindan itibaren c¢oklu direngli MRSA suslarinin tanimlanmasi ile hastane
ortaminda giderek artan siklikta nozokomiyal patojen olarak On siralarda yerini
almaya baslamistir. Avrupa’da bu donemde ortaya ¢ikan hastane salginlarinda bu
bakteri ‘’archaic klonu’’ olarak adlandirilmis ve daha sonrasinda bu klonun ST250
tipinde sekansa sahip oldugu bildirilmistir. Zamanla bu klonun goriilme siklig
azalmig ve yerini bagka klonlar almistir (37). Bakterinin epidemiyolojisinde diger
onemli bir tarih 1982 yilinda Amerika’dan bildirilen toplum iligkili ancak ilag
bagimlilarinda ortaya ¢ikan MRSA enfeksiyonlari olmustur. 1990’larin ortalarina
kadar biiyiik oranda SBHI olarak birtakim risk faktérlerine sahip kisilerde MRSA
enfeksiyonlart goriilmiis ve bu donem igerisinde sikligi giderek artis gostermeye
baglamistir. Amerika’da 1975 yilinda MRSA siklig1 %2,4 iken 1991 yilinda %29’a
cikmigtir (37). 1993 yili itibariyla yeni MRSA klonlarinin gézlenmesi ile klinik ve
epidemiyolojik ayirim yaninda molekiiler belirteglerin de kullanimima olanak
saglamig, ancak 1999 yilinda, dncesinde saglikli olan dort ¢ocukta 6limciil MRSA
enfeksiyonlarinin saptanmasi ve higbir risk faktoriine sahip olmayan Kisiler arasinda
enfeksiyonun toplumdan kazanilmasi molekiiler belirtecler yaninda epidemiyolojik

olarak da yeni tanimlamalarin ortaya ¢ikmasina yol agmistir. CDC, 2000 yilinda
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toplum kokenli MRSA (TK-MRSA) igin hasta tanimlamasi yapmis; bu hastalari,
poliklinik kosullarinda veya hastaneye yatirildiktan sonraki ilk 48 saat icerisinde
MRSA enfeksiyonu tanimlanan ve SBHI agisindan daha &nce belirtilen herhangi bir
risk faktoriine sahip olmayan hastalar olarak tanimlamistir (35, 78). TK-MRSA
tanimlanmasinda daha sonra molekiiler kriterler de devreye girmistir. Tasidigi
SCCmec tipi, multilokus sekans tipi, PVL pozitifligi, protein A gen tipi, PFGE
paterni ile birlikte molekiiler tiplendirilmelerine ve antibiyotik duyarlilik profillerine
gore TK-MRSA’larin kendilerine 6zgii bir tanimlanmasi saglanmistir (37). Sonug
olarak gectigimiz on yil icerisinde TK-MRSA suslarinin hastane ortaminda salginlara
yol agmast bu tanimlamalarda kafa karigiklilarina yol agmistir. Biz ¢alismamizda
2000 yilinda CDC’nin 6nerdigi tanimlama g¢ercevesinde epidemiyolojik olarak S.
aureus suslarini toplum ve saglik bakim hizmeti ile iliskili olarak iki gruba ayirdik.
Toplum ve hastane kaynakli izolatlar1 viriilans faktorleri, agr tipleri, PFGE profilleri,
tasidiklar1 SCCmec tipleri ve sekans tipleri agisindan karsilastirmayi amagladik.

Genel olarak TK-MRSA daha ¢ok cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarina,
nekrotizan pndmoni ve sepsise neden olur. TK-MRSA i¢in; gencler, evsizler, atletler,
askerler, bazi etnik kokende olanlar (aborjinler gibi) risk gruplarmi olustururken,
yakin fiziksel temas, ciltte kiiciik ¢iziklere yol acan travmalar, kotii kisisel hijyen gibi
risk faktorleri de tanimlanmistir. Bulasma kisiden kisiye yayilma veya ortak
esyalarin (havlu vb) kullanimi gibi ¢evreden kisiye yayilma seklinde olabilir. Beta-
laktam diginda ¢ogu antibiyotige duyarli olmasi 6nemli bir 6zelligi olan TK-MRSA
suglarinda siklikla SCCmec tip IV, V, VII tasinir ve genellikle PVL pozitifligi
gortliir (79).

HK-MRSA ise pnomoni, idrar yolu enfeksiyonu, kan akim enfeksiyonu ve
cerrahi yara yeri enfeksiyonlarina neden olur. HK-MRSA i¢in yagh insanlar, uzun
siireli hospitalize edilen veya bakim kuruluslarinda kalanlar risk grubunu
olustururken, damar igi kateter veya sant varligi, gastrostomi kateteri gibi tibbi arag
bulunmasi, hemodiyaliz uygulanmasi, uzun siire hastanede yatis, uzun siireli
antibiyotik kullanim1 ve HK-MRSA ile kolonize kimselerle yakin temas risk
faktorlerini olusturur. Kisiden kisiye yayilmada 6zellikle saglik calisanlart dnemli rol
iistlenir, hastane malzemeleri veya ekipmanlari ile ¢evreden kisiye de bulas olabilir.

Beta-laktam antibiyotiklere ek olarak siklikla ¢oklu antimikrobiyal direng gosteren
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HK-MRSA suslar1 genellikle SCCmec tip I, I1, 11 tasir ve genellikle PVL negatifligi
gortliir (79).

Bir S. aureus susunda metisilin direncinden bahsetmek i¢in mecA genini
saptamak gerekir. TK-MRSA’da SCCmec’in orjini konusunda farkli hipotezler
ortaya atilmistir. Bunlardan en fazla {izerinde durulanm1 toplumda saptanan MSSA
suslarinda bulunan genoma SCCmec’in eklenmesidir. Bu teoriyi destekleyen goriis
1960’larda PVL iireten MSSA’larin varligini gosteren c¢alismalarin olmasiyla, PVL
tireten MSSA suslarindaki genoma SCCmec tip IV’in eklendiginin diistintilmesidir
(sonrasinda ST30-MRSA-IV susunun ortaya ¢ikmasina neden olmustur). Ayrica bu
teori PVL olusturan S. aureus genomu icerisine SCCmec’in entegre oldugunun
gosterilmesi ile desteklenmistir (79). Bundan dolayr TK-MRSA’nin yayginligmin
izlenmesi yaninda, su anda dolasan MSSA suslar1 hakkinda da kesin bir bilgiye
ihtiyacimiz vardir.

TK-MRSA suslarinin  olusturdugu klinik bulgular TK-MSSA suslarinin
olusturduklari ile benzese de, TK-MRSA enfeksiyonlari, daha ciddi ve muhtemelen
daha dissemine olma egilimindedir. Amerika’nin ¢ogu eyaletinde TK-MRSA
suslarinin neden oldugu cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarinin MSSA suslarinin
sebep olduklar1 enfeksiyonlari gectigi bildirilmektedir. Ayrica diinyanin diger
bolgelerinde de TK-MRSA sikligi giderek artmaktadir (38). Amerika’da yayinlanan
bir ¢alismada 1.761.991 S. aureus susu analiz edilmis, yillik MRSA prevelansi
1998°de %32,7 iken 2007 yilinda %53,8 olarak tespit edillmistir. Bu ¢alismada TK-
MRSA suslar1 dikkate alindiginda 1998 yilinda sikligr %22,3 iken 2007 yilinda
sikligin %66,1’¢e yiikseldigi goriilmiistiir. Cocuklar arasinda 2007 yili itibartyla TK-
MRSA suslarinin tiim MRSA suslarinin %81,5 unu olusturdugu tespit edilmistir. Bu
durum Amerika’da S. aureus epidemiyolojisinde TK-MRSA’ya dogru bir kaymanin
oldugunu agik bir sekilde gostermektedir (80). Buna karsin diinyanin her yerinde bu
kadar yiiksek siklik gériilmemektedir. Avustrulya’dan yapilan bir ¢alismada ise TK-
MRSA sikligi %19,3, TK-MSSA ise %80,7 olarak tespit edilmistir (38). MSSA
suslarinin = %95,1’inin, MRSA suslarinin  %88,1’inin cilt ve yumusak doku
enfeksiyonu olusturdugu saptanmistir. Bu enfeksiyonlar icerisinde apse olusumu ile

MRSA arasinda giiclii bir iligki gozlenirken, MRSA enfeksiyonlarinin daha yiiksek
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olasilikla invaziv olma egiliminde oldugu bulunmustur (38). Bu ¢alismada bildirilen
MRSA ile apse olusumu arasindaki giiglii iliski baska ¢alismalarda da gosterilmistir.

Cin’den bildirilen bir ¢alismada TK-MRSA ve MSSA suslarinin neden
oldugu cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarinin epidemiyolojk ve molekiiler
ozellikleri ve TK-MRSA ile TK-MSSA arasindaki genetik iligki arastirilmistir. Bu
calismada %31,8 oraninda cilt ve yumusak doku enfeksiyonu saptanmis ve bunlarin
igerisinde 14 hasta (%4) TK-MRSA olarak degerlendirilmistir. Cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlart en sik bir yasindan kiigiik infantlarda goriiliirken, tiim S. aureus
enfeksiyonlart en sik 6-14 yas arasinda saptanmistir. Toplum kokenli enfeksiyonlar
icinde apse (%33,9), paronisi (%26,5), omfalit (%17,4), yara enfeksiyonlar1 (%14),
impetigo (%4) tespit edilirken, TK-MRSA suslarmin %71,4’ii, MSSA suslarinin
%4,17’sinin PVL pozitif oldugu bulunmustur. PVL pozitif olanlarin daha siklikla
apseye yol actigr gézlenmistir (81).

Kanada da 2007-2009 yillar1 arasinda yapilan ve tim S. aureus
enfeksiyonlarmin toplandigi bagka bir ¢alismada genotipik olarak TK-MRSA siklig
%25,2, HK-MRSA sikligi %72,4 olarak tespit edilmistir. Bu caligmada TK-
MRSA’nin yillar iginde anlamli olarak arttig1 gézlenirken, HK-MRSA prevalansinin
azaldigi bulunmustur. Izlenen {ic yil igerisinde TK-MRSA sikligi %19,5’dan
%31,9’a yiikselirken hastalarin demografik 6zellikleri ag¢isindan anlamli bir
degisiklik saptanmamistir. HK-MRSA suslarin  %60,6’s1, TK-MRSA suslarin
%55,8’i erkek cinsiyetten olup, TK-MRSA suslarinda hastalarin daha geng oldugu
saptanmistir. HK-MRSA suslarinda kan akim enfeksiyonlar1 ve solunum yolu
enfeksiyonlar1 daha fazla iken, TK-MRSA suslarinda yara yeri enfeksiyonlar1 daha
sik saptanmistir. TK-MRSA suslarinin %89,7’sinde PVL pozitifligi saptanirken, HK-
MRSA suglarmin  %99,5’u PVL negatif olarak tespit edilmistir. Cogu HK-MRSA
susu SCCmec tip Il olarak bulunmustur (82).

Amerika’dan bildirilen ve 2000-2005 yillari arasinda 11554 MRSA
enfeksiyonunun incelendigi baska bir ¢alismada, TK-MRSA orani tim MRSA
suslari igerisinde %20 olarak saptanmistir. Ancak yillara gére dagilim incelendiginde
2000 yilinda siklik %11 iken yillar igerisinde artma egilimi gostererek 2005 yilinda
%33 olarak tespit edilmistir. Tim MRSA enfeksiyonlarmnin %82’sini cilt ve yumugak
doku enfeksiyonlar1 olustururken, TK-MRSA’nin neden oldugu cilt ve yumusak
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doku enfeksiyonlarina bakildiginda 2000 yilinda siklig1 %75 iken, 2005 yilinda %87
saptanmis, fark istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek bulunmustur. Suslarin
PFGE paternleri irdelendiginde 2000 yilinda %6 oraninda saptanan USA300 klonu,
2005 yilinda %68’e yiikselmistir. USA400 paterni ise 2000 yilinda %63 iken 2005
yilinda %11’e gerilemis ve USA400 ile USA300 arasinda bir yer degistirmenin
oldugu sonucuna varilmistir (83).

Bu ¢alismalar ve benzeri birgok ¢alismada son yillarda TK-MRSA sikliginin
artt1g1, TK-MRSA’nin daha geng kisilerde saptandigi, TK-MRSA ile PVL pozitifligi
ve invaziv cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar1 arasinda daha yakin bir iliski oldugu
goriilmektedir. Bu durum MRSA suslarinin hizla yayildig: ve cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlar1 gibi ¢ogunlukla ayaktan tedavilerin miimkiin oldugu toplum igerisinde
tespit edilen hastalarda, baslangi¢ ampirik antibiyotik tedavisinin énemli bir sorun
haline gelmesine neden olmustur.

Birgok iilkede yapilmis olan ¢alismalarin sonucunda Klinik izolatlardan elde
edilen S. aureus suslarmin antibiyotik diren¢ durumu, klinisyenlerin ampirik
antibiyotik tedavide sececekleri ilag igin yol gosterici olmustur. 1997-1999 yillari
arasinda farkli bolgelerdeki hastanelerden elde edilen S. aureus suslarinin
antimikrobiyallere duyarhiliklarinin saptandigi genis kapsamli ¢ok uluslu bir ¢alisma
yayilanmistir (84). Bu ¢alismada elde edilen sonuglar tablo 16’da gosterilmistir
(84).

Tablo 16. Farkli bolgelerden elde edilen S. aureus suslarinda antimikrobiyal direng
durumu (%)

USA Latin Kanada Avrupa Bat1 Pasifik
Amerika

MRSA [ MSSA | MRSA | MSSA | MRSA | MSSA | MRSA | MSSA | MRSA [ MSSA
Ampisilin- 100 1,1 100 0,6 100 1,1 100 - 100 0
sulbaktam
Eritromisin 92,7 22,4 93 16,1 75,3 12,4 82,6 15,7 94,7 14,7
Klindamisin 79,2 |33 88 1,7 63 19 735 |59 79,3 |35
TMP-SMX 26 2,6 654 |14 16 1,2 23 2,1 358 |22
Siprofloksasin 886 |39 89,6 1,2 605 |2 895 |84 88,1 1
Tetrasiklin 156 | 4,8 63,8 |93 148 |41 57,2 | 10,3 | 82 8,7
Rifampisin 7,7 0,6 23,4 1,3 4.9 0,5 44 4 2,2 10,5 0,8

Yakin donemde Avustrulya’dan yapilan bir ¢alismada, MRSA suslarinda
TMP-SMX ve eritromisin direnci sirasiyla %12,2 ve % 15,9 bulunurken, MSSA
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suslarinda bu antibiyotiklere direng sirasiyla %6 ve %12,9 oraninda saptanmigtir
(38). Kanada’dan yayinlanan baska bir ¢alismada TK-MRSA suslarinin tamami
(%100) TMP-SMX duyarliligi gostermis, HK-MRSA suslarinda bu oran %386,5
olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismalar MRSA suslaria bagh cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlarinda ampirik tedavi i¢in halen ilk segcenegin TMP-SMX olmaya devam
edecegini gostermistir (82). Tayvan’dan 2005 yilinda bildirilen bir ¢alismada bunu
desteklemistir (85). Ancak diinyanin her yeri igin bu durumun bdyle olmadigini
gosteren baska bolgesel ¢alismalar da mevcuttur. Cin’den bildirilen bir ¢alismada
TK-MRSA suslarinda klindamisin ve ertiromisin direnci %85,7, TMP-SMX direnci
%63,4 olarak saptanirken, MSSA suslar1 arasinda direng oranlar1 klindamisin %60,
eritromisin %67,5, TMP-SMX %53,3 ve tetrasiklin %24,2 olarak tespit edilmistir
(81).

Ulkemizdeki duruma baktigimizda aslinda ¢ocuk hasta gruplarinda yapilmis
cok genis kapsamli bir ¢alisma bulunmamaktadir. Diinyanin farkli bolgelerinden
verilerin toplandig1 uluslar arast bir calisma da 1997-1998 yillar1 arasinda
Tiirkiye’den toplanan S. aureus suslarinda %37,5 oraninda MRSA oldugu
bildirilmistir (84). Ulkemizde 2000’li yillarm baslarinda yapilan yayinlarda
genellikle %30’un tiizerinde MRSA oranlar1 bildirilmistir (86). Toplumdan
kazanilmis MRSA ile ilgili ¢alismalarda 2003-2004 yillarinda bu oranin Istanbul’da
%20 olarak tespit edildigi goriilmektedir (87). Hastanede yatan hastalardan 2003-
2004 yillar1 arasinda izole edilen suslarda antimikrobiyal diren¢ durumunun
degerlendirildigi bir ¢alismada Tirkiye genelinde MRSAsikliginin %52 oldugu ve
eritromisine %60, TMP-SMX’e %28, siprofloksasine %57, klindamisine %50,
rifampisine%56 oraninda direngli oldugu saptanmistir (88). Son donemlerde ise
bolgeden bolgeye, hatta ayni1 bolgedeki hastaneler arasinda bile MRSA oranlar1 farkli
bulunmaktadir.

Calismamizda toplum kokenli enfeksiyon sikligt %46,7, saglik bakim hizmeti
iligkili enfeksiyon siklig1 %53,3 olarak bulundu. Toplum kdkenli enfeksiyonlarin
%57,1’i erkek olup ortanca yas 13 ay iken SBHI enfeksiyonlarn %60°1 erkek olup
ortanca yas 45 ay idi. Hem toplum koékenli hem de SBHI enfeksiyonlarda ilk siray:
cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar1 alirken, toplum kokenlilerde bunu g6z ve kulak

enfeksiyonlar, SBHI enfeksiyonlarda kateter ile iliskili enfeksiyonlar ve
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bakteriyemi-sepsis gibi invaziv enfeksiyonlar takip etti. MRSA saptanan hastalara
baktigimizda toplum kokenli olanlarda cilt ve yumusak doku enfeksiyonlart (apse,
impetigo ve omfalit) ve konjunktivit saptanirken, SBHI olanlarda endokardit, sepsis,
postoperatif menenjit, cerrahi yara yeri enfeksiyonu ve idrar yolu enfeksiyonu olarak
tespit edildi. TK-MRSA hastalarinin % 75’1 kiz olup hastalarin ortalama yas1 32 ay
idi. HK-MRSA hastalarinin %60°1 erkek olup, hastalarin ortalama yas1 85,6 ay idi.
Toplum kokenli MRSA suslarmin hepsi siprofloksasin, rifampisin, eritromisin,
klindamisin ve tetrasikline duyarli iken, TMP-SMX’e %25 oraninda direngliydi.
Saglik bakim hizmeti ile ilisikili olan MRSA suslarinda %75 oraninda tetrasiklin,
%40 oraninda rifampisin, %40 oraninda TMP-SMX, %25 oraninda siprofloksasin ve
%20 oraninda eritromisin ve klindamisin direnci gozlendi.

Toplum koékenli ve SBHI MRSA suslarmin ayiriminda molekiiler diizeyde
yapilan ¢alismalardan da yararlanilmaktadir. Bunlar igerisinde en énemlilerinden biri
de SCCmec tip tayinidir. Metisilin direngli S. aureus suslarinda direng gelisimini
saglayan PBP2a’nin kodlanmasi mecA geni tarafindan saglanir. mecA geni hareketli
bir genomik eleman olan SCCmec lizerinde tasinmaktadir. SCCmec, ccr ve mecA gen
komplekslerindeki yapisal degisikliklere bagh olarak tiplere ayrilir. Gliniimiizde 11
tipi tanimlanmistir. Bazi tiplerinin beta-laktam antibiyotik dis1 antibiyotiklere karsi
direng genlerini tagimasi ve bazilarinin 6zellikle HK-MRSA suglarinda saptanmast,
MRSA susglarinin molekiiler olarak ayrilmasina olanak vermistir. Genel olarak
SCCmec tip I, I, 11l HK-MRSA suslarinda izlenirken, tip IV, V ve VII TK-MRSA
suglarinda tespit edilmektedir. Bazi yayinlarda TK-MRSA suslarinin tip I, I ve 111
tagidiklari, yine HK-MRSA suslarinin SCCmec tip IV tasidiklarinin gosterilmesi
bunun degismez bir kural olmadigini da gostermektedir (89-91). Cin’de yapilan bir
calismada 14 TK-MRSA susunun altisinda SCCmec tip IV bulunmus, geri kalanlarda
ise tip V, tip III ve tip I tespit edilmistir (81).

MRSA suslarmin SCCmec tipleri PVL pozitifligi ile de iligkilidir. SCCmec
tip I-1Il’e sahip MRSA suslarinda %5’in altinda PVL pozitifligi bulunurken,
SCCmec tip IV’e sahip MRSA suslariin %40-90’1nda PVL pozitifligi gosterilmistir
(92). Calismamizda genotipik olarak MRSA saptanan suslara SCCmec
tiplendirilmesi yapildi. SBHI olanlardan ikisi tip 111, iki tanesi tip IV ve bir tanesi tip

V SCCmec genini tasirken, toplum kokenli olanlarin ii¢ tanesi SCCmec tip 1V ve bir
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tanesi SCCmec tip V genini tasidig1 bulundu. Bu sonug ¢alismamizda degerlendirilen
S. aureus suslar1 arasinda neden beta-laktam dis1 antibiyotik direncinin ¢ok fazla
saptanmadigin1 da aciklamaktadir. Higbir MRSA susunda PVL pozitifligi
saptanmadi. Suslarin yedi tanesinin SCCmec tip IV ve tip V olmasi en az iig
tanesinde PVL pozitifliginin olacagini disiindiirebilir. Amerika’da STS8, Avrupa’da
ST80, Asya’da ST30 ve Singapur’da ST59 PVL pozitif TK-MRSA suslarinda baglica
saptanmis sekans tipleriydi. Calismamizda toplum kokenli MRSA saptanan suglarin
sekans tiplendirmesinde ST737, ST509 ve ST22 bulunurken, HK-MRSA saptanan
suslarn sekans tiplendirilmesinde ST239 ve ST737 tespit edildi. Ozellikle TK-
MRSA suslarindaki PVL negatifligi sekans tipleriyle agiklanabilirken, hastane
kokenli MRSA suslarinin ikisinde SCCmec tip III saptanmasi da bu suglardaki PVL
negatifliginin sebebini ortaya koyabilir.

Staphylococcus aureus’ta metisilin direncinin saptanmasinda altin standart,
molekiiler tekniklerin gelismesi ile birlikte mecA geninin varliginin ortaya
konulmasidir. Ancak her laboratuvar ortaminda bakilamamasi, pahali ve zahmetli
olusu nedeniyle bugiin i¢in halen MRSA suslar1 en sik disk diflizyon yontemi ile
fenotipik olarak tespit edilmektedir. Bununla birlikte mecA geninin varlig1 her zaman
yeterli olmamakta, mecA geninin ekspresyonunu etkileyen veya PBP2a’nin aktivitesi
ile etkilesebilecek faktorlerin olmasi da metisilin direncinin ortaya ¢ikmasini
etkilemektedir (55). Metisilin direncinin heterojen olarak ortaya ¢ikmasi, uygunsuz
saklanmig beta-laktam antibiyotik tozlarinin kullanimi, inkiibasyon derecesinin 37°C
olmasi veya inkiibasyon siiresinin kisa tutulmasi, inokulum miktarinin az olmasi,
besiyerinin igerigi, diisiik tuz konsantrasyonu gibi etmenler rutinde laboratuvar
ortaminda yanlis negatif sonuglarin alinmasina yol agabilmektedir (56). Metisilin
direncinin saptanmasinda rutin laboratuvar ortaminda oksasilin disk difiizyonu en sik
kullanilan yontemdir. Ancak yine de disk diflizyon yonteminde oksasilin ile birlikte
sefoksitin disk difiizyon yonteminin birlikte degerlendirilmesi tercih edilmektedir.
Yapilan bir ¢alismada mecA saptanan 210 MRSA susunda oksasilin disk difiizyon
yonteminin %100 duyarlilikta ancak %89 0Ozgiilliikte oldugu, sefoksitin disk
difiizyon yonteminin ise %99,5 duyarlilikta ve %100 6zgiilliikkte oldugu bulunmustur
(74). Baska bir ¢alismada sefoksitin disk difiizyon yontemi ile %100 O6zgiillik,
%96,5 duyarlilik, oksasilin disk diflizyon yontemi ile %99 ozgiillik, %90,4
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duyarhilik bulunmustur (93). Ulkemizde yapilan diger bir ¢calismada PCR ile mecA
geni pozitif saptanan MRSA suslarinda, oksasilin disk difiizyon testinin duyarlilig
%100, 6zgilligi %91bulunmustur (94). Calismamizda ise hem mecA varligi hem de
disk diflizyon yontemi ile MRSA belirlendi. Toplam dokuz hastada fenotipik olarak
MRSA tespit edildi. Bunlardan besi toplum kokenli, dérdii SBHI idi. Fenotipik
olarak toplum kokenlilerin oran1 %7,1, SBHI olanlarin oram1 %35 olarak saptand.
Ancak PCR ile mecA varligi arastirildiginda toplumda %5,7, SBHI enfeksiyonlarda
ise %6,2 olarak tespit edildi. Fenotipik olarak MRSA saptanan bir susta mecA
pozitifligi tespit edilmezken, genotipik olarak MRSA saptanan bir susta ise fenotipik
olarak  metisilin  direnci  bulunmadi. Bu durum literatiirler esliginde
degerlendirildiginde beklenenin disinda bir bulgu olarak goriilmedi. mecA geninin
eksprese olamadigi (ekspresyonunu engelleyecek fem faktorlerinin varhigl) veya
yukarida bahsettigimiz uygun ¢evre kosullarin saglanamadigi durumlarda fenotipik
olarak MRSA saptanamayabilir. Burada bizim i¢in daha &nemli olan tanida altin
standart olarak kabul edilen mecA negatif fenotipik MRSA varligiydi. Literatiirlere
baktigimizda mecA negatif oldugu halde MRSA olan suslardan siklikla
bahsedilmektedir (95-98). Bu grup suslar BORSA olarak siiflandirilmakta ve olasi
birka¢ diren¢ mekanizmasi tizerinde durulmaktadir. Asirt miktarda penisillinaz
iretimi olabildigi gibi metisilinin baglandigi PBP’lerde ger¢eklesen nokta
mutasyonlarin metisilinin baglanma afinitesinde azalmaya neden olmas1 da MRSA
suslarinin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (95, 97). Son yillarda sigir kaynakli
S.aureus izolatlarinda tespit edilen ve insanda enfeksiyonlara yol acan etkenlerde de
metisiline direng gelisiminden sorumlu olabildigi gosterilen bir mecA geni analogu
olan mecAx ca varliginda da rutin mecA analizleri negatif sonug verirken, fenotipik
olarak bu suslar metisiline direngli bulunduklari bildirilmistir (98).

Yapilan caligmalarda agr tiplerinin sikligir farkli olarak goriilse de genel
olarak en sik agr tip 1’e rastlanmaktadir (99, 100). agr tipleri sikliginin; etkenin elde
edildigi 6rnege, neden oldugu hastaliga, diren¢ durumuna, toplum ve hastane kokenli
olmasina, hastaliga m1 yoksa kolonizasyona mi yol agtigina gore degistigi cesitli
calismalarda gozlenmektedir. Tayvan’dan bildirilen ve 10 farklt merkezden 1000
adet nozokomiyal MRSA etkeninin toplandigi bir ¢alismada agr tip 1%91,9, agr tip
2%7,8, agr tip 3 %0,2 ve agr tip 4 %0,1 olarak bulunmustur. Orneklerin elde edildigi
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yerler ile agr tipleri arasinda iliski tespit edilememistir (101). Cesitli klinik
orneklerden toplanan 57 MRSA susunun incelendigi baska bir ¢aligmada agr tip 1
%15,7, agr tip 2 %3,5, agr tip 3 %40,3 olarak tespit edilmis, geriye kalan orneklerde
agr tiplendirilmesi yapilamamustir. agr tip 3 invaziv olmayan hastaliklarla iliskili
iken, agr tip 1 bakteriyemi gibi invaziv hastaliklarla iligkili goriilmiistiir (102).
Japonya’dan bildirilen ve hastane kokenli olan MRSA izolatlarinin biyofilm
formasyonu tizerinde agr’nin etkilerinin arastirildigi bir calismada; agr tip 1’¢ sahip
S. aureus suslarinda biyofilm indeksi, agr tip 2’ye ve agr tip 3’¢ sahip S. aureus’lara
gore anlamli olarak daha diigiik saptanmustir. agr tip 1 %8,8, agr tip 2 %90,1 ve agr
tip 3 %]I,1 olarak tespit edilmistir (103). Baska bir caligmada glikopeptidlere orta
diizeyde duyarli olan S. aureus (GOSA) ve hetero-GOSA izolatlarinin agr tip 2
grubuna ait oldugu bulunmustur (104). Yine diinya genelinde 8 bolgeden toplanan
192 MRSA ve MSSA izolatinda sadece %6 oraninda agr grup 2 S. aureus varligi
gosterilmis (105) ancak Ingiltere’den yapilan farkli bir calismada nozokomiyal
MSSA izolatlarinin %26’smin agr grup 2’yi temsil ettigi gosterilmistir (106).
Tahran’dan bildirilen ve {i¢ farkli egitim arastirma hastanesinden 182 S. aureus
susunun toplandig bagka bir ¢alismada, agr tip 1 %55,1, agr tip 2 %16,9, agr tip 3
%16,5 ve agr tip 4 %9,4 olarak bulunmustur (107). Calismamizda agr tip 1 %50,7,
agr tip 2 %16, agr tip 3 %22,7, agr tip 4 % 8 olarak tespit edildi. Toplum ve SBHI
enfeksiyonlarda en sik agr tip 1 sirastyla %42,9 ve %57,5 oranlarinda saptandi. agr
tip 1 ve agr tip 2 daha ¢ok SBHI enfeksiyonlarda gériiliirken, agr tip 3 ve agr tip 4
toplum kokenli enfeksiyonlarda bulundu. MRSA suslarinda ise %88,8 oraninda agr
tip 1, %12,2 oraninda agr tip 3 tespit edildi. Bu durumun ¢alismamiza dahil edilen
enfeksiyon tipleri ve antibiyotik duyarlilik profilleri dikkate alindiginda genel olarak
elde edilen verilerden ¢ok da farkli olmadig1 goriilmektedir.

Jarraud ve ark. (108) tarafindan yapilan bir ¢alismada agr spesifik gruplari ile
enfeksiyon tipleri arasinda bir iligki bildirilmistir. Onlar agr grup 4 suslarinin yaygin
eksfolyatif sendromlarla iligkili olduklarini belirtmislerdir (108). Baska ¢aligmalarda
agr tip 3 suslarinin TSST-1 iiretimi ile, endokardite neden olan suslarin temelde tip 1
ve tip 2 ile, bakteriyemi gibi invaziv hastaliklarin tip 1 ile iligskisi bulunmustur (102,
107, 108). Calismamizda genelde tiim enfeksiyon alt tiplerinde neredeyse birinci

sirada tespit edilen agr tip 1, menenjit, bakteriyemi endokardit gibi invaziv
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enfeksiyonlarda, kemik-eklem enfeksiyonlarinda diger tiplere goére belirgin olarak
daha on planda saptandi. agr tip 4 ise c¢ogunlukla cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlarinda bulundu.

Bazi galismalarda agr defektif S. aureus suslari bildirilmistir. Bu suslarin
izolasyondan sonra kiiltiir asamasinda ¢esitli manuplasyonlar sirasinda in vitro olarak
ortaya ¢iktigini bildiren yayimlar mevcuttur. Ancak Trabe ve ark. (109) tarafindan
yapilan bir ¢alismada agr negatif suslarin klinik hastaliklarda ortaya ¢ikti§i sonucu
¢ikartilmaktadir. Arastiricilar Klinik materyallerde saptanan agr defektif mutantlarin
enfeksiyon seyrinde ortaya ¢iktigini ve sebat ettigini bildirmislerdir. Boyle suslarin
klinik orneklerde saptanmasinin, bu suslarin enfeksiyonu baglattigi anlamina
gelmemektedir. Aslinda bu suslarin enfeksiyonu baslattiklarinin gdsterilememesi; bu
baglamda enfeksiyonun daha ge¢ evrelerinde hi¢ olmasa da zayif olarak agr’nin
eksprese edilmesi, enfeksiyonun erken evrelerinde agr ekspresyonunun Onemli
olduguna isaret etmektedir (25, 109). Baska bir ¢alismada agr islevselliginin
insanlarda nazal kolonizasyon i¢in mutlak 6n kosul olmadigi bildirilmektedir.
Saglikl kisilerde agr defektif sus tasiyiciliginin yaklasik %4 olmasi alisilmadik bir
durumdur ve hastane maruziyeti ile iliskilidir. Oyle ki agr defektif suslarla
kolonizasyon i¢in tek dnemli risk faktorii onceden hastanede yatmaktir. Bu durum
agr defektif suslarin nozokomiyal olarak bulastigin1 gosteriyor olabilir ancak
prevelans calismalar1 gerekmektedir. Burada kritik soru kolonize olan hospitalize
hastalarda agr negatif suslar arasindan m1 yoksa agr pozitif suslar arasindan m1 daha
fazla hastaligin ortaya ciktiginin bilinmesidir. S. aureus enfeksiyonlarin tedavisi ve
onlenmesi i¢in gelistirilmekte olan ‘‘agr quorum sensing inhibitérleri’’nin potansiyel
kullanim1 ve agr islevselliginin klinik enfeksiyon sonuglari iizerine etkileri goz
Ontine alindiginda nozokomiyal agr defektif suslarin rezervuari onemli etkilere
sahiptir. agr mutasyonlarinin enfekte hayvan modellerinde ve enfekte hastalarda
ortaya ciktig1 ve hastaliga neden olan organizmalarda yaygin olarak meydana geldigi
gozlenmektedir. Fakat hospitalizasyon yoklugunda izolatlarin kolonize olmadig:
goriilmektedir. Bu durumun agr defektif mutasyonlarin ortaya ¢ikmasinin enfeksiyon
seyrinde oldugunu destekleyebilir (110-112). Bir ¢alismada agr defektif S. aureus
suslart %1,8 oraninda tespit edilmistir (107). Calismamizda agr yoklugu %2,6

oraninda tespit edildi. Hastalarin ikisi toplum kokenli diger ikisi saglik bakim
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hizmeti ile iliskili enfeksiyona sahip idi. Saglik bakim hizmeti ile iligkili enfeksiyonu
olanlarda ventilator iliskili pndmoni ve cerrahi yara yeri enfeksiyonu saptandi.
Toplum kokenli olanlarda impetigo ve apse tespit edildi. Toplum kokenli olan
hastalarda hastane maruziyeti veya saglik calisani kisilerle temas olup olmadigi
Ogrenilemedi. agr saptanmayan S. aureus suslarinin hepsi metisiline duyarlt olup,
liciinde enterotoksin geni tespit edilemedi. Bir susta enterotoksin I ve bir susta PVL
saptand1. Enterotoksin A’nin agr tarafindan regule edilmedigi bilinirken SETI
hakkinda yeterli bilgiye sahip degiliz (113). Ancak PVL’nin agr tarafindan regule
edildigi bilinmektedir. Bu hastanin toplum kokenli olmasi, bu susta agr tespit
edilememesinin laboratuvar kaynakli olabilecegini gosterebilir.

PVL nétrofil membranina etkili olarak hiicrenin lizisine yol agan bir
toksindir. S. aureus enfeksiyonlarinin patogenezinde rolii lizerine ¢ok sayida galisma
yapilmis olmasina ragmen hastaligin klinik presentasyonuna, ciddiyetine ve sonuglari
tizerine etkinligi halen tartisma konusudur. Yine de ¢ogu ¢alismada PVL genleri ile
invaziv hastalik arasinda iliski bildirilirken, PVL ciddi enfeksiyonlarin
epidemiyolojik ayiraci olarak goriilmiistiir. Baz1 {ilkelerde tarama ve dekolonizasyon
uygulamalar1 gibi halk saglig1 politikalarina yon vermistir. Yapilan ¢alismalarda
PVL iiretimi ile pnémoni, bakteriyemi, kas-iskelet Sistemi enfeksiyonlar1 ve cilt
yumusak doku enfeksiyonlar1 lizerindeki etkilerine dikkat ¢ekilmistir. Bunlar i¢inde,
cilt ve yumusak doku enfeksiyonu olan bireylerin PVL iireten suslarla daha sik
enfekte oldugu gortilmektedir (114). Calismamizda PVL iireten suslarin %77°si cilt
ve yumusak doku enfeksiyonu, %7,7’si kemik ve eklem enfeksiyonu, %7,7’si
pndémoni-ampiyem, %7,7’si de kateter iliskili enfeksiyon saptanan hastalarda tespit
edilmigtir. Bir metaanalizde apse veya fronkilli hastalarda PVL pozitif
enfeksiyonlarin oran1 diger S. aureus enfeksiyonlardakinden 10 kat daha fazla
bulunmustur.

PVL S. aureus’un kolonizasyonu ve pnOomoni, kas-iskelet sistemi
enfeksiyonlar1 ve bakteriyemi gibi diger invaziv enfeksiyonlar ile nispeten daha az,
cilt ve yumusak doku enfeksiyonlartyla daha giicli olarak iligki igindedir.
Erigkinlerde gozlemsel calismalardan elde edilen sonuglarda PVL pozitifliginin
stafilokoklara bagli pnomoni, bakteriyemi ve kas iskelet sistemi hastaliklarinda kot

klinik sonuca neden olmadigi gosterilmistir. Ancak cilt ve yumusak doku
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enfeksiyonlarinin daha fazla cerrahi miidahale gerektirdigi saptanmistir. Yine PVL
pozitifliginin kas iskelet sistemi enfeksiyonu olan ¢ocuklarda yapilan ¢aligmalarda
cerrahi miidahale, daha uzun siirede hastanede kalma ve kronik osteomiyelit gibi
komplikasyonlarin goriilmesiyle iliskili oldugu tespit edilmistir (114). PVL
pozitifliginin iligkili oldugu hastaliklar 6zelinde PVL’nin patojeniteye katkisinin
incelendigi caligmalara baktigimizda, pnomonili hastalarda yapilan g¢aligsmalarda
patojenite tizerinde kesin bir etki bulunmamus, kas-iskelet sistemi enfeksiyonlarinda
piyomiyosit ve miyositli hastalarda cerrahi miidahale gereksinimini arttirmis, kronik
osteomiyelit ve derin ven trombozu gibi komplikasyonlarla iliskili oldugu ve
hastanede kalis siiresi ve takipteki kiir igin gegen toplam siirenin uzamasina yol a¢tigi
tespit edilmis, bakteriyemili hastalarda bir etki gosterilmemis, cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlarinda ise daha fazla cerrahi gereksinimine ve hastaneye kabul edilmesine
yol agmis ancak ilging olarak daha az hastanede kalis siiresi gozlenmistir (115-120).
Calismamizda PVL pozitif suslarin neden oldugu enfeksiyonlarin %92’sine cerrahi
midahale gerekti. PVL negatif suslarda bu oran %51°‘de kaldi. Hicbir hastada
mortalite gorlilmedi. Genel olarak suslarda PVL pozitifliginin etkileri literatiirle
uyumlu bulundu.

PVL wvarligit MSSA’dan ziyade MRSA izolatlarinda daha yaygindir.
Cocuklarda kas iskelet sistemi enfeksiyonlarinda PVL iireten S. aureus’un etkilerini
ve sikligimi gosteren bircok calisma mevcuttur. Dokuz calismanin derlendigi bir
metaanalizde, ¢caligmalarin ¢ogu kas iskelet sistemi enfeksiyon etkeni olarak MRSA
izolatlarinin yaygin oldugu Amerika’dan bildirilmistir. Bu caligmalarda verilerin
toplandig1 bolgeye bagli olarak MRSA suslarinda %74-100, MSSA suslarinda %9-46
oraninda PVL pozitifligi saptanmistir. Bildirilen tiim PVL iireten S. aureus
prevalanst bolgelerdeki MRSA yaygiligina bagl olarak %37 ile %78 arasinda
saptanmistir. Calismalarda PVL pozitifligi daha uzun siiren ates, hastanede daha
uzun siire kalma, daha ytiksek akut faz cevabi (artmig CRP ve sedimentasyon diizeyi)
ve pndmoni, apse ve derin ven trombozu gibi daha sik komplikasyon ile iligkili
bulunmustur. Bir metaanalizde PVL pozitifliginde hastalara cerrahi midahale
gereksinimin arttigt gosterilirken, ti¢ c¢alismada fark bulunmamistir (121).
Calismamizda bes hastada kas-iskelet sistemi tutulumu goriildii. Ancak bunlarin

sadece birinde PVL pozitif S. aureus saptandi. Bu hastada digerlerinden daha yiiksek
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(CRP: 398 mg/L) akut faz cevabi izlendi. Bu hastaya iki kez cerrahi miidahale
gerekti ve diger osteomiyelit enfeksiyonlariyla karsilastirildiginda bu hastamiz daha
uzun siire hastanede yatirildi.

PVL genleri yaygin olarak enfeksiyona yol agcan TK-MRSA suslar1 arasinda
saptanir. Bazi ¢alismalarda TK-MRSA izolatlarinin %70-100 oraninda PVL
pozitifligi gostermektedir. MSSA izolatlarindan ziyade MRSA izolatlarinda saptanan
PVL pozitifliginin yapilan c¢alismalarda MSSA izolatlarinda tasinma oraninin
%12’den %81’¢c kadar degistigi goriilmektedir. Tayvan’da yapilan bir ¢alismada 71
MSSA klinik izolati arasinda %19,7 oraninda PVL pozitifligi bulunmustur. Bu
calismada anlamli olarak atesin daha uzun siire devam ettigi ve daha yiiksek CRP
degerleri tespit edilmistir. Ancak cerrahi gereksinimi, hastanede kalig siiresi ve tedavi
durumlarinda 6nemli farklilik tespit edilmemistir (122). PVL pozitifligi ile iliskili
enfeksiyonlar, Avrupa’nin ¢ogu iilkesinde oldugu gibi ililkemizde de ¢ok yaygin
degildir. Tiurkiye’de yapilan bir ¢aligmada 242 cilt ve yumusak doku etkeni S. aureus
izolat1 PVL varlig1 acisindan degerlendirilmis ve %9,1 oraninda PVL pozitifligi
saptanmistir. Bunlarin %63,6’si toplum kokenli % 36,4°1 saglik bakim hizmeti ile
iligkili S. aureus etkenlerinde tespit edilmistir. MRSA saptanan suslarin higbirinde
PVL pozitifligi saptanmamistir (123). Ayrica 2009 yilinda saglikli ¢ocuklarin
burunlarindan izole edilen 143 S. aureus susunun incelendigi iiniversitemiz
biinyesinde gerceklestirilen bir ¢alismada PVL pozitifligi tespit edilememistir (124).
Ayrica hem toplum hem hastane kaynakli ve biiylik boliimii MRSA olan 304 S.
aureus susunu kapsayan baska bir calismada PVL 12 (%3,9) susta pozitif olarak
bulunmustur. Bu ¢alismada PVL pozitif olan suslarin %66,6’st MRSA susu olup
biiylik boliimii toplum koékenli olarak tespit edilmistir (125). Calismamizda PVL
pozitifligi %8,7 oraninda tespit edildi. Bunlarin tiimii MSSA idi. PVL pozitifligi
saptanan MRSA susu bulunmadi. Toplum kokenli MSSA suslarinin %69,2’sinde,
saglik bakim hizmeti ile iliskili MSSA suslarinin %30,8’inde PVL pozitif S. aureus
saptandi.

PVL pozitif TK-MRSA suslariin antibiyotik duyarliligi konusunda simirh
sayida veri bulunmaktadir. Bu verilerde de genellikle TMP-SMX, fusidik asit,
rifampisin ve tetrasiklin duyarliligi mevcuttur (126). Calismamizda PVL pozitif TK-

MSSA suslarinin timii penisiline direng gosterirken bir susta (%7,6) terasikline
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direng saptandi. Eritromisin ve klindamisine ise birer susta orta diizeyde duyarlilik
mevcuttu.

MRSA 1990’larin basinda toplumda ortaya ¢iktiginda epidemiyolojik olarak
toplumdan kazanilmis MRSA tanimi saghik bakim hizmeti ile iligkili risk
faktorlerinin olmayist ele alimyordu. Ancak yillar i¢inde toplum suslarinin hastane
ortamlarinda da saptanir olmasi tanimlamalarda degisikliklere yol agti. Kesin
aymrimlar yapilamamasina neden oldu. PVL gibi molekiiler temelde genotipik
tanimlamalar veya spesifik antibiyotik duyarliliklar1 ile saglik bakim hizmeti ile
toplum kokenli suslar arasinda ayirima gidildi. Ancak PVL iiretiminin son yillarda
SBHI olarak da saptanmaya baslanmasi bu aymmin da ortadan kalkacagini
diisiindiirmektedir (127). Ozellikle Avustrulya gibi iilkelerde PVL genini tasimayan
toplum kokenli MRSA suslari olsa da diinya genelinde PVL toplumda kazanilmis
MRSA hastaligryla iligkili bulunmustur. Amerika’da toplum baslangi¢cli S. aureus
enfeksiyonlar1 endemiktir ve bundan temel olarak metisilin direnci ile iliskili PVL
tireten ST8/USA300 klonu sorumludur. 2003 yilina kadar bu suslar toplumda ortaya
cikiyor iken, sonralari SBHI enfeksiyonlarda sik olarak goriilmeye baslanmistir.
Avrupa da ise USA300 nadir olup toplum baslangicli MRSA epidemiyolojik ve
klonal olarak gesitlidir. PVL pozitif suslarinin ¢ogu metisiline duyarhdir. En sik
toplum baslangiclit MRSA klonu ST80 tipindedir. Ayrica PVL pozitif MRSA suslari
Avrupa’nin degisik bolgelerinde farkli siklikta goriilmektedir. Yunanistan’da yaygin
iken, Ingiltere ve Irlanda’da nadirdir (114). Calismanizda 13 PVL pozitif susun
10’unda sekans analizi yapilabildi. Bunlardan her biri ikiser susta olmak tizere ST30,
ST15, ST22, ST121 saptanirken, birer susta ST1708 ve ST 34 tespit edildi.

Toksik sok sendromu ve stafilokokkal besin zehirlenmelerine yol agan TSST-
1 ve stafilokokkal enterotoksinler, pirojenik toksin siiperantijenler olarak bilinen bir
ailenin igerisinde yer alirlar. Bunlar kendilerine 6zgii toksinler yaninda, bu ailenin
iiyesi olarak pirojenite, siiperantijenite ve soka duyarliligi arttirma yetenegi gibi
birka¢ yapisal ve biyolojik &zellikleri paylasirlar. Stafilokokkal enterotoksinler,
emetik aktivite gosterenler ve emetik aktivite gostermeyen veya heniiz test
edilmeyen stafilokokkal enterotoksin benzeri (SETI) proteinler olarak
smiflandirilmaktadirlar. Bugiline kadar stafilokokkal besin zehirlenmelerinden

sorumlu tutulan klasik bes major antijenik yapida SET (SET-A-E) mevcuttur. Bunlar
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icerisinde diinyanin degisik bolgelerinde ortaya ¢ikan besin zehirlenmelerinden en
¢ok sorumlu olan SET-A’dir. Bu bes enterotoksinin disinda yeni tanimlananlar
icerisinde SET-H’1n besin zehirlenmeleriyle iliskisi gdsterilmisken, SET-G ve SET-I
enterotoksinlerinin ¢ok kiigiik rolleri oldugu diisiiniilmektedir (29, 128, 129).
Stafilokokkal enterotoksinler, emetik aktiviteleri yaninda siiperantijen 6zelligi
de gostermekte ve S. aureus’un viriilans faktorleri arasinda yer almaktadir. Onemli
derecede besin zehirlenmelerinden sorumlu olan bu toksinler {izerine, besin
zehirlenmeleri disinda etkileri ve siklig1 yoniinden yapilmis ¢ok fazla calisma mevcut
degildir. Molekiiler yontemlerdeki hizli ilerlemeler toksinlerin ekspresyonlarina
bakmaksizin, bunlarin olusumuna neden olan genetik bilgiyi S. aureus izolatlarinda
saptamada alternatif yollar sunmustur. Almanya’da i1yi tanimlanmis kandan ve nazal
orneklerden elde edilen S. aureus suslarinda yeni tanimlanmis enterotoksinleri de
kapsayan pirojenik toksin siiperantijenleri kodlayan genlerin sikligin1 arastiran gok
merkezli bir ¢alisma yliriitilmiistiir. Bu ¢alisma ile ciddi sistemik enfeksiyonlarda ve
kolonizasyonda rol alan S. aureus suslari arasinda toksin gen ekipmanlari agisindan
olas1 farklar1 ortaya koymak amaglanmistir. Bu ¢alismada kandan izole edilen 219 S.
aureus susunun %25,6’sinda enterotoksin saptanmazken, en az iki ve daha fazla
enterotoksin tasiyan suslarin  %63,9 oraninda oldugu gozlenmis ve tekli
enterotoksinler %10,5 oraninda tespit edilmistir. Stafilokokkal enterotoksin G ile
SET-I ve SET-D ile SET-J birlikteligi sabit olarak sirasiyla %53 ve %10,5 oraninda
izlenirken, stafilokokkal enterotoksin A ve TSST-1 sirasiyla %18,3 ile %17,4
oraninda tespit edilmistir. Nazal 6rneklerle karsilastirildiginda SET-D ve SET-J
birlikteligi anlamli olarak kan Orneklerinde elde edilen S. aureus suslarinda daha
fazla saptanmis, digerlerinde anlamli bir farklilik goriilmemistir. SET-D ile SET-J
tastyan suslarin genotiplendirilmesiyle bu suglarin farkli klonlara ait oldugu
bulunmustur (129). Baska bir ¢alismada SET-J S. aureus viriilansinda bagimsiz bir
faktor olarak bulunmustur. Son dénemde yapilan baska bir ¢alismada ¢ogunlugu cilt,
yara yeri olmak {izere, solunum yolu, kan kiiltiirleri, kateter, idrar doku ve digerleri
gibi toplamda 200 olmak iizere 100 MSSA ve 100 MRSA susu iizerinde
enterotoksinlerin siklig1 karsilastirilmistir. Bu ¢alismada en sik SET-G ve SET-I
bulunmus ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir

(MRSA i¢in %77 ve MSSA i¢in %49). Bu calismada da her iki toksinin ayrica SET-
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D ve SET-J birlikteligi dikkat g¢ekmistir (MRSA %17, MSSA %8) (76).
Calismamizda SET-B, SET-D, SET-H enterotoksinlerine ve TSST-1’e rastlanmadi.
Altmis iki izolatta (%41,3) hicbir enterotoksin saptanmadi. En az bir, en fazla 3 tane
enterotoksin birlikteligi goriildii. En c¢ok SET-1 (%50,6) olmak iizere, SET-G
(%24,6), SET-A (%4,6), SET-C (%4), SET-E (%4) ve SET-J (%0,66) saptandi.
Calismamizda MRSA suslan igerisinde %66,6 SET-1, %33,3 SET-G, %22,2 SET-A
ve %11,1 SET-C bulundu. MRSA suslan igerisinde SET-E, SET-D ve SET-J’ye
rastlanmadi. MSSA i¢in bakildiginda %49,6 SET-I, %24,1 SET-G, %4,2 SET-E,
%3,5 SET-A ve SET-C ve %0,7 SET-J bulundu. Stafilokokkal enterotoksinlerin
toplum ve saglik bakim hizmeti ile iligkili olarak verilerini analiz ettigimizde; SET-
A’larin %85,7’si, SET-E’lerin %83,3’li, SET-I"lerin %48,7’si, SET-G’lerin %45,9’u
ve SET-C’lerin %33,3’1i saglik bakim hizmeti ile iligkili olanlarda tespit edildi.
Onceki iki ¢aligma ile karsilastirildiginda SET-G ve SET-1 kombinasyonu en sik
gbzlenendi ancak daima ikili birliktelik mevcut degildi. Onceki ¢alismalarda dikkat
ceken SET-D ve SET-J birlikteligi saptanmadi. Calismamizda toplum ve hastane
kokenli S. aureus suslarinda yeni tanimlananlarda dahil olmak {izere
enterotoksinlerin sikliginin gosterilmesi 6nemli bir veri olarak kabul edilmelidir.
Ozellikle yeni tanimlananlarda dahil besin zehirlenmesi disinda enterotoksinlerin S.
aureus enfeksiyonlarinin patojenitesi lizerine etkilerinin arastirildigi ¢ok fazla
calisma yoktur. Calismamizda elde etti§imiz veriler ve onceki literatiir bilgileri besin
zehirlenmesi disinda da saptanan S. aureus enfeksiyonlarinda enterotoksinlerin rolii
tizerine daha ¢ok arastirmalarin yapilmasi ihtiyacim gostermektedir.

Ulkemizde 6zellikle cocuklardan izole edilen MSSA ve MRSA suslarinin
molekiiler tiplendirilmesine yonelik yapilan kapsamli ¢aligma bulunmamaktadir. Son
yillarda gittikge toplum ve hastane kokenli S. aureus suslarinin i¢ ige girdigi bir
ortamda iilkemizdeki S. aureus klonal tiplerinin bilinmesi 6nemli bir veri tabani
olusturacaktir. Ulkemizde 2003-2004 yillar1 arasinda muhtemelen hastane kokenli
(yatan hastalardan elde edilen kan oOrneklerinden izole edilen suslar) 9 MRSA
susunun degerlendirildigi bir ¢alismada, PFGE ile bu suslarin ayn1 veya ¢ok benzer
klonal 6zellikler tasidig: tespit edilmis ve uygulanan MLST analizinde sekans tipi
ST239 olarak bulunmustur (130). Baska bir ¢alisma 2009 yilinda yayinlanmis ve ¢ok

merkezli bir ¢alisma olarak yiriitilmistir. Toplanan 159 S. aureus susunun 68’i
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fenotipik olarak 54’1 genotipik olarak MRSAolarak degerlendirilmistir. MRSA
saptanan suslar PFGE ile 23 farkli genotip grup igerisinde yakin iliskili olarak tespit
edilmistir. Bes en baskin PFGE paterni gosteren gruplardan her birinden birer taneye
MLST analizi uygulanmis ve hepsinde ST239 sekans saptanmustir (131).
Calismamizda hem MSSA hem MRSA suslarinda PFGE ve MLST tiplendirilmesi
yapilmistir. PFGE’ye tabi tutulan yiiz dokuz S. aureus susu dendogramda %80 ve
istii baz alinarak 74 farkli gruba ayrilmistir. Bu gruplar icerisinde 26 tanesinde en az
iki en fazla 4 S. aureus susu yer almis, digerlerinde tek bir S. aureus susu
goriilmiistiir. Bu kadar farkli gruplarin saptanmasi, ¢alismamizin iki yil gibi bir
stireyi kapsamasi, bu donem igerisinde hastanemizde salgin ortaya ¢ikmamasi, farkli
klinik boliimlerden 6rneklerin toplanmasi, toplum kokenli hastalarimizin fazlalilig:
gibi birgok etmene baglanmistir.

Calismamiza dahil edilen S. aureus suslari igerisinde PFGE paterni, toplum
ve hastane kokenli olma durumlar1 gibi faktorler dikkate alinarak 100 susa MLST
yapildi. Bunlardan 87 tanesinde ST tayinini saglayacak yedi allelik profil tespit
edilebildi. Bunlar sonucunda 85 tanesinde sekans tipi belirlendi. En sik ST737, ST22,
ST15, ST121, ST30, STS olmak tizere 29 farkli sekans tipi belirlendi. Toplum
kokenli suslar arasinda en sik ST737, ST22, ST121, ST30 tespit edilirken, hastane
kokenlilerde ST737, ST97, ST15, ST239 ve ST34 bulundu. Ilging olarak 2
susumuzda tiim alelik profil saptanilmasina ragmen veri tabaninda herhangi bir
sekans tipi ile uyusma tespit edilmedi. Bu iki sus i¢in veri tabanin toplandig1 merkez
ile temasa gecilerek ileri arastirma yapilmasi planlanmistir. Ayrica iki susumuzda bes
alel tespit edilip veri tabanina girildiginde tek bir sekans tipi ile uyumlu olma
olasilig1 gozlendi. Bu sekans tipi de ST737 idi. Caligmamiza dahil edilen S. aureus
suslarda saptanan sekans tiplerinin bazilarinin hem hastane hem toplum ortaminda
tespit edildi. Bu durum iilkemiz i¢inde artik S. aureus tipine gore toplum kokenli ve

SBHI ayiriminin pek miimkiin olamayacagini gdstermektedir.
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8. SONUCLAR

10.

11.

12.

13.

Iki y1l igerisinde 70 toplum kokenli, 80 saglik bakim hizmeti ile iliskili S.
aureus enfeksiyonu saptandi.

Hastalarin 88 (%58,7)’si erkek, 62 (%41,3)’ti kiz cinsiyet olup, yas
ortalamasi 59,56 ay (3 giin-18 yas) idi.

S. aureus’un neden oldugu enfeksiyonlar igerisinde en yaygin cilt ve
yumusak doku enfeksiyonlar1 goriildii.

Toplum kokenli enfeksiyonlarin %68,5’1, saglik bakim hizmeti ile iligkili
enfeksiyonlarin %22,5’u ayaktan tedavi edildi.

Toplum kdokenli enfeksiyonlarin %47,1’inde, saglik bakim hizmeti ile iligkili
enfeksiyonlarin %61,2’sinde cerrahi tedavi gereksinimi oldu.

Saglik bakim hizmeti ile iliskili enfeksiyonlarinda ortalama yatig glinii 16 giin
(+13,55) olup toplum kokenli enfeksiyonlara oranla anlamli olarak yiiksekti
(p=0,006).

S. aureus suslart hem toplum kokenli hem de saglik bakim hizmeti iligkili
enfeksiyonlardan en sik apse ve siiriintii yerlerinde elde edildi.

S. aureus suslarinin%93,8’1 penisiline, %7,2’si tetrasikline, %06,9’u
eritromisine, %6,5’1 ampisilin-sulbaktama, %6’s1 sefoksitine, %5,5’1
klindamisine, %3,3’ti TMP-SMX’a, %2,8’1 rifampisin ve siprofloksasine ve
%0,7’si  aminoglikozidlere  (gentamisin  veya  netilmisin), direng
gostermekteydi.

SBHI enfeksiyonlarda saptanan S. aureus etkenlerinde tetrasiklin direnci
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0,05).

Toplum kokenli bes, SBHI enfeksiyonlarda dért olmak iizere toplamda dokuz
hastada fenotipik olarak metisilin direngli S. aureus (MRSA) bulundu.

Tim S. aureus suslarinin  %6’sinda mecA pozitifligi tespit edildi. Bes hasta
SBHI ve dért hasta toplum kékenli enfeksiyona sahipti.

Fenotipik olarak MRSA tespit edilen bir S. aureus susunda mecA pozitifligi
saptand1. Genotipik olarak bir MRSA susunda fenotipik olarak MRSA tespit
edilmedi.

Tiim S. aureus suslarinin %38,7’sinde PVL pozitifligi tespit edildi.
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14.

15.

16.

17.

Enterotoksin B-C, D, H ve TSST toksinleri hi¢bir S. aureus susunda
saptanmadi. Bazi1 suslarda birka¢ enterotoksin birlikte saptandi. En sik
saptanan enterotoksinler, SET-1 ve SET-G idi.

Toplum koékenli enfeksiyonlarda agr tipl 30, agr tip2 10, agr tip3 20, agr
tip4 8 ve tiplendirilmeyen agr 2 S. aureus susunda saptandi. SBHI
enfeksiyonlarda agr tipl 46, agr tip2 14, agr tip3 14, agr tipd 4 ve
tiplendirilmeyen agr 2 S. aureus susunda bulundu.

109 S. aureus susunun dendograminda %80 ve istii yakin iliski dikkate
alindiginda sadece 61 tanesinin kendi igerisinde bir grup olusturabilecegi
saptandi. Bu 61 tane S. aureus susu 26 farkli gruba ayrildi. Her grup en az iki
en fazla dort S. aureus susu igerdi.

Toplum ve saglik bakim hizmeti ile iliskili enfeksiyonlarda S. aureus
suglarinin ancak 85’inde sekans tipi belirlenebildi. Buna gore en fazla sekans
tipi ST737 on bir, ardindan ST22 sekiz, ST15 yedi, ST121 ise alt1 S. aureus
susunda tespit edildi. Toplum kokenli 48 S. aureus susunda, saglik bakim

hizmeti ile iliskili 37 S. aureus susunda 29 farkli sekans tipi saptandi.
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9. OZET

Arkaplan: Staphylococcus aureus insanda basta cilt ve yumusak doku olmak tizere
bircok doku ve organi tutan enfeksiyonlarin 6nde gelen etkenidir. S. aureus’un ¢ok
sayida ve ¢esitte viriilans faktoriine sahip olmasi bu duruma 6nemli katk: saglar.
Klinik pratiklerde siklikla kullanilan antibiyotiklere karsi direng gelisimi S. aureus
suslarinda 6nemli bir sorundur. Uzun yillardir 6nemli bir hastane enfeksiyonu etkeni
olmasinin yaninda, son yillarda toplum kékenli MRSA (TK-MRSA) enfeksiyonunun
da giderek onem kazanmasi ampirik baslanacak antibiyotik tedavisininin se¢imini
giiclestirmektedir.

Amag: Toplumda ve hastane ortaminda dolasan S. aureus suslarinda viriilans faktor
olarak enterotoksinlerin ve PVL geninin varhigmin bilinmesi, antimikrobiyal
duyarlilik paternlerinin ¢ikartilmasi, agr tipleri, PFGE profili ve sekans tiplerinin
ortaya konulmasi ve direngli olanlarda tagidiklart SCCmec tiplerinin elde edilmesi,
ampirik tedavi yaklagimlar1 ve gelecekte uygulanacak saglik politikalar1 agisindan
yol gosterici olacaktir.

Materyal ve Metod: Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda Ocak 2011 ile Aralik 2012 tarihleri arasinda ayaktan
veya yatirilarak tedavi edilen ¢ocuk hastalardan, enfeksiyon etkeni olarak iiretilen
150 adet S. aureus susu dahil edildi. S. aureus suslarinin disk difiizyon yontemi ile
antibiyotik duyarliliklart belirlendi. Enterotoksinler, Panton-Valentine 16kosidini
(PVL), aksesuar gen regulator bolgesi (agr) tipleri, mecA poizitifligi, genotipik
olarak MRSA bulunan suglarda SCCmec tipi, PFGE profilleri ve sekans tipleri
saptandi.

Bulgular: S. aureus suslarinin antibiyotik direnci; penisilin %93,8, klindamisin
%5,5, ampisilin-sulbaktam %6,5, TMP-SMX %3,3, rifampisin %2,8 olarak saptandi.
Tiim S. aureus suslarinin %6’sinda mecA pozitifligi tespit edildi. Genotipik olarak
MRSA tespit edilen S. aureus suslarinin iki tanesinde SCCmec tip 111 ve SCCmec tip
V, bes tanesinde SCCmec tip IV tespit edildi. Tiim S. aureus suslariin %38,7’sinde
Panton-Valentine Lokosidini pozitifligi bulundu. En sik saptanan enterotoksinler,
SET-1 ve SET-G idi. Hem toplum hem saglik bakim hizmeti ile iliskili S. aureus

etkenlerinde en sik agr tip 1 tespit edildi. PFGE profili belirlenen S. aureus suslarinin
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sadece altmis bir tanesinin kendi igerisinde bir grup olusturabilecegi saptandi. Bu
altmig bir tane S. aureus susu en az iki sus iceren 26 farkli gruba ayrildi. Sekans tipi
belirlenebilenler arasinda en fazla sekans tipi ST737 on bir, ardindan ST22 sekiz,
ST15 yedi, ST121 ise alt1 S. aureus susunda tespit edildi.

Sonu¢: Ulkemizde TK-MRSA enfeksiyonlar1 yaygm degildir. Ampirik tedavide
penisillinaza direncli beta laktam antibiyotikler halen ilk secenek olarak
kullanilabilir. Klindamisin, makrolidler ve TMP-SMX alternatif olarak kullanilabilir.
Hayat1 tehdit edici enfeksiyonlarin tedavisinde TK-MRSA olasiligi akilda
tutulmalidir. Enfeksiyon etkeninin saptanmasi ve antibiyotik duyarliligina gore
tedavinin yonlendirilmesi uygun olur. Ulkemizde PVL pozitifligi diinya genelinde
bildirildigi kadar yiiksek degildir. Hem toplum hem da saglik bakim hizmeti ile
iligkili S. aureus suslarinin sekans tiplerine bakildiginda i¢ ige girdiklerinin
goriilmesi, diinya genelinde son yillarda bildirilen egilime uygundur.

Anahtar Kelimeler: S. aureus, enterotoksin, Panton-Valentine Lokosidini (PVL),
aksesuar gen regulator bolgesi (agr), metisilin direnci, SCCmec tipi, PFGE profili,

sekans tipi
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10. SUMMARY

Background: Staphylococcus aureus is the leading cause of infections in many
tissues and organs particularly in skin and soft tissue. The number and variety of
virulance factors of S. aureus contribute to this situation. Developing resistance to
antibiotics which are used frequently in clinical practices is the major problem in S.
aureus strains. In addition to being an important hospital infection agent for many
years, MRSA has emerged as a community-acquired infection recently. This makes
difficult to choice empirical antibiotic treatment.

Aim: For community and hospital acquired S. aureus species the knowledge of
enterotoxins and PVL gene as virulance factor, identification if antimicrobial
sensitivity patterns, agr types, PFGE profile and sequence types and in resistant cases
to obtain SCCmec types will be helpful to decide ampirical therapy and future health
politics

Material and method: Total of 150 isolates of S. aureus isolated from the cultures of
the outpatient or inpatient child patients in Ankara University Faculty of Medicine
Department of Pediatrics in January 2011 and December 2012. The disc diffusion
method was used for antibiotic susceptibility of S. aureus. Enterotoxins, The Panton-
Valentine leukocidini, agr types, positivity of mecA, type of SCCmec in MRSA
starins, PFGE profiles and type of sequence were determined.

Results: Antibiotic resistance was observed such as penicillin 93.8%, ampicillin-
sulbactam 6.5%, clindamycin 5.5%, trimethoprim-sulfamethoxazole 3.3%,
ripampisin 2.8%. mecA was deteceted pozitive in 6% of S. aureus strains. Two of S.
aureus strains which MRSA was detected genotipically, SCCmec type Il and
SCCmec type V and in five of them SCCmec type IV were detected. PVL was
pozitive in 8.7% of all S. aureus strains. SET-I ve SET-G were the most common
detected enterotoxins. In both community-associated and healthcare-associated
agents MRSA agr type 1 was deteceted most commonly. The PFGE profile of S.
aureus strains were only sixty-one of them in itself constitute a group. These sixty-
one S. aureus strain were divided 26 groups which was containing at least 2 strains
of S. aureus. The most common sequence types were ST737 in 11 patients than ST22

in seven patients and ST121 in six patients.
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Conclusions: In our community CA-MRSA infection is not common. Penicillinase
resistant beta lactam antibiotics could be used as first line therapy ampirically. The
alternative therapies are clindamycin, macrolides and TMP-SMX. For life
threatening infections CA-MRSA should be kept in mind. It would be better to guide
the therapy after acquisiton of infectious agent and antibiotic sensitivity. PVL
positivity is not high in our country when it is compared with literature. The overlap
of both community and health service related S. aureus species sequence types is
consistent with the recent trend around the world.

Keywords: S. aureus, enterotoxins, Panton-Valentine leukocidini (PVL), accessory
gene regulator (agr) types, meticillin resistant, SCCmec type, PFGE profile, sequence

type
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12. EKLER

EK-1

BILGILENDIRILMIiS OLUR FORMU

Sayin Veli,

S. aureus, ¢ocuk hastalarda en ¢ok izole edilen patojen olup, morbidite ve
mortalitenin de Onde gelen nedenidir. Antibiyotik ¢aginin baslangicindan beri
antibiyotik kullaniminin olusturdugu seg¢ici baski stafiloklarda ¢ok kisa siirede direng
gelismesine yol agmistir. Metisilinin klinik kullanimina girmesinden iki yil sonra, ilk
metisilin  direngli stafilokok aureus (MRSA) hastalar1 hastane ortaminda
bildirilmistir. Gegen 50 yil iginde ¢esitli hastane kaynakli MRSA klonlart diinya
genelinde yayilmistir. Son yillarda toplum kokenli MRSA izolatlarin tiim diinyada
hizli bir sekilde yayilmasi, bu izolatlar1 toplum sagligi agisindan da 6nemli hale
getirmistir.  Yapilan ¢alismalar ile toplumdan edinilen MRSA’ya bagh
enfeksiyonlarin arttigi gosterilmistir. Toplumdan edinilmis MRSA suslarinin bir
toplumdaki sikliginin ve antibiyotik duyarlilik paterninin bilinmesi bu etkenin yol
actig1 enfeksiyonlarmm ampirik tedavisinin planlanmasi i¢in olduk¢a onemlidir. Bu
calisma ile toplum ve hastane kokenli Staphylococcus aureus suslarin antibiyotik
duyarliliklarinin saptanmasi, tireyen MRSA suslarinda PVL, agr, SCCmec gen ve
sekans tipleri ve PFGE profillerinin incelenmesi amaglanmistir. Calisma herhangi bir
yerden alinan kiiltiirde staphylococcus aureus iireyen hasta ¢ocuklar ile velilerden
izin alnarak yapilacaktir. Calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Enfeksiyon Hastaliklar1 poliklinigine basvuran ve Cocuk Enfeksiyon Hastaliklar1 ve
Yogun Bakim Servislerinde yatirilarak takip edilen cocuklarda enfeksiyonlariyla
ilgili alinan kiiltiirlerde staphylococcus aureus iiremeleri iizerinde yapilacaktir.
Calismaya dahil edilecek, kiiltiirde staphylococcus aureus iireyen ¢ocuklar i¢in bir
anket formu doldurulacaktir. Goniilliillerin calismaya katilmak i¢in harcayacaklar
stire anket doldurma ile sinirlidir.

Sizin velisi oldugunuz ¢ocugunuz ¢alismaya goniillii olarak katilmaktadir.
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1. Kiiltiir verme islemi disinda baska bir islem ve risk s6z konusu degildir.

2. Arastirmacilar sizin onayiniz olmadan sizi ¢alisma disinda birakma hakkina
sahiptir.

3. Uygulanacak testlerle ilgili siz veya sosyal gilivencenizi saglayan kurum

herhangi bir yiik altina girmeyecektir.

ONAM FORMU

“Cocuklarda Toplum K&kenli Staphylococcus Aureus Ile Hastane Kokenli
Staphylococcus Aureus Enfeksiyonlariin Karsilastirilmasi” adli ¢alisma bana sozli
olarak da anlatildi. Calisma ile ilgili tiim sorularima tatmin edici cevaplar aldim.

Cocugumun calismaya kendi rizamla goniillii olarak katilmasini kabul ediyorum.

Goniilliintin Ad1 Soyadi Tarih

Imza
Veli Adi Soyadi Tarih Imza
Doktor Adi Soyadi Tarih Imza
Taniklik eden kurum yetkilisi Ad1 Soyad1  Tarih Imza
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Ek 2
TC
ANKARA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
COCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI ANABILIM DALI

HASTA TAKIiP FORMU
GOnUIUNIN Adi-Soyadi:. . ..o
Yas TR
Cinsiyet: E() K()
Tarih e Protokol No:..................
Kilo

Son bir y1l iginde hastaneye yatma oykiisii:
Son alt1 ay i¢inde antibiyotik kullanimi(Varsa antibiyotik adi ve nezaman
kullanmildigr) : .......
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