T.C.

ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
MIiK-D-2011-0001

STAPHYLOCOCCUS AUREUS SUSLARINDA PANTON-
VALENTINE LOKOSIDIN (PVL) GENLERININ
ARASTIRILMASI

Uzman Vet. Hek. Sebnur HAZIMOGLU

DANISMAN
Prof. Dr. Osman KAYA

AYDIN-2011



T.C.

ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
MIiK-D-2011-0001

STAPHYLOCOCCUS AUREUS SUSLARINDA PANTON-
VALENTINE LOKOSIDIN (PVL) GENLERININ
ARASTIRILMASI

Uzman Vet. Hek. Sebnur HAZIMOGLU

DANISMAN
Prof. Dr. Osman KAYA

AYDIN-2011



ONSOZ

Staphylococcus aureus, tasidigi viriilans faktorleri ve kendisine karst kullanilan
antibiyotiklere hizli diren¢ gelistirme potansiyeli nedeniyle giinlimiiziin en 6nemli infeksiyon
etkenlerinden birisi olarak kabul edilmektedir. Metisilin direngli S. aureus (MRSA) birgok
antibiyotige diren¢li bir S. aureus susudur. MRSA infeksiyonlar1 olagan S. aureus
infeksiyonlarina oranla daha siddetli olmakla birlikte, antibiyotikler ile tedavi edilmeleri
zordur ve kontrol altina alinamadan, ciddi bir problem haline gelebilirler. MRSA suslar1 tiim
diinyada oldugu gibi yurdumuzda da artik insanlarda oldugu kadar hayvanlarda da
bildirilmektedir.

Metisilin direncli stafilokoklarda (MRS), metisilin duyarli stafilokoklardan (MSS)
farkli olarak, Stafilokokal Kromozomal Kaset mec (SCCmec) olarak isimlendirilen bir direng
adas1 bulunmaktadir. SCC, “Stafilokokal Kromozomal Kaset” i¢in; mec ise, metisilin
direncine neden olan genetik eleman: simgelemek i¢in kullanilmaktadir. Son yapilan
smiflandirmada bu komplekslerin yapisina gore SCCmec sekiz tipe ayrilmaktadir: SCCmec
tip I, II ve III “hastanede kazanilmig” (HK MRS) klonlar, SCCmec tip IV, V ve VII ise
“toplumda kazanilmis” (TK MRS) klonlar olarak tanimlanmaktadir. Insanlar hayvanlarda
bulunan MRSA suslar1 ile infekte veya kolonize olabildikleri gibi, bunun tam tersi olarak,
hayvanlarda insan suglarmni tasiyabilir ya da infekte olabilirler. Bu nedenle MRS
tastyiciliginin  izlenmesinde, hayvandan insana (zoonozis) ya da insandan hayvana
(humanozis) ge¢isin aydmlatilmas1 6nemlidir. MRS suslar1 6zellikle atlar ve domuzlarda
olmak tizere tiim evcil hayvanlarda, hatta yarasa, papagan ve ¢ingillalarda da bildirilmektedir.

Panton-Valentine Lokosidin (PVL) 6zellikle toplum kokenli cilt ve yumusak doku
infeksiyonlar1 ile akut nekrotizan pnomonilerden izole edilen S. aureus suslar1 tarafindan
salgilanan bir toksindir. PVL, ayn1 zamanda hem metisilin duyarli hem de metisilin direngli
stafilokok suslar1 tarafindan iiretilebilen 6nemli bir viriilans faktoriidiir. PVL, birbiri ile
sinerjik etki gosteren iki komponentli bir toksin olup, konak lokositlerinin membranlarinda
porlar olusturarak bu hiicrelerin erimesine neden olmaktadir. Bu nedenle, PVL sentezleyen
sugslar tarafindan olusturulan infeksiyonlar daha siddetli seyretmekte ve Oliimle
sonuglanabilmektedir. PVL, 06zellikle toplum kokenli suslar tarafindan sentezlenmekle
birlikte, yapilan ¢alismalar PVL pozitif S. aureus suslariin hastanelerde yayilabildigini, hatta
hastane kaynakli salgmlara neden olabildigini gostermektedir. Bu suslarin varligi ve sikligi
iizerine son yillarda yapilan ¢aligmalar, 6zellikle Avrupa ve Amerika’da PVL pozitif S.
aureus 1zolatlarmm artmakta oldugunu gostermektedir. PVL genlerini tasiyan suslarin insan
ve hayvan popiilasyonlarinda hizli bir sekilde yayilabildigi bilinmekle birlikte; hayvanlarda,
insanlara oranla bu konuda daha az ¢alisma yapilmistir. Bu c¢alismada insan ve sigirlardan
izole edilmis olan S. aureus suslarinda Oonemli virulens faktorlerinden birisi olan PVL
genlerinin varli§inin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile belirlenmesi, bu izolatlarin
SCCmec tipi ve spa analizlerinin yapilmasi amag¢lanmistir.

Bu arastirma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (VTF-
11013 no’lu proje) tarafindan desteklenmistir.
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1. GIRIS

Staphylococcus aureus insan ve hayvanlarda ciddi ve invaziv hastaliklara neden
olabilen 6nemli bir patojendir. 1878’de Koch ilk kez farkli hastaliklara neden olan Gram
pozitif kiimeler olusturan bu mikroorganizmay1 bildirirken; 1881°de Ogston {iziim salkimi
seklinde kiimeler olusturan stafilokoklar1 insanlarda irinli lezyonlardan izole etmis (Ogston
1881) ve 1884°de Rosenbach stafilokok tiirlerini pigment olusturmalarma goére aywrmistir
(Rosenbach 1884). Antibiyotiklerin kullanilmasindan once, invaziv S. aureus infeksiyonlar1
mortaliteye sebep olurken; 1940°l1 yillarda penisilinin  kullamima girmesi ile bu
mikroorganizmadan kaynaklanan Oliim vakalarinda azalma goriilmiistiir. 1950’11 yillarin
basinda ilk penisilin direngli sus izole edilirken daha sonralar1 yar1 sentetik penisilin tiirevleri
kullanilmaya baslanmis ancak stafilokoklar bunlara da direng gdstermeye baslamistir. S.

aureus’un tarth¢esinde en onemli gelismeler Cizelge 1. 1.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 1. 1. S. aureus’un tarihgesinde en 6nemli gelismeler

Tarih Olay Kaynak

1881 Insan irininde iiziim salkim seklinde goriinen | Ogston 1881
mikroorganizma identifiye edildi,

1884 Rosenbach stafilokoklar1 pigment &zelliklerine goére | Rosenbach 1884
guruplandird,

1940’ yillarin 6ncesi | Hekimler invaziv stafilokok infeksiyonlarinda goriilen | Fluit ve Schmitz 2003,
onemli mortalite karsisinda caresiz kaldilar, Richardson ve ark. 1994

1950’1 yilllar Coklu direngli S. aureus ortaya ¢ikti, diren¢ faj 80a | Barber 1961
yolu ile yayiliyordu,

1959 Penisilin direngli S. aureus’un tedavisinde metisilinin | Richardson ve ark. 1994
gelistirilmesi,

1961 Metisilin direnci S. aureusun laboratuvar suslarinda | Barber 1961
bildirildi,

1963 Ik dogal olarak goriilen metisilin direngli S. aureus | Jevons 1963
(MRSA) rapor edildi,

1960-2000 Stafilokoklarda makrolid, tetrasiklin, kloramfenikol, | Lyon ve ark. 1987, Shanson
aminoglikozid ve fluorokinolon direngleri bildirildi 1961

1980°li yillar Metisilin direncinin genetik temeli aciklandi, PBP2a | Hartman ve Tomasz 1984,

karakterizasyonu yapild. Matsuhashi ve ark. 1986



1. 1. S. aureus’un Aymrc Ozellikleri

16S rRNA sekans analizine dayanarak, taksonomik olarak Staphylococcaceae
familyas1 Bacilliaceae ve Listeriaceae familyalar1 arasinda yer alir. S. aureus genomu
yaklasik olarak 2,8 Mbp uzunlugunda olup; profajlar, transpozonlar ve plazmid gibi ekstra
kromozomal genetik elementler icerir. S. aureus morfolojik olarak iiziim salkimi seklinde

kiimeler olusturan, hareketsiz, fakiiltatif anaerob bir bakteridir.

S. aureus suslarinin ¢ogunlugu 1-11 farkh polisakkarit kapsiil (PK) iiretebilmektedir.
Tip 5 ve Tip 8 ¢ogu insan infeksiyonlarindan sorumludur (Franklin 1998, Fong ve Kolia
2003). S. aureus, sitrat veya oksalat ile muamele edilmis plazmayi pihtilagtiran protein
benzeri bir enzim olan koagiilaz1 iiretmektedir. Serbest olarak salinabilen koagiilaz
protrombini baglamakta ve fibrin polimerizasyonunu baslatmaktadir. Koagulaz testi rutin
teshis laboratuvarlarinda genellikle daha az invaziv olan koagulaz negatif stafilokoklar:
(KNS) koagulaz pozitif stafilokoklardan (KPS) ayirmak i¢in kullanilmaktadir (Cengiz ve ark.
1999, Alen ve ark. 2006).

1. 2. S. aureus’un Siiflandirilmasi

S. aureus, Staphylococcus cinsi ve Staphylococcaceae ailesinde yer alan bir bakteridir
(Cizelge 1. 2.). Glinlimiize kadar Staphylococcus genusunda 41 tiir saptanmustir (Triilzsch ve

ark. 2007). Stafilokok tiirlerinin siniflandirilmasi Cizelge 1. 2.’de verilmistir.

Cizelge 1. 2. Stafilokok tiirlerinin smiflandirilmasi (Todar 1994)

Domain Bacteriae

Alem Eubacteria

Boliim Firmicutes

Siif Bacilli

Takim Bacillales

Aile Staphylococcaceae
Cins Staphylococcus
Tiir S. aureus

(insan ve hayvanlarda hastalik | S. epidermidis
yapan en 6nemli tiirler) S. saprophyticus

S. haemolyticus
S. lugdunensis



Stafilokok tiirleri DNA/DNA iligkileri ve fenotipik 6zelliklerine gore her gecen giin
degismekle birlikte en az dort grup altinda toplanabilirler: 1) S. epidermidis grubu (S.
epidermidis, S. capitis, S. warneri, S. haemolyticus, S. hominis ve S. saccharolyticus tiirleri),
1) S. saprophyticus grubu (S. saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus tiirleri), i1i) S. simulans
grubu (8. simulans, S. carnosus tiirleri), 1v) S. sciure grubu (S. sciure, S. lentus tiirleri) yer
almaktadir. S. aureus, S. auricularis, S. intermedius, S. hyicus ve S. caseolyticus herhangi bir

gruba sokulamamuistir (Tiinger 2004, Tiinger ve ark. 2005).

1. 3. S. aureus’un Kiiltiir, Ureme Ozellikleri ve Identifikasyon

Stafilokoklar aerobik veya mikroaerofilik sartlar altinda ¢ogu bakteriyolojik ortamda
en hizl1 37°C’de kolayca iirerler. Kati ortamda olusan kolonileri yuvarlak, diizgiin, kabarik ve
parlaktirlar. S. aureus genellikle beyazdan altin sarisina kadar degisen renklerde koloniler
olusturmaktadir. S. aureus genellikle hemoliz yapmaktadir. Ayrica anaerobik koklardan olan
Peptostreptococcus tiirleri morfolojik olarak sikca stafilokoklara benzetilmektedir (Brooks ve

ark. 2007, Waldvogel 2000).

Ayt edici besiyeri olan mannitol salt agarda yliksek yogunlukta tuz varliginda
ireyebilen stafilokoklardan S. aureus, digerlerinden mannitolu fermente ederek koloniler
etrafinda sar1 hale olusturmasiyla ayrilir. Fakat diger bazi stafilokoklar (6rn. S. saprophyticus)
da mannitolii fermente ederek benzer koloniler olusturabilir. Mannitol salt agar ve diger ayirt
edici besiyerlerinde iiremenin belirlenmesi i¢in 48—72 saat inkubasyon gerekli olabilir.
Katalaz ve Gram pozitif koklar i¢inde Staphylococcus, Micrococcus zayif katalaz pozitif
olabilen Rothia (daha Onceden Stomatococcus olarak isimlendirilen), Aerococcus ve
Enterococcus yer almaktadir. Stafilokoklar fakiiltatif anaerop tireme o6zellikleri, 200 pg/ml
lizostafinle erimeleri, 0,04U basitrasine direncli, 100 pg furazolidona duyarli, oksidaz negatif,
anaerop ortamda glikozdan ve 0,4 pug/ml eritromisin varhiginda gliserolden asit olusturuyor

olmalariyla diger bakterilerden ayrilir (Cengiz 1999).

Stafilokok identifikasyonunda bir ileri adim koagulaz testidir. Koagulaz testi lam
yontemiyle bagli, tiip yontemiyle serbest koagulazin tayini i¢in kullanilir. Lam koagulazi
negatif olan stafilokoklar i¢in mutlaka tiip koagulaz testi de uygulanmalidir. Koagulaz pozitif
stafilokoklarm (KPS) identifikasyonunda Voges-Proskauer ve pyrolidonyl aminopeptidase
(PYR) testleri kullanilir (Forbes ve ark. 2002). Bugiin S. aureus identifikasyonu icin tiip



koagulaz testi referans yontem olarak kabul edilmektedir. Tiip ve lam koagulaz disinda
bircogunun 6zgiillik ve duyarliligi %90°1n {izerinde olan plazma ile kapli lateks partikullerin
kullanildig1 lateks aglutinasyon, fibrinojen ile duyarhilastirilmis koyun eritrositlerinin
kullanildig1 pasif hemaglutinasyon ile ¢esitli florojenik koagulaz testleri de gelistirilmistir. S.
aureus’un niikleik asitleri hidrolize eden deoksiribonukleaz (DNaz) ve termostabil
endonukleaz enzimleri {retebilmesinden yola ¢ikarak hazirlanan testlerden de
yararlanilmaktadir. Bu yOntemler disinda, toprak, diski, burunda aranmasi amaciyla S.
aureus’un KNS’lardan farkli olarak mannitolii fermente etme 6zelligi de kullanilmaktadir.
Ancak nadir mannitolii fermente eden KNS’lardan ayrimi i¢in tiip koagulaz testiyle
dogrulanmalidir (Tiinger 2004). S. aureus identifikasyonu iizerinde diger c¢alisilan yontemler
anti protein A antikorlar1 ile kapli lateks partikiillerin kullanildigi lateks aglutinasyon, S.
aureus’un Uremesini spesifik olarak inhibe eden alfazurin A boyasinm kullamildigi disk
difuzyon, sadece S. aureus’un iirettigi bir enzim olan asetilglikozaminidaz antikorlarindan
yararlanilan enzim immunassay (EIA) ve S. awureus’un termostabil endonukleazlarini
kodlayan nuc geni igin 6zgiil problarin kullanildigi deoksiribonukleik asit (DNA) prob ve
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknikleridir (Forbes 2002, Tiinger 2004).

1. 4. S. aureus’un Genom Y apisi

Stafilokoklarin genomu yaklasik 2800 baz ciftli sirkiiler bir kromozom ile profajlar,
plazmidler ve transpozonlardan olusur. Bakterinin viriilansindan ve direncinden sorumlu olan
genlerin diger S. aureus kokenlerine, baska stafilokok tiirlerine ve farkli cins Gram pozitif

bakterilere en sik aktarilma yolu transdiiksiyondur (Tiinger 2004).

1. 5. 8. aureus’un Patogenezine Katkida Bulunan Virulans Faktorleri

Hemen hemen tiim S. aureus izolatlar1 onlarin patogenezine katkida bulunan ¢ok
sayida virulans faktori tiretir. Bu virulens faktorlerinin biiyiik cogunlugu klinik semptomlarin
(6rn. toksik sok sendromu) ortaya ¢ikmasindan sorumludur. Bununla birlikte ciddi S.aureus
infeksiyonlarinin biiyiikk bir cogunlugu tek bir virulens faktoriiniin etkisi ile ortaya
¢ikmaktadir. Infeksiyon siireci esnasinda degisik mekanizmalar ile birlikte gittikce artan

etkiler stafilokokal hastaliklarin patogenezine katkida bulunabilir (Peacock ve ark. 2002).



1. 5. 1. Hiicre Ile Tlgili Faktorler

1. 5. 1. 1. Adezinler

Ekstraselliiler patojenik bir bakteri olan S. aureus, infeksiyon silirecinin ilk asamasi
olarak kabul edilen kolonizasyonunu saglayan komponentleri yardimi ile konak hiicrenin
ekstraselliiler ylizeylerine yapisabilir (Tung ve ark. 2000). Bu yapisma microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules (MSCRAMM): yapiskan matriks
proteinleri olarak tanimlanan mikrobiyal yiizey komponentleri) grubu ile iligkilidir. Bu adesiv
molekiiller S. aureus’un hiicre ylizeyinde bulunur. Bu adezinler ¢ogunlukla hiicre duvar
peptidoglikanina kovalent olarak sikica baglanmistir Bunlar:

fibrinojen baglayan proteinler (CIfA, CIfB ve Fbp),

fibronektin baglayan proteinler (FnbA and FnbB),

kemik sialoprotein baglayan protein (Bbp),

kollajen baglayan protein (Cna),

elastin baglayan protein (EbpS) ve

ylizeysel 6zel adezin proteinleridir (Patti ve ark. 1994).

Fibrinojen baglayanlar: S. aureus’un fibrinojen igeren ylizeylere yapisma yetenegi ve

fibrinojenin varliginda kiimeler olusturmasi kiimelesme faktorleri olan CIfA ve CIfB
bulunmasina baghdir (McDevitt ve ark. 1994, Ni Eidhin ve ark. 1998). Bu faktorler 6zellikle
yara ve yabanci cisim infeksiyonlarinda ¢ok onemli rol oynarlar (Foster and Hook 1998).
CIfA deneysel endokarditisin patogenezinde Onemli bir faktér olarak tanimlanmistir
(Moreillon ve ark. 1995). CIfB hasara ugramis insan nasal epitelyum hiicrelerinin yiizeyinde
bulunan K10 tip 1 sitokin molekiiliinii baglayabilir. Bu nedenle, C/fB pek cok vakada
stafilokokal infeksiyonlar i¢in risk faktorii olarak bilinen insanlarda nasal tasiyiciligin
gelismesine yardimci olur (O’Brien ve ark. 2002). Rekombinant CIfB ile farelerin pasif
immunizasyonu farelerde S. aureus’un nasal kolonizasyonunu azaltabilir. Bundan dolayi,
CIfB S. aureus’un nazal kolonizasyonunu azaltmak i¢in asilara katilan ilging bir komponenttir
(Schaffer ve ark. 2006). Clf’ler S. aureus’un artritise neden olmasinda onemli rol oynarlar
(Palmgqvist ve ark. 2005). Cheung ve ark. (1995) S. aureus’un koagulaz sekansi ile 6nemli
oranda benzerlik gosteren FhpA geni tarafindan kodlanan bir fibrinojen baglayan protein Fbp

gosterilmistir. Bununla birlikte, Fhp’nin bir ekzoenzim olan koagulazin aksine bakteriye bagli



oldugu bildirilmistir. 1954’de Duthie tarafindan Fbp “baghh koagulaz” olarak
isimlendirilmistir (Projan and Novick 1997).

Fibronektin baglayan proteinler (Fnb): S. aureus birbirleri ile yakin iliskili iki gen

tarafindan kodlanan FnbA ve FnbB olarak bilinen iki fibronektin baglayan protein
salgilamaktadir (Jonsson ve ark. 1991). Implante biomateryaller her zaman fibronektin
tabakas1 ile kaplhdir bu proteinlerin yabanci cisim infeksiyonlarinin ilerlemesinde 6nemli
oldugu one siirtilmektedir (Greene ve ark. 1995). Bunlar endokardit ve osteomiyelit
infeksiyonlarinda onemli rol oynarlar (Johansson ve ark. 2001). Ustelik FnbP’ler epitel
hiicreler, endotelial hiicreler, fibroblastlar ve osteoblastlar da dahil olmak tizere memeli

hiicrelerinin invazyonunda 6nemli rol oynarlar (Lammers ve ark. 1999, Sinha ve ark. 1999).

Kemik sialoprotein baglayan protein (Bbp): Kemik sialoprotein yalnizca kemik ve

dentin tabakasi iizerinde bulunan ekstraselliiler matriks proteinidir (Oldberg ve 1988). S.
aureus’un bu proteine baglanmasi bir hiicre ylizey proteini olan Mr 97000’iin kemik
sialoprotein-baglayan proteini (Bbp) ile iliskilidir (Yacoub ve ark. 1994). Bbp osteomyelitis

ve artritis olusumunda 6nemli rol oynayan faktorlerdir (Bremell ve ark., 1991).

Kollagen baglayan protein (Cna): Kollagen pek ¢ok dokuda ekstraselliiler matriksin en

onemli bilesenidir. S. aureus Cna olarak isimlendirilen kollagen baglayan bir protein salgilar.
Bunun, bakterinin kikirdaga adezyonunda gerekli oldugu gosterilmistir (Switalski ve ark.
1993). Ustelik, Cna deneysel septik artritisde dnemli bir virulens faktdriidiir (Patti ve ark.
1994).

Elastin adhezonu FEbpS: Elastin doku ve organlara primer roli uygun sekilde
elastikiyet kazandirmak olan 6nemli bir yapisal proteindir. Elastin salgilanmasi akciger, dert,
kan damarlarinda en yiiksek seviyededir, fakat elastin pek ¢ok memeli dokusunda diistik
diizeylerde salgilanir. S. aureus’un elastine baglanmasi elastin baglayan proteinler olarak

isimlendirilen EbpS ile ilgilidir (Park ve ark. 1996).

Smirsiz_&zgiilliikte adezyon proteinleri: Ozel matriks proteinleri reseptorlerinden

baska McGavin ve ark. (1993) tarafindan sinirsiz 6zgiilliikte ekstraselelliiler matriks baglayan

proteinler bildirilmistir. Bu protein osteopontin, kollagen, kemik sialoprotein, fibronektin,



fibrinogen ve vitronektin gibi pek ¢ok makromolekiile S. aureus’un diisiik affinite ile

baglanmasini kolaylastirir.

1. 5. 1. 2. Protein A

Protein A elastin, kollagen, fibronektin baglayan proteinler, “clumping faktér” gibi
kimyasal yapilar1 ve hiicre duvar1 yerlesimleri birbirine benzeyen stafilokoksik ylizey
proteinleridir. Bu proteinler stafilokoklarin konak dokularinda kolonize olmasini saglayan en
onemli faktorlerdir. Bu proteinlerin prototipi olan protein A’nin en 6nemli 6zelligi bazi
immunglobulinlerin (IgG1, IgG2, IgG4) Fc reseptorleri ile birlesebilmesidir. Bu nedenle
protein A’nin antikomplementer ve antifagositer etkinligi vardir. Yani protein A
immunglobulinlerin Fc reseptorlerine baglanarak antikorlara bagli fagositozdan, ayrica hiicre
disma saliman protein A’da ayni reseptdore baglanarak komplemana bagli viicut
savunmasindan bakteriyi korur. Protein A, S. aureus infeksiyonlarinin patogenezisinde 6nemli
bu fonksiyonu disinda, bazi infeksiyon hastaliklarinin tanisi1 amaci ile in vitro deneylerde
kullanilabilir. S. aureus’un nonspesifik tasiyici olarak kullanildigi bu testlere koaglutinasyon
adi1 verilir ve sadece antijen aramak amaci ile kullanilan, aglutinasyon temeline dayali bir tan1
yontemidir (Tiinger ve ark. 2005). Stafilokokal protein A’nin koagulaz ve nukleaz aktiviteleri
ile biiylik oranda korelasyon gostermesi, antifagositik etki yaratmasi ve antibiyotik
duyarliligini azaltmasi gibi 6zellikleri nedeni ile 6nemli bir patojenite kriteridir (Tiinger 2004,

Moreillon ve ark. 2005).

1. 5. 1. 3. Kapsiiler Polisakkaritler

Bakteriyel kapsiiler polisakkaritler (CPs) mikrobiyal infeksiyonlarin olusmasinda
onemli virulens faktorlerindendirler. S. aureus klinik izolatlarmin %90’indan fazlasinda
polisakkarid yapida mikrokapsiil bulunmaktadir. Bu kapsiil bakteriyi fagositozdan korur ve
konak hiicrelerine ve yabanci cisimlere aderensini saglar. Glinlimiize kadar tanimlanan 11
kapsiiler serotipin i¢inde 6zellikle tip 8 ve tip 5 insan infeksiyonlarmin %75’ inden sorumludur
(Franklin 1998, Fong ve Kolia 2003, Moreillon ve ark. 2005). Ayrica toksik sok sendrom
toksini Uretimi ile tip 8’in, metisiline direnci ile de tip 5’in yakin iliskide olduklar:

gosterilmistir (Koneman ve ark. 1997).



1. 5. 1. 4. Peptidoglikan ve Lipoteikoikasit

Bakteri kuru agirliginin yaklasik %50’sini peptidoglikan tabaka olusturmaktadir.
Peptidoglikan tabaka N-asetilglikozamin (NAG) ve N-asetilmuramikasit (NAM)
polimerlerinden olusur. Bu tabaka mikroorganizmalarin ozmotik stabilitesini saglar ve
bakteriye seklini verir. Ayrica insanda Gram negatif bakterilerin endotoksinlerine benzer
aktivite gosterir, yani makrofajlardan sitokin salinimini uyarir, kompleman aktivasyonuna yol
acar ve trombosit agregasyonuna neden olur. Monositlerden IL-1 salinimin1 uyararak
polimorfnukleer 16kositlerin infeksiyon bolgesine toplanmasina ve apse olusumuna yol acar.
Viicudun 6nemli savunma sistemlerinden lizozim enziminin de hedefi peptidoglikan tabakadir
(Koneman 1997). Sadece Gram pozitif bakteri duvarinda bulunan teikoik asit mukozalarda
bulunan 06zgiil reseptorleri (fibronektin, fibrinojen, laminin, trombospondin, vitronektin,
elastin, sialoprotein ve kollajen) ile birleserek stafilokoklarin infeksiyon bolgesine
yapismasini saglar. Stafilokoklarin teikoik asidi tiire 6zgiidiir. S. aureus’da ribitol teikoik asit,
S. epidermis’de gliserol teikoik asit bulunur. Teikoik asit tek basina zayif bir immunojendir,
ancak peptidoglikan ile birlikte bulundugunda spesifik antikor yanitini uyarabilir. Bu antikor
yanitinin izlenmesi sistemik stafilokok infeksiyonlarmim tanisinda faydalidir (Tiinger ve ark.

2005).

1. 5. 1. 5. Biofilm Olusumu fle Tlgili Yiizey Bilesenleri

S. aureus’un konak hiicrelere kolonizasyonunda ilk adim yapismadir. Bakteri bunu
ylizeyinde bulunan MSCRAMM molekiilleri yardimi ile yapabilir, fakat bu amaca ulagsmak
icin ikinci bir yol biofilm olusumudur. Baz1 bakterilerin en dig bolimiinde glikokaliks denilen
yapiskan bir tabaka bulunur. Eger bu glikokaliks tabaka kalin, bakteri yapis1 i¢inde belli bir
yeri olan ve hiicre duvarina sikica yapisik durumda ise buna kapsiil ad1 verilir. Eger bu tabaka
ince, hiicre duvarmna sikica yapisik durumda degil ve kolaylikla ayrilabilir bir yap ise; slaym
tabakas1 olarak kabul edilir. Slaym maddesi amorf kapsiil yapisinda, glikokaliks materyali
olup % 40 karbonhidrat, % 27 protein icermektedir. Cok kuvvetli antijenik yapida
oldugundan, tavsanlara siringa edildiginde ¢ok yiiksek titrede antikor cevabi elde edilir.
Slaym pozitif stafilokok suslarmin daha viriilan ve antibiyotiklere daha direngli olduklari
bildirilmektedir. Slaym faktér hiicresel immun yanit1 baskilar, opsonizasyonu, ndtrofil
kemotaksisini ve notrofil fagositozunu inhibe eder (Cengiz ve ark. 1999, Alen ve ark. 2006).

Slaym iiretimi stafilokoklarda 6nemli bir patojenite faktorii olarak kabul edilmektedir. Bu



faktoriin mikroorganizmanin konak hiicreye veya yapay yiizeylere adezyonunu saglayarak
etkili oldugu gosterilmistir (Christensen ve ark. 1994, Cengiz ve ark. 2004). Keskin ve ark.
(2003) mastitisli inek siitlerinden ve tavuklardaki lezyonlardan izole edilen patojenik KNS
suslarinin, saglikli hayvanlardan izole edilen kontrol suslarma oranla daha fazla oranda slaym
olusturduklarmi ve daha aderan olduklarmmi bildirmislerdir. Yiizeylerde bulunan fibrin,
fibronektin ve slaym faktorii ile bir biyofilm tabakasi olugmakta, kolonizasyon meydana
getirmekte ve bu biyofilmden ayrilan mikroorganizmalar sepsise yol agmaktadirlar (Karaca ve

ark. 2001).

Biofilm ve slaym terimleri birbirleri yerine kullanilabilmektedir (Arciola ve ark.
2002). Slaym faktor mikroorganizmay1 kaplayarak viicudun savunma mekanizmalarindan
korur. Bu maddenin kemotaktik etkisinin de bulundugu fakat slaym tarafindan uyarilan
polimorf cekirdekli 16kositlerde miyeloperoksidaz saliniminin yetersiz oldugu gosterilmistir.
Bu mikroorganizmanin, hiicre i¢inde yasam siliresinin uzamasma ve fagositozdan
korunmasina neden olmaktadir (Aybay ve ark. 1997). Ayrica, slaym olusturan
mikroorganizmalarla gelisen infeksiyonlarda antibiyotik tedavisi basarisizligmma ve kronik

infeksiyonlara daha sik rastlanmaktadir (Christensen ve ark. 1994).

1. 5. 2. Ekstraselliiler Protein Toksinler

Stafilokoklar, konak hiicre morfolojisini veya fonksiyonunu etkileyen c¢ok sayida
ekstraselliiler toksin tiretebilir. Bu toksinler sayesinde stafilokoklar yogun inflamatuar yanit
olan bdlgelerde liremelerini siirdiirebilirler. Bunlardan en 1iyi bilinenleri hemolizinler ve

l6kosidinlerdir (Cengiz ve ark. 1999).

1. 5. 2. 1. Hemolizinler

Hemolizinler, ¢esitli hayvan eritrositleri tizerinde hemolitik etki yapip yapmamalarina,
hemoliz i¢in gerekli 1s1 derecesi ve zamana, toksisite derecelerine bagli olarak ayrimlar
gosterirler. Bu toksinler dort tiptir. Bu dort hemolizin kromozom {izerinde kodlanmistir ve

cogu S. aureus susunda bulunur. Bunlar alfa, beta, gamma ve delta hemolizinlerdir.

Alfa hemolizin (Alfa Toksin): Bu toksin memeli hiicrelerinde (eritrosit, lokosit,

trombosit gibi) por olusumuna neden olarak inflamatuar yanit1 indiikler. Alfa toksin kanli



agarda lireyen S. aureus kolonilerinin ¢evrelerindeki beta hemolizden sorumludur. En giiclii
membran hasar proteini olup 33 kDa agirhigindadir. S. aureus suslarmin ana hemolizinidir.
Bakteriyel kromozomlarda ve plazmidlerde kodlanir. Tavsan eritrositleri i¢in hemolitik
aktivitesi yiiksektir. Insan makrofaj ve trombosit hiicre membranlar1 {izerinde litik etkiye
sahiptir fakat monositlere etkisizdir. Hemolitik, dermonekrotik ve sitolitik etkileri vardir.
Formol ile toksoid haline getirilebilir (Cengiz ve ark. 1999, Peacock 2005, Moreillion 2005,
Alen ve ark. 2006).

Beta Hemolizin (Beta Toksin, Sfingomyelinaz C): Stafilokokal sfingomiyelinaz olup

35 kDa agirhigmdadir. En iyi koyun eritrositlerine, daha az olarak da insan ve tavsan
eritrositlerine litik etki gosterir. Toksinin en 6nemli 6zelligi sicak-soguk lizis yapabilme
yetenegidir. Eritrositler lizerindeki etkisi sogukla artar. Fibroblast ve lokosit hiicrelerine de
toksik etki goOsterir. Antijeniktir, antitoksini ile notralize olur ve formol ile toksoid haline
getirilebilir (Cengiz ve ark. 1999, Peacock 2005, Moreillion 2005, Alen ve ark. 2006). Alfa ve
beta toksin invaziv stafilokok infeksiyonlar1 i¢in tipik olan doku hasar1 ve apse olusumundan
sorumlu olan en 6nemli toksinlerdir. Beta toksin ayni zamanda B grubu streptekoklar ve
Listeria monocytogenes tarafindan iiretilen ve S. aureus’un hemolizini arttiric1 etkiye sahip
olan CAMP faktorle etkilesen ve bu sinerjik hemolize neden olan yapidir. Ayrica bu toksinler
sayesinde stafilokoklar yogun inflamatuar yanit olan bdlgelerde bile {iiremelerini

surdurebilirler.

Gamma Hemolizin (Gamma Toksin): Insan eritrositleri tizerine orta derecede etkilidir.

Tavsan ve koyun eritrositleri duyarldir. Ozellikle stafilokokal kemik infeksiyonlarmda kanda
bu toksine kars1 antikor diizeyinin yiiksek bulunmasi, toksinin bu hastaliklarda etkili oldugunu

disiindiirmektedir (Cengiz ve ark. 1999, Peacock 2005, Moreillion 2005, Alen ve ark. 2006).

Delta Hemolizin (Delta Toksin): Hiicre membran biitiinliiglinii bozar ve adenilat

siklazi aktive ederck CAMP salinimina neden olur. Bu enzimatik aktivite, Stafilokokal Toksik
Sok Sendromu (TSSS) ve stafilokokal besin zehirlenmesinde rol oynar. Insan, tavsan ve
maymun eritrositlerine etkilidir. Ayrica, 16kosit, makrofaj, lenfosit ve trombositleri de hasara
ugratir. Alfa ve delta toksin insanda hastalik olusturan stafilokok suslarinda en c¢ok
bulunanlardir. S. aureus suslarinin % 95’inde bunlardan biri, % 82’sinde her ikisi de birlikte

bulunabilmektedir (Cengiz ve ark. 1999, Moreillion 2005, Peacock 2005, Alen ve ark. 2006).



1. 5. 2. 2.Lokotoksinler

Lokotoksinler membran hasar1 olusturan toksinlerdir. Insan hekimliginde I6kosidal
toksin iireten stafilokal izolatlarn nekrotik deri lezyonlari, frunkulozis ve osteomiyelitis
vakalarindan izole edildigi bildirilmektedir (Couppie ve ark. 1994, Lina ve ark. 1999).

Bunlardan en 6nemlisi Panton-Valentine Leukosidin (PVL) olarak bilinmektedir.

1. 5. 2. 2. 1. PVL Nedir: Baz1 alfa hemolizinler diger hiicrelere ek olarak lokositleri
de eritebilir, 16kosidin ya da (PVL) olarak adlandirilir. Lokosidin iireten stafilokok kdkenleri
iretmeyenlere gore fagositoza daha dayaniklidir. Diger hemolizinler kromozom iizerinde
kodlanmistir ve c¢ogu S. aureus susunda bulunur. PVL toksini ise alfa hemolizinin bir
homologudur, mobil bir faj {izerinde kodlanir ve transfer edilebilir. Ozellikle toplum kokenli
suslar tarafindan sentezlenmekle birlikte, yapilan ¢alismalar PVL pozitif S. aureus suslarinin
hastanelerde yayilabildigini, hatta hastane kaynakli salginlara neden olabildigini
gostermektedir. S. aureus izolatlar1 arasinda ortalama olarak %2—-10 arasinda PVL pozitifligi
bildirilmektedir (Lina ve ark. 1999, Morgan 2008). Tiim diinyada PVL lokusu tasiyan
toplumlarda kazanilmis MRSA izolatlarinda daha yaygimn olarak goriilmektedir (Vandenesch
ve ark. 2003). Bu nedenle tiim diinyadaki suslarda PVL lokusu 6nemli molekiiler bir belirteg
olarak kabul edilmektedir (Vandenesch ve ark. 2003). PVL toksin genleri evcil hayvanlardan
izole edilen suslarda da bulunmustur (Rankin ve ark. 2005). PVL tavsanlarda deri i¢i enjekte
edildiginde deride nekroz olusturdugu belirlenmistir (Ward and Turner 1980, Cribier ve ark.

1992).

1. 5. 2. 2. 2. PVL’in Tarihgesi: S. aureus’un toksinlerinden birisi olan PVL’in tarihi
1894°de baslamaktadir. ilk olarak Sir Alexander Ogston ve Louis Pasteur insan irinli
infeksiyonlarindan alman materyalle fare ve tavsanlarda infeksiyon olusturmay1

basarmislardir (Ogston 1880, Pasteur 1880).

S. aureus toksinleri lizerine arastirma yapan bir grup arastirmaci yillarca PVL
arastrmalarimin onderligini yapmislardir. Yeni arastrma tekniklerinin bulunmasi ile birlikte
bu alandaki calismalar inisli ¢ikisli da olsa devam etmistir. Ik calismalar S. aureus’un
l6kositler lizerine olan etkisine, sonraki yiizyilda yapilan ¢alismalar ise 16kosidinin genetik

ozellikleri iizerine odaklanmastir.



PVL pozitif metisilin direngli S. aureus (MRSA) suslarinin salginlara sebep olmasi
iizerine PVL iizerine olan ilgi artmis ve son yillarda tiim diinyada halk saghg: ile ilgili bir
sorun olarak ortaya ¢ikmis ve 1995 yilindan bu yana PVL arastirmalarinin sayisi giin gegtikge
artmistir (Lina ve ark. 2010). PVL’ in tarihinin incelenmesinde en 6nemli olaylar asagida tarih

sirasi ile verilmistir:

1894. Van de Velde bazi S. aureus suslarinin 16kositler iizerine toksik etkisi bulunmasi

uzerine “lokosidin” terimini ilk kez kullanmistir:

Stafilokokal 16kosidin iizerine ilk arastrma Belcika’da Louvain Universitesi Patoloji
ve Deneysel Tip Boliimii’nde c¢alisan Dr. Honoré Van de Velde tarafindan yapilmistir. 1894
yilinda Van de Velde S. aureus’un virulens determinatlar1 ve 16kositlerin potansiyel koruyucu
etkileri lizerine ¢alismis; 1894 ve 1895 yilinda bu arastirmalarin ¢ogu yayimlanmistir (Van de
Velde 1894, Denys ve Van de Velde 1895). Van de Velde, S. aureus’un virulens 6zelliklerini
inceleyebilmek i¢cin kopek ve tavsanlarda pleural infeksiyon modeli gelistirmistir.
Tavsanlarda, lokal S. aureus enjeksiyonundan bir-iki saat sonra pleura bosluguna 16kositlerin
ulastigin1 goérmiistiir. Enjekte ettigi ilk izolatlarda pleural boslukta lokosit sayis1 zamanla
artmakla birlikte, goriiniimlerinin normal oldugu, tersine, pleural bosluga verilen baska yeni
bir izolatin 16kositleri 6ldirdiigiinii belirledi. Van de Velde yaymninda lokositler “6l/di”
ifadesini kullanmis ve durumu séyle aciklamistir: Bunun icin “Hiicreler yuvarlak sekilli idi,
¢ekirdek yogundu ve sitoplazma agik¢a goriiniiyordu, graniil ve pseudopod yoktu, sonra
sitoplazma  belirginsizlesti. Lokositler incelendiginde hepsinin hareketsiz oldugu ve

diapedezisin bulunmadigr goriildii”.

Bu 16kosidal aktivite pleural bosluktaki bakteri sayisinin 1000 kat, hayvan 6liimlerinin
20 kat artmasi ile ilgiliydi. Van de Velde 16kosidal aktivitesi bulunan bakterilerin kolaylikla
l1okositleri 6ldiirdiigii sonucuna vardi. Arastirmaci daha sonra S. aureus ile birlikte 16kositleri
birlikte kiiltiire ettiginde, 37°C’de ilk iretildiginde inkiibasyonun baslangicindan 2 saat gibi
kisa bir siire sonra lokositler ortama eklendiginde l6kosidal aktivitesi bulunan tek bir izolatin
ireyebildigini, tersine l0kosidal aktivitesi bulunmayan izolatlarin 24 saat igerisinde tahrip
oldugunu gordii. Bununla birlikte, 16kotoksik izolat nedeni ile plural infeksiyonu bulunan
hayvanlardan pleural sivi alindiginda ve bu l6kotoksik olmayan S. aureus ve lokositlerle
birlikte {tretildiginde bu bakterinin 16kotoksik bakteriler gibi kuvvetli bir sekilde
ireyebildigini gordii. Bu nedenle, Van de Velde “beyaz kan hiicreleri birg¢ok bakteriyi



oldiirebilir ve onlarin harap olmast bakteriyel iiremeyi arttirmaktadir. Bu da hayvanlarda
yiiksek diizeyde oliime sebep olan bakteriyel I6kotoksisiteyi agiklamaktadr” goriisiinii ortaya
att1. Van de Velde “/6kotoksik izolatlarin lokositleri tahrip edebilen bir zehir iirettikleri” ve
bu zehrin 58°C’de 10 dakikada isitmakla inaktive olmakla birlikte albuminoid (protein)
yapida molekiil oldugunu bildirdi. Bu zehirin “lokosidal madde” veya “lékosidin” olarak
isimlendirilmesini onerdi. Lokosidinin salgilanan bir madde oldugundan siiphelendi, ¢iinkii
santrifiijden sonra stafilokokal siipernatant hala beyaz kan hiicreleri i¢in oldukca toksikti. Ne
yazik ki, hazirladig1 preparatin bu bakterileri icerip icermedigini a¢iklayamadi. Van de Velde
toksin lireten S. aureus’ un yalnizca hayvan viicudunda degil ayn1 zamanda in vitro ortamda
kan, serum ve sivi1 kiiltiirde de tretilebildigini gosterdi. Besi yerinde iiremeden 48 saat sonra
1okosidini saptadi ve “S. aureus’un virulensi lokositlerin etkisini ortadan kaldiran bir zehir
tiretebilme yetenekleri ile ilgilidir. Lokosidin tiretimi stafilokoklar bol miktarda bulundugunda

goriilmektedir’ dedi.

1894. Van de Velde kopek lokositlerinin direncli oldugunu gosterdi

Van de Velde ayni1 zamanda izolatlarmin kopekler iizerine olan etkisini de inceledi
(Van de Velde 1894). Tavsan lokositlerininin aksine, kopek lokositleri 16kosidine karsi
oldukc¢a direncliydi. Beyaz kan hiicrelerinin 16kosidin duyarliliginin tiire bagimli oldugunu

One surdu.

1895. Van de Velde tarafindan 10kosidin asilamasinda ilk girisim

Van de Velde lokotoksik S. aureus’ un sivi kiiltlirii ve 1s1 ile inaktive ettigi sivi
kiiltiiriin stipernatantini filtreden gecirip tavsanlara verdi (Denys ve Van de Velde 1895) ve sivi
kiiltiir ile asilama sonrasinda kaseksi ve deri infeksiyonlar1 gordii. Van de Velde yaptig:
deneyi su sekilde anlatti:“Cok yiiksek dozlar hari¢ (100 kat), as1 hazirlamak igin [6kotoksik S.
aureus izolatlart kullanilan ve pleura i¢i enjeksiyonu yapilan hayvanlarin hi¢ birisi 6lmedi.
Asilanan hayvanlarin pleural bogsluklarindan elde edilen [6kositler olduk¢a normaldi.
Bununla birlikte, sedimentasyon yolu ile pleural bosluktan ayrildiklarinda Iokosidin ile
muamele edildiklerinde tahrvip oldular. Normal tavsandan serum ilavesi koruyucu etki
meydana getirmedi. Tersine, agsili tavsanlardan [okosidin ve serum karisimi ile

asilandiklarinda lokositler tamamen normaldi.



"

tespitini yapti. Bunun {izerine, Van de Velde " bu anti [6kosidin ozelligi inaktif kompleks

olusturarak muhtemelen l6kosidini inaktive ettigi" goriisiinii One siirdii.

1901. Neisser ve Wechsberg 10kosidinin salgilanan bir toksin oldugunu acikca gosterdi

1901 yilinda, M. Neisser and Wechsberg 10kotoksik S. aureus steril filtratinin beyaz
kan hiicreleri i¢in toksik oldugunu gosterdi (Neisser ve Wechsberg 1901). Bu arastirmacilar ilk
olarak stafilokokal siipernatantin l6kotoksik aktivitesini, yalnizca mikroskobik olarak degil,
ayn1 zamanda kismen aerobik kosullarda sekillenen metilen mavisi rediiksiyonu ile de

polimorf niikleer 16kosit respiratorik aktivitesini 6l¢miislerdir.

1922. Julianelle 16kotosik ve hemolitik aktiviteleri birbirinden ayirdi

Stafilokoklarin kisa bir siire sonra yalnizca lokositler icin degil eritrositler gibi diger
hiicreler i¢in de toksik olduklar1 goriildii (eritrositler i¢in “hematotoksin” ve deri hiicreleri
icin  “dermatotoksin” veya ‘“nekrotoksin” olarak isimlendirildi). Van de Velde’nin
yayimnlarinda, l6kotoksik ve hemolitik aktiviteler arasinda belirgin bir ayrim yoktu. Van de
Velde 16kotoksik S. aureus izolatini taze tavsan ve kdpek kani ile inkiibe ettigi zaman “kanin
iyice koyulastigint ve sonunda kirmizi kan hiicrelerinin kayboldugunu” bildirmisti. Bununla
birlikte arastirmaci, bu durumu hemolize degil, bakterilerin oksijen kullanimma baglamisti.
Ikinci yayminda kirmizi kan hiicrelerinin 16kosidin tarafindan hasara ugratildigmni bildirmisti.
Bunu "kirmizi kan hiicreleri sisti ve eridi" seklinde ifade etmisti. Sonug olarak, ¢alismalar bu
stafilokokal ekstraselliiler maddenin l6kositler iizerine olan spesifik ve nonspesifik etkileri
iizerine odaklandi (Neisser ve Wechsberg 1901). Daha sonralari, baz1 stafilokokal
hemolizinlerin 16kosit membraninin fonksiyon ve yapisini bozabildigi ortaya ¢ikarilmigtir.
Hemotoksin ve nekrotoksin ile hayvan olimii arasinda iliski saptanmistir (Parker Weld ve
Gunther 1931). Eskiden, stafilokokal hemolizinlerin 16kosidik 6zellikleri gercek stafilokokal
l16kosidininin 6zelliklerini gizlediginden, Neisser-Weschberg 16kosidini gibi, l6kosidin olarak

isimlendirilen maddeler, hemolizinler olarak bilinmekteydi (Wright 1936).

1922°de Philadelphia General Hospital’da gorevli Louis A. Juliannelle 16kosidal ve
hemolitik aktiviteleri birbirinden ayirdi (Julanielle 1922). Arastirmaci sivi besi yerinde iireyen
dort S. aureus susunun biyolojik 6zelliklerini incelediginde, onlarin 16kotoksisitesini yansitan

kobay lokositleri tarafindan metilen mavisini indirme reaksiyonunu yalnizca iki susun



siipernatantinin neden oldugunu buldu. Bu suslardan bir tanesi hemolizin iiretmiyordu ve en
fazla hemolizin tireten {iclincii sus 10kosidin iiretmiyordu. Bu durum “hemolitik ve I6kosidik

aktivitelerin birbirine bagimli olmadigini” gosterdi.

1932. Panton ve Valentine lokosidinin hemolitik aktivite ile ilgili olmadigint ve ciddi

infeksivonlara neden olan suslar tarafindan turetildigini dogruladi

On y1l sonra, Londra Hastanesi Hale Klinik Laboratuvar1’ nda calisan Philip Panton ve
Francis Valentine, ciddi ve hafif seyirli insan infeksiyonlarindan izole ettikleri 22 S. aureus
susunun toksik Ozelliklerini karsilastirdilar (Panton ve Valentine 1932). Hemolitik aktivite
tavsan eritrositlerinde, lokotoksisite insan lokositlerinde, nekroz tavsanlara intradermal
enjeksiyon yolu ile, letalite gen¢ tavsanlara damar i¢i enjeksiyon yolu ile incelendi.
Arastirmacilar  hemolitik ve 16kotoksik aktiviteler arasinda karsilikli  bir iligki
gozlemlemediler, bu da l6kosidinin hemolizinden kesin olarak ayr1 oldugunu gosterdi. 22
izolattan 7 tanesi yiiksek 16kosidin ve zayif hemolizin aktivitesine sahipti, bu da inceledikleri
suslarm yaklasik %30 unun gercek I6kosidin iirettigini gdsterdi. Ustelik arastirmacilar toksin
iiretimini insan infeksiyonlar1 ile karsilikli olarak incelediklerinde “kuvvetli lokosidin ve zayif
hemolizin aktivitesine sahip olan suslarin siklikla akut ciddi infeksiyonlardan izole
edildiklerini ve tersine zayif lokosidin ve kuvvetli hemolizin aktivitesine sahip olan suslarin
kronik seyirli yiizeysel infeksiyonlardan izole edildigini” bildirdiler. Bu ciddi infeksiyonlar
piyemi veya amfizem ile seyreden dort deri ve iki kemikden izole edilen suglardan
olusuyordu. Boylece, arastirmacilar genellikle ciddi S. aureus infeksiyonlar ile ilgili gercek

16kosidinin, hemolizin ile benzer olmadigini gosterdiler.

1936. Valentine 1lokosidin duyarliligini tanimladi ve insan infeksiyonlari esnasinda artan

serum anti lokosidin antikor titrelerini gosterdi

1936°’da, ikinci bir yayinda Valentine (Valentine 1936), gercek lokosidinin, lenfosit
veya eritrositleri etkilemeksizin, hem insan hem de tavsan kanindaki tiim fagositik 16kositleri
tahrip ettigini ve alfa hemolizinin tavsan eritrositleri ve beyaz kan hiicreleri i¢in toksik
oldugunu gosterdi. Ustelik alfa hemolizin tarafindan tahrip edilen tavsan Idkositlerinin
genellikle gercek 16kosidinler tarafindan tahrip edilen insan veya tavsan hiicrelerinden farkli
goriindiigiinii bildirdi. Arastirmasinda su ifadeyi kullandi: “Alfa hemolizinle muamele edilen

tavsan notrofilleri daha az dayanikli bulunurken; nukleus par¢alanmis fakat graniiller



hiicrenin bir boliimiinde kiimelenmis olarak goriinmekteydi. Tersine, gercek lokosidin ile
muamele edilen hiicreler kiiresel bir sekil almiglar ve graniiller esas olarak periferde
toplanmus, fazla toksin bulundugunda, hiicreler patliyor ve graniiller serbest birakiliyor.” Bu
spesifik goriinlim diger arastirmacilar tarafindan da dogrulandi (Proom 1937). Klinik
gozlemler devam ederken, Valentine “6nemli miktarda lokosidin iireten saglikli hastalardaki
gercek doku invazyonlari olusmug olan lezyonlardan izole edilen suslar neredeyse l6kosidinin
onemli bir kismint iiretmekte > oldugunu fark etti ve ayn1 zamanda kronik yilizeysel ve derin
stafilokokal infeksiyonlarda serum anti-lokosidin aktivitesinde ©6nemli bir artis buldu

Valentine 1936).

1936. Wright “Panton Valentine Lokosidin” terimini ilk kez kullandi

1936 yilinda, bu “gercek™ stafilokokal l6kosidin, bunu lokotoksik aktivite ile diger
stafilokokal tirlinlerden ilk kez ayiran J. Wright (Wright 1936) tarafindan, “Panton Valentine
Lokosidin’’ (PVL) olarak isimlendirildi.

1957. PVL irinli infeksiyonlarda saptandi

Oxford Universitesi Patoloji Boliimii’ndan Sir William Dunn ve ark. tarafindan
yapilan daha sonraki arastirmalar, PVL’in stafilokokal alfa ve delta hemolizinlerin 16kotoksik
aktivite de dahil olmak tizere ¢oklu sitotoksik aktiviteye sahip olduklarini, graniilositler ve
makrofajlar tizerine selektif etkili olduklarini dogrulad: (Gladstone ve van Heyningen 1957).
Bu arastirmacilar, PVL iiretmek i¢in hala kullanilan bir yontem olan kiiltiir tiipleri kullanarak
modifiye CCY besi yerinde iireyen bakteriden 6nemli miktarda PVL {iretmeyi basardilar.
Onlar ayn1 zamanda PVL iiretimini, PVL antiserumunun nétralize edici etkileri ve kiiltiir
siipernatantinin incelenmesiyle elde edilen stafilokokal koagulaz pozitif klinik izolatlarinda
arastirmislar, PVL iireten irinli infeksiyonlardan izole edilen 61 izolattan 31 tanesi, 10 nazal
kolonizasyon izolatindan iki tanesi ile karsilastirmiglardir. KNS suslarinin PVL {iretmedigi

ancak, S. aureus’un PVL {iretiminin fazla oldugunun goriildiigiinii bildirmislerdir.

1959. PVL nin saflastirilmasi ve iki komponentinin 6zellikleri

1959 yilinda, ayni {iniversiteden Woodin, ilk kez CCY besi yerinde PVL’nin

ozelliklerini belirleyebilmek i¢in 16kosidal testler ve immunoloji ile modern kimya



calismalarin1 birlikte yapti (Woodin 1959). Amonyum siilfat ve hydroxylapatite ile
siipernatantin fraksiyonlar1t PVL’ yi kismen saflastirabildi ve PVL’ nin ‘hizli’ (F: Fast) ve
‘yavas’ (S: Slow) fraksiyonlar olarak isimlendirilen iki komponentten olustugunu bildirdi.
Woodin saflastirilmis F ve S parcalarmin immunolojik olarak tek bir madde gibi
davrandiklarmi dogruladi (Woodin 1960). Woodin PVL’nin saflastirilmis parcalarmi
kullanarak PVL-16kosit etkilesimi iizerine bir¢ok bilgi topladi. Bu titiz ¢aligmasinin verilerini

ayni zamanda makalesinde de 6zetlemistir (Woodin 1972).

1962. Hastalarda anti PVL antikorlarinin saptanmasi ve bir antitoksin l0kosidin gelistirilmesi

Gladstone ve ark. saflastirilmis PVL komponentlerini kullanarak infekte bireylerde
anti-PVL serum titrelerini degerlendirmisler ve inceledikleri 121 klinik infeksiyon
bulunmayan kiside anti-F ve anti-S titreleri buna karsilik gelen anti-alfa hemolizin
titrelerinden oldukca degisken oldugunu goérmiislerdir. Arastirmacilar, osteomiyelitis,
furunkulozis veya kronik apseli 19 hastada anti-F ve anti-S titreleri normal degerlerin 6-7 kat1
daha fazlaydi. Ne yazik ki arastwrmacilar izolatlarin PVL iiretip iiretmedigini kontrol
etmemislerdi (Gladstone ve ark. 1962). Gladstone ise daha sonradan her bir purifiye
komponenti formol ile inaktive ederek toksoid bir lokosidin gelistirmistir. Lokosidin toksoid
tek bir deri i¢i enjeksiyon sonrasinda saglikli kisilerde olusan spesifik antikorlar hakkinda
bilgi edinilmesini saglamistir. Bu lokosidin toksoid kronik stafilokokal osteomiyelitis ve
yumusak doku infeksiyonlar1 bulunan hastalarda tedavi edici amagla uygulanmistir. Anti-F ve
anti-S lokosidin antikor titrelerinde iki hafta i¢inde oldukca 6nemli bir artig goriilmiis ve
titreler 4-5 hafta yiiksek kalmistir. Bunun iizerine arastirmacilar “kronik suppuratif lezyonlu
hastalarda bile PVL’ye karsi optimal immun yanit olusmadi ve artan yanit uygun
inokiilasyonlarla olabilir” yorumunu yapmislardir. Bununla birlikte, toksoid preparat
genellikle enjeksiyon yerinde lokal yangi (sertlik, eritem ve aci) ve siklikla kisa siireli
kirgmlk, viicut isisinda az miktarda yiikselme gibi orta diizeyde sistemik belirtiler

goriilmesine sebep oldu.

1972. Genetik cag: PVL kodlayvan fajlarin identifikasyonu ve PVL genlerinin

karekterizasyonu

1972’ de, Tip Fakiiltesi, Klinik Mikrobiyoloji ve Antimikrobiyal Tedavi BSliimii’nden

Van der Vijver ve ark. (Hollanda) bir grup A faj1 tarafindan S. aureus’da 16kosidin iiretiminde



bir artisa neden olan lizojenik konversiyon olayini bildirdiler. Bununla birlikte, kullandiklar1
test sisteminde tam bir 16kosidin belirlemeyi basaramadilar (Van der Vijver ve ark. 1972).
Kamio ve ark. (Tohoku University, Sendai, Japonya) sonunda PVL genlerinin phiPVL ve
phiSLT olarak isimlendirilen iki faj tarafindan tasindigini dogruladi (Kaneko ve ark. 1998,
Narita ve ark. 2001). Ayni1 grup, bununla birlikte 16kosidinin bildirilen genler tarafindan
kodlanan F ve S komponentlerini de tanimladi (Rahman ve ark. 1991, Rahman ve ark. 1992).
Gilles Prévost ve ark. (Tip Fakiiltesi Bakteriyoloji Enstitiisii, Fransa) Kamio ve ark. tarafindan
bildirilen PVL genlerinin, PVL genleri (/uk-PV) olarak tarif edilen bir gamma hemolizin
geninin baska bir sekli oldugunu gostermislerdir ve durumu sdyle anlatmislardir (Prevost ve
ark. 1995b): “PVL genleri birbirleri ile sinerjik olarak ¢alisan [ukS-PV ve lukF-PV olmak

lizere iki protein komponentinden olusmaktadir.”

1995. Klinik S. aureus izolatlarinda PVL genlerinin dagilimi

Prévost ve ark. insan izolatlarmda PVL iretimi sikligini belirleyebilmek i¢in
saflagtirilmis PVL komponentlerine karsi yiiksek titreli tavsan antikoru kullanarak
immunopresipitasyon yapmigslardir (Prevost ve ark. 1995a). 309 S. aureus izolatindan 2
trakeal sivap ve 3’1 ¢ok ciddi deri lezyonlarindan izole edilmis olan olmak iizere, 5 tanesinin
PVL {irettigini belirlemislerdir. Deri infeksiyonlari, septisemi ve asemptomatik nazal tasiyici
hastalar arasinda PVL iireten suslarin dagilimini incelediklerinde ise PVL iiretiminin deri
infeksiyonu bulunan o6zellikle aseptik furunkulozisli hastalarda daha yiiksek oranda
bulundugunu bildirmislerdir (Prevost ve ark. 1995a). Yves Piémont, ciddi deri lezyonu
bulunan Fransiz hastalardan diizenli olarak izole ettigi S. aureus suslarmin toksinlerinin
saptanmasi lizerine ¢alismistir. Arastirmact PV L-iireten suslar ile frunkuloz arasinda kuvvetli;
tersine, immunsupressif ¢ocuklarda hizli gelisen fotal stafilokokal infeksiyonlarda zayif bir
baglant1 oldugunu belirlemistir. Arastirma sonucunda fotal sonucun genellikle l6kopeni ve
hemoptisis ile iligkili daha Once seyreden basit influenza benzeri bir sendromdan
kaynaklandig1 goriilmiistiir. Piémont, Jerome Etienne (Stafilokokal Hastaliklar Ulusal
Merkezi Baskani, Lyon) ile temasa ge¢gmis ve bu sonuglar1 dogrulamak i¢in onlarin PVL
kolleksiyonunun incelenmesini istemistir. Bu arastirmanm ilk sonuclari, /uk-PV icin 172 S.
aureus 1zolatim1 PCR ile 1999 yilinda inceleyen Lina ve ark. tarafindan yayimlanmistir.
Calismada, PVL pozitif S. aureus suslari ile furunkulozis ve ayni zamanda 23 vakadan 14
tanesinin 6liim ile sonug¢landigl toplumda kazanilmis pndmoni arasinda kuvvetli bir baglanti

bulundugunu bildirmistir (Lina ve ark. 1999).



2002. PVL pouzitif S. aureus izolatlari ile ilgili nekrotize pnOmonilerin tanimlanmasi ve

toplum kokenli S. aureus izolatlarinda PVL genlerinin saptanmasi

PVL pozitif S. aureus suslari ile ilgili pndmoni, PVL negatif S. aureus pndmonileri ile
karsilastirilarak, 2002 yilinda Gillet ve ark. tarafindan incelenmistir (Gillet ve ark. 2002).
PVL-iireten S. aureus suslar1 genellikle saglikli cocuk ve geng¢ hastalarda hemoptisis ve
lokopeni ile karekterize hizli bir sekilde akut solunum stresine yol agan hemorajik, nekrotize
pndmoniye neden olmaktadir. Genellikle oncelikle influenza benzeri bir sendromdan sonra,
kurbanlarmin dortte ticliniin 6ldiigiinii bildirilmektedir. Otopside bilateral pulmoner hemoraji
ve nekroz goriilmekteydi. Diinyanin pek ¢ok yerinden de benzer vakalar bildirilmisti. 2002°de
Dufour ve ark. toplumda kazanilmis MRSA infeksiyonu bulunan Fransiz hastalarda PVL
genlerini saptamistir (Dufour ve ark. 2002). 2003 yilinda Vandenesch ve ark. MRSA
klonlarint Avrupa, Kuzey Amerika ve Okyanusya’da bildirmistir (Vandenesch ve ark. 2003).
Bu arastrma PVL genlerinin epidemik klonlar halinde toplumda siirekli dolastigini ortaya
koyarken bu tahrip edici toksinin diger 6zelliklerinin arastirilmasi tizerine bilim adamlarinin

odaklanmasina sebep olmustur.

1. 5. 2. 3. 3. Etki Mekanizmasi: 1932 yilinda Panton ve Valentine birbirleri ile
sinerjik olarak ¢alisan, molekiiler agirliklar1 32 ve 38 kDa olan, LukS-PV ve LukF-PV olmak
iizere iki protein komponentinden olusan Panton-Valentine Leukocidin (PVL) tanimlamiglar
(Prevost ve ark.1995b) ve bu l6kosidinin insan ve tavsan polimorfniikleer hiicreler, monositler
ve makrofajlar tizerine litik etkisi bulunan Onemli bir virulens faktérii oldugunu
bildirmislerdir (Cribier ve ark. 1992, Siqueira ve ark. 1997). Birbirlerini sinerjik olarak
etkileyen F (hizl) ve S (yavas) adinda iki protein komponentinden olusmus bu ekzotoksin;
konak l6kositlerinin membranlarinda porlar olusturarak bu hiicrelerin erimesine neden
olmaktadir (Prevost ve ark. 1995b). Her biri 1yi antijen yapisinda olup, her birinden ayri
toksoid olusturulur. Toksin aktivitesi i¢in bu alt birimlerin her ikisi de gereklidir. Toksin,
hiicre zarinda potasyum ve diger katyonlara kars1 ge¢irgenligi arttirict gozeneklerin agilmasini
saglayarak etkili olur. Lokositler ve makrofajlar iizerine litik etkisi vardir. Lokositler
tarafindan fagosite edilseler de 16kosidin iireten stafilokoklar hiicre igerisinde iremeye devam
ederler. Bu iki protein komponenti birlikte etki ettiginden ve dogrudan hiicre zar1 lizerine
etkili olduklarindan bu toksin “synergohymenotropic toksin” olarak da adlandirilmaktadir

(Supersac ve ark. 1993). Bu toksinin immunsupressif geng hastalarda furunkulozis ve nekrotik



hemorajik pndmoni ile ilgili oldugu bildirilmistir (Gillet ve ark. 2002). Bu toksini bulunduran
tirlerin infeksiyonlarinda hizli ilerleme, kanama ve nekrotizan pnomoni tablosu

goriilmektedir (Cengiz ve ark. 1999, Peacock 2005, Moreillion 2005, Alen ve ark. 2006).

1. 5. 2. 3. 4. Klinik Etkileri: PVL Iokosit tahribi ve nekrotizan pndmoniye sebep
olarak ciddi vakalarda 72 saat icerisinde hastanin 6liimiine neden olmaktadir (Anonim 1).
Diger stafilokokal nekrotizan pnodmoni vakalar: ile karsilastirildiginda toplumda kazanilmig
pnomoni vakalarmin %85°1’nin PVL pozitif suslardan olustugu bildirilmektedir. Toplumda
kazanilmis pndmoni vakalarindan etkilenen geng¢ ve saglikli hastalar kisa stirede kotiilesmekte
ve %40’indan fazlasinda 6liim goriilmektedir (Bradley 2006). PVL iireten S. aureus suslari
pek cok oldiriicii bakteriyel infeksiyon salgminda onemli rol oynar (Havkes N, 2006). PVL
stafilokokal protein A sentezini arttirarak yangiya sebep olan pndomoni i¢in dnemli bir

proinflamatuvar faktor olarak etki gdstermektedir (Anonim 2).

1. 5. 2. 3. 5. Epidemiyoloji: PVL §. aureus infeksiyonlari ile ilgili pek ¢ok toksinden
birisidir. PVL, 6zellikle Toplum Kokenli-Metisilin Direngli S. aureus (TK MRSA)’a bagh
toplum kokenli cilt ve yumusak doku infeksiyonlar: ile akut nekrotizan pndmonilerden izole
edilen S. aureus suslar1 tarafindan salgilanan 6nemli bir virulans faktoriidiir (Moreillon 2005).
PVL sentezleyen suslar tarafindan olusturulan infeksiyonlar daha siddetli seyretmekte, hatta

akut nekrotizan pndmonilerde oldugu gibi 6liimle sonuglanabilmektedir.

Yapilan caligmalarda biiyiik bir kismimda PVL pozitif TK MRSA suslarmin ¢ogunun
SCCmec tip 1V veya Tip V tasidiklarmi ortaya konulmustur (Tristan ve ark. 2007). PVL S.
aureus-spesifik bir ekzotoksindir (Gravet ve ark. 1998). PVL o6zellikle frunkulozis gibi deri
lezyonlar1 ile ciddi nekrotize pndmoni vakalarinda bildirilmektedir. 1986-1998 yillar1 arasinda
Fransa’da yapilan bir ¢calismada PVL’in klinik 6nemi gosterilmistir. Calismada, PVL pozitif 8
toplum kokenli pnodmoni vakasindan 6 tanesinin 6liim ile sonuglandig: bildirilmistir (Gillet ve
ark. 2002). Tersine bazi ¢aligmalarda da PVL’nin yalnizca pnoémoni ve yumusak doku
infeksiyonlarina neden olmadigi da bildirilmektedir. Voyich ve ark. deneysel olarak infekte
ettikleri farelerde PVL negatif ve PVL pozitif TK MRSA suslarinin esit diizeyde virulent
olduklarmi bildirmislerdir (Voyich ve ark. 2006). Son ¢aligmalar, diger virulens genleri ile
birlikte PVL’nin TK MRSA suslarinin virulensine katkida bulundugunu gostermektedir
Karahan ve ark. 2008, Lina ve ark. 2010).



Toplum kékenli MRSA: 1k kez 1998°de ABD’de (Herold ve ark. 1998), ardindan

Avustralya’da yerli toplumunda (Turnridge ve Bell 2000) daha 6nce bilinen risk faktorleri ve
hastanede yatis Oykiisii bulunmayan c¢ocuklarda MRSA infeksiyonlarini1 bildirilmistir. Bu
izolatlar TK MRSA olarak adlandirilmaktadir. 2002 yilindan itibaren toplum kokenli
izolatlarm tiim diinyada biiyliyen bir problem olarak karsimiza c¢iktigi bildirilmektedir.
Toplum kokenli MRSA en sik nekrotik apselerle seyreden deri ve yumusak doku
infeksiyonlar1 olusturmaktadir. Bunun yani sira nekrotizan pndmoni gibi yasami tehdit edici
infeksiyonlar da yapabilmektedir. Benzer klinik bulgular olusturan metisilin duyarh stafilokok
(MSS) izolatlarinda oldugu gibi, nekrotizan infeksiyonlar yapan toplum kdékenli MRSA
suslarinda da siklikla, faj Sa2 {izerinde tasinan /ukS ve lukF genlerince kodlanan PVL toksini
bulunmaktadir.

PVL’nin TK MRSA infeksiyonlarindaki rolii tam aciklanmamakla birlikte arada gii¢lii
bir epidemiyolojik iliski bulunmaktadir. Toplum kdkenli MRSA izolatlarmin bir diger 6zelligi
de hemen c¢ogu zaman SCCmec tip IV tagimalaridir. Bu suslarin toplumda yaygin olarak
bulunan ve PVL tasiyan metisilin duyarli S. aureus (MSSA) izolatlarma (6r. ST30 gibi)
SCCmec tip IV girmesi ile ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Diger hipotezler ve olasi yollar
arasinda; hastane kokenli izolatlarn PVL sentez genleri kazanip toplumda yayilimi (6r.
toplum kokenli MRSA ST22 gibi) veya toplumda bulunan MSSA suslarinin hem faj F Sa2
hem de SCCmec tip 1V kazanmasi (6r. ST1, ST59, ST80, ST159 klonal soylarindaki toplum
kokenli MRSA suslar1 gibi) bulunmaktadir. Toplum kdkenli MRSA ST8 ayrica arc gen
kiimesi yani sira arjinin dekompozisyonunu saglayan ikinci bir gen kiimesi (ACME) daha

kazanmig olmalar1 ile karakterizedir.

Coklu direngli S. aureus suslarinin 1950’11 yillardaki en 6nemli temsilcisi 80/81 (faj
tipi) olarak adlandirilan izolatlardir. Bu izolatlar giiniimiizde kullanilan Multilokus Sequence
Tipleme (MLST) ile ST30 klonunda yer almaktadir. Bu izolatlarin bir kisminin PVL iirettigi
de gosterilmistir. 80/81 klonu hastaneler ve toplumda yayilmis ve ozellikle deri ve derin
yumusak doku infeksiyonlarma yol agcmistir. S. aureus 80/81 1950’lerde tiim diinyaya
yayllmistir. 1959 yilinda metisilinin tedaviye girmesi ile bu klonun izolasyon sikliginda
diisme olmustur, fakat son yillarda 80/81 klonu 6zellikle Avrupa iilkelerinde toplum kokenli

MRSA olarak tekrar karsimiza ¢ikmistir (Robinson ve ark. 2005)

Boliimiimiizde yapilan ¢alismada 2002-2006 yillar1 arasinda izole edilen S. aureus

suslarinda PFGE ve varyantlar1 ile birlikte 3 pulsotipin varligi belirlenmistir. Pulsotip B



suslart SCCmec tiplendirmesi ile tip IV, MLST ile ST8 (USA 300 olarak bilinen ABD’de
toplum kokenli izolatlar arasinda en yaygin olarak goriilenlerden bir tanesi) spa ile t190;
pulsotip A ve C suslarinin ise SCCmec tip 111, spa tiplendirmesi ile t030 ve MLST ile ST 239
ve ST 239 benzeri bir klon oldugu belirlenmistir (Tiirkyillmaz ve ark 2010). Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi’nde yapilan bir ¢alismada 2004-2005 yillarinda hastanedeki
dominant S. aureus susunun SCCmec tip III tasidig1r ve bu suslarin Brezilya klonu olarak
bilinen ST239 klonunun bir iiyesi oldugu saptanmistir (Giilay 2008). ST 239 Brezilya klonu

olarak bilinir ve 6nemli hastane kdkenli klonlardan birisidir (Deurenberg ve ark. 2007).

ABD’de toplum kokenli izolatlar arasinda iki klonal soy ¢ok yaygindir. Bunlar ST1
(USA400) ve ST8 (USA 300) olarak adlandirilmaktadir. Bazi bdlgelerde deri ve yumusak
doku infeksiyonlarindan en sik bu suslar izole edilmektedir (Seybold ve ark. 2006). Hastane
kokenli MRSA’da oldugu gibi bazi toplum kokenli izolatlar da iilkeler ve kitalar arasinda
yayilabilmektedir. Ornegin, toplum kdkenli ST8 susunun bircok Avrupa iilkesinde yayildig
makrolid direng genleri msr4-mph tasiyan ST8 (USA 300) klonun da Avrupa iilkelerinde
goriilmeye baslandig1 bildirilmektedir (Witte ve ark. 2007). Avrupa’da 2004 yilinda yapilmis
bir ¢aligsmada, risk faktorii olmayan bireylerde toplum kdkenli MRSA prevalansinin % 0,03-

1,5 arasinda degistigi gosterilmistir (Tiemersma ve ark. 2004).

PVL f{izerine yapilan caligmalar 1894 yilinda baslamis ve hala devam etmektedir.
PVL’nin S. aureus infeksiyonlarmin patogenezisindeki rolii hala tam olarak
aydmnlatilamamistir. PVL ile ilgili S. aureus infeksiyonlarinin insidensi yildan yila artmaya
devam etmektedir ve tiim diinyada PVL genlerinin yayilmasini toplumda kazanilmis MRSA
suslar1 saglamaktadir. Caligsmalar tedavi ve korunma 6n planda olmak iizere “anti-toksin” ve

“toksoid” kavramlar1 {izerine devam etmektedir (Lina ve ark. 2010).

1. 5. 2. 3. Eksfoliatif Toksin

Epidermolitik bir toksindir. Stafilokokal infeksiyonlarin vezikiiler ve eksfoliyatif deri
lezyonlarindan sorumludur. Antijenik ve biyokimyasal Ozelliklerine gore iki tipe ayrilir.
Eksfoliyatif toksin A; 1siya duyarli ve plazmid orjinlidir, eksfoliyatif toksin B ise 1siya
direncli ve yapisal geni kromozomaldir. Bu iki protein yapisal olarak farkli olmasina ragmen
benzer biyolojik aktiviteye sahiptir. Stafilokoksik soyulmus deri sendromunun etkeni

eksfoliatif toksin (eksfoliatin, epidermolitik toksin) salgilayan S. aureus’tur (Moreillon ve ark.



2005, Alen ve ark. 2006). Eksfoliatif toksin epidermisdeki stratum granulosum tabakasini
olusturan hiicrelerin interselliiler baglarinin kopmasima ve stratum granulosumun ayrilmasina
neden olur. Toksinin sitolitik ve inflamatuar etkisi yoktur. Bu nedenle soyulmus deri

lezyonlarinda 16kositler ve etken bakteriler bulunmaz (Tiinger ve ark. 2005).

1. 5. 2. 4. Enterotoksin

Isiya direngli, 100°C’ye 30 dakika dayanabilen, polipeptid yapisinda maddelerdir.
Enterotoksinin A, B, C1, C2, C3, D, E ve F olmak {iizere sekiz immunolojik tipi vardir.
Enterotoksin; makrofaj ve yardimci T hiicrelerinden, sirasiyla IL-1 ve IL-2 salinimin1 uyarip,
sindirim kanalinda siiper antijen olarak davranir. S. aureus suslarinmm % 35-50’inin bu
toksinleri olusturabildigi saptanmistir. A ve D besin zehirlenmelerinde sik karsilasilan

toksinlerdir (Moreillon ve ark. 2005, Alen ve ark. 2006).

1. 5. 2. 5. Toksik Sok Sendromu Toksini—1 (TSST-1)

TSST sistemik olarak salinir ve toksik sok sendromuna neden olur. Siiper antijen
olarak davranir. T lenfosit proliferasyonu ve monositlerden IL-1 salmimini uyarir. S. aureus
suslarinin %5-25’1 TSST geni tasir. Son yillarda KNS’lara bagh toksik sok sendromu da
bildirilmistir (Dinges ve ark. 2000, Moreillon ve ark. 2005, Alen ve ark. 2006).

1. 5. 3. Enzimler

1. 5. 3. 1. Katalaz: Tiim stafilokoklar (S. saccharolyticus ve S. aureus subsp.
anaerobius harig) tarafindan iiretilen toksik hidrojen peroksidi (H,0O,), toksik olmayan oksijen
ve suya ayristiran bir enzimdir. Bakteriler, bu enzim sayesinde fagositlerin icinde toksik

oksijen radikalleri tarafindan 6ldiiriilmeye diren¢ kazanirlar (Alen ve ark. 2006).

1. 5. 3. 2. Koagiilaz: Stafilokoklar tarafindan {iretilen bir plazma pihtilasma
proteinidir. ki tip koagiilaz bulunur; serbest koagiilaz ve bagl (clumping factor) koagiilazdir.

Bu enzimlerin farkli mekanizmalarla plazmay1 pihtilagtirdiklar: belirlenmistir.

Koagulaz testi lam yontemiyle bagl, tiip yontemiyle serbest koagulazin tayini i¢in

kullanilir. Lam koagulaz testi negatif olan stafilokoklar i¢in mutlaka tiip koagulaz testi de



uygulanmalidir. Koagulaz negatif tiirlerde var olan “clumping faktor” nedeniyle testin pozitif
olabilecegi de unutulmamaldir. Koagiilaz pozitif olan diger stafilokoklar; S. intermedius, S.
lugdunensis, S. hyicus, S. delphini, S. lutrae ve S. schleiferi subsp.’dir. Bugiin S. aureus
identifikasyonu i¢in tiip koagulaz testi referans yontem olarak kabul edilmektedir. Koagiilaz
pozitif stafilokoklarin (KPS) iizerinde olusan kalin fibrin tabakasmin, mikroorganizmay1
fagositoza karsi koruyarak, patojeniteye katki sagladigi ileri siiriilmektedir (Cengiz ve ark.

1999, Alen ve ark. 2006).

1. 5. 3. 3. Lipaz: S. aureus suslarinin tiimii ve KNS’larin yaklasik % 30’undan fazlasi
lipaz enzimi {retir. Lipaz, yaglar1 hidrolize ederek viicudun lipid iceren bdlgelerinde
stafilokoklarin yasamasin1 saglamakta ve yilizeyel dokular1 invaze ederek fronkiil ve
karbonkiil gibi infeksiyonlarm gelisimine neden olmaktadir (Cengiz ve ark. 1999, Alen ve

ark. 2006).

1. 5. 3. 4. Hiyaluronidaz: Konak bag dokusu matriksinde asit mukopolisakkaritlerden
olan hiyaluronik asiti parcalayarak mikroorganizmanm kolayca yayilmasii saglar. Antijenik
ozellige sahip bir enzimdir. S. aureus suslarinin % 90°’dan fazlasi hiyaliironidaz olusturur

(Cengiz ve ark. 1999, Alen ve ark. 2006).

1. 5. 3. 5. Fibrinolizin (Stafilokinaz): Stafilokoklar tarafindan ortama salinan
kinazlar, plazmada bulunan plazminojeni aktive ederek plazmin olusturur. Fibrinolitik etki ile

fibrini parcalayarak organizmanin yayilmasina yardimci olur (Alen ve ark. 20006).

1. 5. 3. 6. Fosfatidilinozitol — Spesifik Fosfolipaz C: Ozellikle eriskin tip solunum
zorlugu sendromu ve dissemine intravaskiiler koagiilasyon bulunan hastalardan izole edilen
suslarda saptanan bir enzimdir. Bu suslar antimikrobiyal ajanlara 6zellikle de penisiline daha

direnglidir (Alen ve ark. 2006).

1. 5. 3. 7. Deoksiriboniikleaz (DNaz): DNaz enzimleri endo ve ekzoniikleaz
aktivitesine sahip, niikleik asitleri 3’-fosfomononiikleotidlere parcalayan fosfodiesterazlardir.
S. aureus suglarinin % 90’dan fazlasinda bulunur. Isiya direngli bir enzimdir (Alen ve ark.

2006).



1. 5. 3. 8. Beta-laktamaz: Stafilokoklar salgiladiklar1 beta-laktamaz enzimi ile

penisilin grubu antibiyotiklerdeki beta-laktam halkasinin hidroksil grubunu pargalayarak

etkisizlestirir. Genetik tasinma plazmid ve transpozonlarla saglanir (Bannerman 2003,

Peacock 2005, Alen ve ark. 2006).

S. aureus’un en 6nemli virulens faktorleri Sekil 1.’de ve S. aureus tarafindan iiretilen

toksik komponent ve toksinlerin 6zeti Cizelge 1. 3.’de 6zetlenmistir.
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Sekil 1.1 S. aureus’un en 6nemli virulens faktorleri

Cizelge 1. 3. S. aureus tarafindan iretilen toksik komponent ve toksinler (Timbury ve ark.

2002)
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1. 6. Antibiyotik Direncinin Ozellikleri

Bakterilerde antibiyotiklere karsi diren¢ gelisimi, infeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde basarisizliklara neden olmaktadir. Direng gelisiminde en oOnemli faktorler,
antibiyotiklerin endikasyonlar1 disinda yaygin bir sekilde, uygun olmayan doz ve siirelerde
kullanimlaridir. Bu ilaglarin yetersiz doz ve siirede kullanilmasi, bakteri kolonizasyonunu
arttirmakta ve direngli suslarin olusumuna neden olmaktadir. Bir antibiyotige karsi direng
gelismesi, ayni smiftan diger ilaglarda da bu soruna yol agmakta ve ¢oklu direng problemine
yol agmaktadir. Stafilokoklarda f-Laktam grubu antibiyotiklere direng son yillarda 6nemli bir
problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Broks ve ark. 2007, Hartman ve ark. 1984).

B-Laktamlara direng, B-laktamaz enzimine baglhidir. Bu ilaglarin p-laktam halkasi
hidrolize edilir. Bu enzimin 200°den fazla tiirii bilinmektedir. Genel olarak penisilinaz ve
sefalosporinazlar olarak ikiye ayrilir (Giir 2002). PBP, penisilin gibi B-laktam antibiyotiklerin
hedefidir. B-laktam molekiilii, yapisal analogu oldugu D-alanil-D-alanin baglanma
bolgelerinden stafilokoklarin PBP’lerine kovalent olarak baglanir (Sekil 2). Bu da PBP’yi
inaktive ederek peptidoglikan agdan hiicre riiptiiriine sebep olup peptidoglikan sentezinin
karsilikli kopriiler olusturma asamasini inhibe eder. Fakat, stafilokoklardan -laktam grubuna
direng gelistirmis bakteriler olan MRSA ve metisilin direngli koagulaz negatif stafilokoklar
(MRKNS) bu direnci cogunlukla PBP2’(veya PBP2a) olarak dizayn edilmis ve -laktamlara
baglanma afinitesi ¢ok diisiik olan tek bir PBP sentezleyerek gerceklestirirler (Hartman 1984).

& D-alanyl-D-alanine
P Beta-lactam

Sekil 1.2. B-laktamlarin etki mekanizmasi: B-laktam, D-alanil-D-alanin residiilerinin yapisal
analogudur. S. aureus’un PBP’lerini inaktive eder, fakat PBP 2’ye yiiksek afiniteyle
baglanamaz. Bu yiizden MRSA, B-laktamlarin varliginda peptidoglikan sentezine devam
edebilir. Halbuki MSSA bunu yapamaz (Hiramatsu 2001).

Sonug olarak PBP2’, B-laktamlarin varliginda da peptidoglikan sentezini devam ettirebilir. Bu

tek PBP2’ geni, lateral gen transferi yoluyla su anda bilinmeyen bir bakteriden S. aureus’un



aldigi, mobil bir genetik eleman tarafindan tasinan ve mecA olarak adlandirilan ekzojen bir
SCCmec geni tarafindan kodlanir (Katayama ve ark. 2000).

Hastane kokenli S. aureus izolatlarinin % 40-60’1 metisiline direng¢lidir (Rice 2006,
Borg ve ark. 2007). Bu oranlar 6zellikle yogun bakim {initelerinde daha da yiiksektir
(Rosenthal ve ark. 2006). Hastane kokenli izolatlar disinda, son 6-7 yildir, agir nekrotik
infeksiyonlar yapan toplum kokenli MRSA suslar1 da insan saghigini tehdit etmektedir.
Molekiiler epidemiyolojik caligmalar, biitiin bu tiirlerde gozlenen direng artisinin, direng
genlerinin toplumda sik olarak bulunan epidemik klonlarca alinmasma bagh oldugunu
gostermektedir. Bu klonlar hastane ortamina girdiginde de 6zellikle saglik g¢alisanlarinin

elleriyle ortama ve hastadan hastaya yayilmaktadr (Witte ve ark. 2008).

Ilk MRSA olgular1 metisilinin kullamma girmesinden iki yil sonra 1961 yilinda
Ingiltere’de bildirilmistir. O zamandan giiniimiize MRSA klonlar1 tiim diinyada, bu arada
iilkemizde de yayilmistir. Ulkemizden 11 laboratuvarm katildigi ve Akdeniz iilkelerinde
antibiyotik direncini izlemeyi hedefleyen ARMed calismasina gore kan kiiltiirlerinden izole
edilen S. aureus izolatlar1 arasmda MRSA oran1 2003, 2004 ve 2005 yillar1 icin sirast ile %
43, % 40 ve % 35°dir (Borg ve ark. 2007). Farkli laboratuvarlara gore oranlar % 21 ile % 70

arasinda (ARMedraporu www.earss.rivm.nl) degismekle birlikte, bu oran ARMed’e katilan

iilkeler arasinda en yiiksegidir. SENTRY ¢alismasinda da iilkemiz i¢in MRSA oranmi1 % 30,9
olarak bildirilmistir (Sader ve ark. 2005). MRSA izolatlarinin prevalansi 6zellikle yogun
bakim tinitelerinde % 80’1 ge¢mistir (% 84) (Rosenthal ve ark. 2006). Diinyadaki oranlar da
farkli degildir. SENTRY siirveyans programinda 1997-1999 yillar1 arasindaki MRSA
prevalansinin Avustralya icin % 22,4, Japonya icin % 66,8, Latin Amerika tlkeleri i¢in %
34,9, ABD i¢in % 32,4 ve Avrupa iilkeleri i¢in % 26 oldugu goriilmiistiir (Diekema ve ark.
2001, Bell ve Turnidge 2002). Avrupa’da MRSA prevalansi iilkeler arasinda degismektedir.
Kuzey Avrupa iilkeleri ve Hollanda’da prevalans % 1-2 iken, dogu ve giineye inildikce

prevalans artmaktadir (EARSS 2005).

1. 7. S. aureus’m Tanisinda Kullanilan Laboratuvar Testleri

1. 7. 1. Fenotipik Yontemler

Fenotipik yontemler mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerini ortaya koyan biyotipik

profilleri, antibiyotik duyarliliklari, duyarh olduklar1 faj tipleri ve protein igeriklerini inceler.



Fenotipik yOntemlerin; mikroorganizmalarin fenotipik Ozelliklerinin degisebilir olmast
nedeniyle tahmin edilemez ve g¢evre kosullarinin etkisinde olmasi, serotiplendirme ve faj
tiplendirmesinde 6zgiil reaktifler gerektirmesi, ¢ok fazla islem gerektirdigi i¢in salgin
arastirmalarinda yavas kalmasi ve tek niikleotitteki nokta mutasyonlarini saptayamamaktadir
Daha da onemlisi, fenotipik tiplendirme yontemlerinin patojen ve apotojen ayriminda yetersiz

kalmasidir (www.klimik.org.tr/FileUpload/BJFkyris§SHd.pdf). Stafilokoklarin identifikasyo-

nunda en sik kullanilan fenotipik yontemler asagida 6zetlenmistir:

1.7. 1. 1.Gram Boyama: Tipik olarak stafilokoklar, irin veya balgamin Gram

boyanmasi ile pozitif koklar seklinde goriinmektedir.

Sekil 1.3. S. aureus’un mikroskobik goriiniimii

1.7. 1. 2. Kiiltiir: Stafilokoklar konvansiyonel c¢ogu besiyerinde rahatlikla
iireyebilmektedirler. Tipik kolonilerin gdzlenebilmesi i¢in kanli agar plaklarina érnekler ekilir
ve 37 °C’de 18 saat inkiibe edilir. Fakat hemoliz ve pigmet iirlinleri ilk giinler goriilmeyebilir.

S. aureus diger stafilokoklarin fermente edemedigi mannitolii fermente edebilmektedir.

Sekil 1.4. Mannitollii tuzlu besi yerinde tireyen S. aureus ve S. epidermidis

Farkli bir flora ile kontamine Ornekler %7,5 NaCl igeren bir besiyerine ekimleri

yapilarak S.aureus izole edilebilir. Tuz S.aureus hari¢ diger organizmalarin iiremesini



engellemektedir. Mannitollii tuzlu agar veya ticari kromojenik besiyerleri, S.aureus’un nazal
tastyiciligini belirlemede kullanilan besiyerleridir (Cengiz 1999, Brooks ve ark. 2007).

1. 7. 1. 3. Katalaz Testi: Sitokrom oksidaz enziminin varligini tespit etmek i¢in bu
test kullanilmaktadir. Bir damla %3 hidrojen peroksit soliisyonu lam iizerine damlatilir ve
bakteri kolonisi ile karistirilir. Képiirme olusumu (oksijenin serbest kalmasi) testin pozitif

sonug verdigini gostermektedir (Cengiz 1999, Brooks ve ark. 2007).

1. 7. 1. 4. Koagiilaz Testi: 1/5 oraninda seyreltilmis sitrath tavsan veya insan
plazmasi, et suyu kiiltiirii veya agar iizerindeki kolonilerden esit oranda alinarak karistirilir ve
37°C’de inkiibasyona brrakilir. Bir tiip, steril sivi besiyeri plazma ile karistirilarak kontrol
amaclh kullanilir. Eger pihtilar 14 saat icinde toplanirsa test pozitif olarak degerlendirilir.
Koagiilaz pozitif stafilokoklarin insanlar i¢in patojen olduklar1 diistiniilmektedir. Fakat kopek
(Staphylococcus intermedius) ve yunuslardaki (Staphylococcus delphini) koagiilaz pozitif
koklar nadiren insanlarda hastaliga sebep olurlar (Cengiz A 2004).

1. 7. 1. 5. Antibiyotik Duyarhhk Testleri: Klinik olarak 6énemli infeksiyonlardan
izole edilen stafilokoklar i¢in broth mikrodiliisyon veya disk diffiizyon duyarlilik testleri rutin
olarak yapilmasi onerilmektedir. B-laktamaz testi pozitif suslarda Penisilin G direncinden
bahsetmek miimkiindiir. Yaklasik olarak S. aureus’larm %901 B-laktamaz iiretmektedir.
Metisilin direnci diger ilaglara affinitesi olmayan penisilin baglayan protein-2A (PBP-2A)’ y1
kodlayan mec geni ile iligkilidir. Bu gen, PCR kullanilarak tespit edilebilir. Giiniimiizde
metisilin direncinin saptanmasinda mecA geninin molekiiler yontemlerle saptanmasi altin
standart olarak kabul edilmektedir. Ancak bu yOntemlerin klinik laboratuvarlarda
uygulanmasit zor ve pahalidir. Bu nedenden dolayr klinik laboratuvarlarda S. aureus
izolatlarinda metisilin direncinin saptanmasinda ¢esitli fenotipik yontemler daha siklikla

kullanilmaktadir (Cengiz 1999, Brooks ve ark. 2007).

1. 7. 1. 6. Serolojik Testler: Organizmanin flora elemani olarak bulunmasi nedeniyle
S.aureus infeksiyonlarmin tanisinda serolojik testler ¢ok az pratik degere sahiptir. Bununla
birlikte antibiyotik duyarlilik paternleri, S. aureus infeksiyonlarmin izlenmesine daha c¢ok

yardim etmektedir (Cengiz 1999, Brooks ve ark. 2007).



1. 7. 2. Genotipik Yontemler

S. aureus hem insanlarda hem hayvanlarda olduk¢a yaygin olarak goriilen 6nemli bir
bakteriyel patojendir. S. aureus izolatlarmin yeterli ve kesin olarak tiplendirilmesi lokal bir
salginda izole edilen kokenlerin ayni ya da farkli olup olmadiginin saptanmasi ve bir cografik
bolgeden izole edilen kokenlerin diinyanin baska bdlgelerinden izole edilenlerle

karsilagtirilmasini saglamaktir (Maslow ve ark. 1993).

Molekiiler tiplendirme DNA bazli tiplendirme yontemlerini kullanarak, ayni tiir iginde
bulunan suslar arasindaki klonal iliskiyi arastirmaktir. Molekiiler tiplendirme yontemleri i¢in
mikrobiyal parmak izinin belirlenmesidir de denebilir. Molekiiler tiplendirme yontemlerinde
ayni tir icindeki izolatlarin genetik olarak benzerlikleri arastirilmakta, izolatlarin ayni mu,

farkli m1? sorularmna yanit aramaktwr. Kimlerin nerede, ne zaman ve nasil etkilendigini
arastirmaktir (Andrei 2006). Muhtemel kaynak, bulas yolu ve vektorler belirlenmektedir.

Molekiiler tiplendirme yontemleri kullanilarak, izolatlar arasindaki epidemiyolojik iliski
belirlenebilmektedir. Molekiiler tiplendirme teknikleri, epidemik hastaliklara neden olan S.
aureus suglarinin yayilimini izlemek i¢in kullanilmistir. Bunlar arasinda kromozomal DNA
ekstraksiyonuna dayanan pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), amplifikasyona dayanan
Stafilokokal Kromozomal Kaset mec (SCCmec) Analizi, sekansa dayali yontemlerden olan
stafilokokal protein A (spa) dizi tiplendirme yontemi ve MLST yiiksek ayrim giiciine sahiptir

ve en ¢ok uygulanan yontemlerdir (Andrei ve Zeruos 2006, Aanensen ve ark. 2005).

1. 7. 2. 1. itilmis Alan (Pulsed Field) Jel Elektroforezi (PFGE): PEGE, S. aureus ve
diger bir¢ok patojen bakterilerin genetik farkliliklarmi arastirmak i¢in molekiiler
epidemiyolojide kullanilan 6nemli bir genetik tiplendirme metodudur. 1990 yilindan beri
PFGE, bir¢ok bakteri i¢in etkili ve ¢cok yonlii genetik tiplendirme metodudur. PFGE temel
olarak bozulmamis bakteri hiicrelerinin yumusak agaroz jele gomiilmesini, daha sonra hiicre
duvari lizizini ve kromozomun kesilmesini igermektedir. Restriksiyon endoniikleaz enzimleri
ile genomun kesilmesinden sonra agaroz jel elektroforez yontemi ile ayirma islemi
gergeklestirilir. Meydana gelen fragmentlerin konvansiyonel elektroforez sistemlerle
ayrilmasi ¢ok zordur. PFGE sistemlerinde bu fragmentleri ayirmak miimkiin olabilmektedir.

Sistemlerde baslangic vuruslari kisadir ve elektroforez devam ettii siirece artar. Bant



paternleri bir goriintiileme sistemi araciligi ile degerlendirilir (Maslow ve ark. 1993, Tenover

ve ark. 1994).

1. 7. 2. 2. Stafilokokal Kromozomal Kaset mec (SCCmec): Patojen bakterilerde
virulansla iligkili gen gruplarini tasiyan patojenite adaciklar1 tanimlanmustir. Stafilokok
cinsinde en iyi tanimlanan adaciklarin basinda, SCCmec olarak isimlendirilen stafilokokal
kromozomal kaset gelmektedir. 2001 yilinda, Ito ve arkadaslari, mecA geninin yerlestigi
genom bolgesini tarayarak, mecA geninin mobil bir genetik adacik iizerinde yerlestigini
gostermisler ve bu yaprya SCCmec adini vermislerdir (Ito ve ark 2001). SCC stafilokok tiirleri
arasinda genetik madde aligverigsine aracilik eden hareketli bir elemandir. Yapi1 olarak
patojenite adasma benzemekle birlikte; hi¢ virulans geni icermemektedir. MRSA suslarinin en
belirleyici 6zelligi SCCmec’e sahip olmalaridir. Bu hareketli genetik element mecA geni
tarafindan kodlanan genis spektrumlu beta laktam direnci i¢in 6nemli bir belirleyicidir.
Metisilin direngli stafilokok suslarmin ortaya c¢ikmasi duyarli suslarin kromozomlarina
SCCmec elemanlarinin kazanilmasi yolu ile olmaktadir (IWG-SCC 2009). SCCmec kasetinin
kokeni hala bilinememektedir. Fakat S. sciuri’nin PBP ile MRSA’daki PBP2a arasinda %
87,8 oraninda homoloji bulunmasi nedeniyle, giincel bilgiler 151¢inda kdkeninin bu bakteri
oldugu diisiiniilmektedir (Said-Salim ve ark. 2003). SCCmec elemanlar1 oldukga farkli yapisal
organizasyonu ve genetik icerigi ile tip ve alt tiplere ayrilmistir. Giiniimiize kadar yukarida
belirtilen kriterlere gore sekiz farkli SCCmec tipi tanimlanmistir. ik olarak tanimlanan
SCCmec tip 1, II ve III (Ito ve ark. 1999, Ito ve ark. 2001)’ii, SCCmec tip 1V, V, VI, VII, VIII
izlemistir (Oliviera ve ar. 2006, Zhang ve ark. 2009). Cizelge 1.4. te S. aureus de belirlenen

SCCmec tiplerinin tasidiklari ccr gen ve mec gen kompleksleri verilmistir.

Cizelge 1. 4. S. aureus’ta belirlenen SCCmec tipleri IWG-SCC 2009)

SCCmec tipi ccr gen kompleksi® mec gen kompleksi
I 1 (A1B1) B

11 2 (A2B2) A

111 3 (A3B3) A

v 2 (A2B2) B

A% 5(C) C2

VI 4 (A4B4) B

Vil 5(C) Cl1

VIII 4 (A4B4)° A

“gen kompleksinde ccr genleri parantez i¢inde gosterilmektedir
bccrA4B4 genleri SCCmec tip VIII’de bulunur



SCCmec tip 1, 11 ve III esas olarak hastanede kazanilmis metisilin direncli stafilokok
(HK MRSA) suslarinda bulunur. Bunlar plazmid veya transpozable genetik elemanlar
iizerinde tasiir. SCCmec tip 11 ve III ¢oklu beta laktam dis1 antimikrobiyallere dirence neden
olur. Bunun nedeni, tip II ve III elemanlarm kaset i¢ine entegre olmus plazmidler (pUB110,
pI258 ve pT181) ile bir transpozon (Tn 554) araciligiyla ek diren¢ genleri tasimalaridir.
Plazmid pUBI110, kanamisin ve tobramisin direncinden sorumlu ant(4’) genini; pl258
penisilin ve agir metal direncini, pT181 tetrasiklin direncini taswken, Tn 554 ise
indiiklenebilir MLSb tipi dirence yol acan ermA genini tasimaktadwr. S. aureus SCCmec
disinda kromozomun degisik bdliimlerinde ya da plazmidler {izerinde de diren¢ elemanlar1
icermektedir. SCCmec tip IV ve V tipik olarak TK MRSA suslarinda bulunur. Bu SCCmec
tiplerinin boyutlar1 daha kiigiiktiir ve diger coklu ila¢ direng¢ genlerini tasimazlar (Zaoutis ve
ark. 2006). Bu gen kasetlerinin diger gen kasetlerine kiyasla ¢cok daha kii¢iik olmas1 diger
suglara yayilimin1 kolaylastirdigi diisiiniilmektedir. Ayrica bu gen kasetlerinde beta laktam
dis1 antibiyotiklere diren¢ geni bulunmaz. TK MRSA’da metisilin direng kazanim
mekanizmas1 SCCmec gen kaseti araciligiyladir. Bu gen kasetinin boyutunun kii¢iik olmasi1 ve
hareketliligini saglayan genlere sahip olmasi nedeniyle, gelecekte ciddi saglik problemlerine
neden olmasi ve diger Gram pozitif bakterilerde de goriilmeye baslanmasi, gerekli onlemler
almmazsa kacinilmaz bir son olacaktir (Unal S 2006). TK MRSA prevalansinda artis
goriilmesi ve insanlarin yami sira hayvan rezervuarlarinin belirlenmesi ile arastirmalar farkli
bir boyut kazanmistir (Kollef-Micek 2006, Aygiin ve ark. 2007). TK MRSA’nmn hastane
kaynakli klonlardan koken alarak toplumda yayildigi ya da MSSA mecA genini
MRSA’lardan kazanarak toplumda direngli kokenlerin yayildigi seklinde iki goriis lizerinde
durulmaktadir (O’Rourke 2003). Farkli SCCmec tiplerinin O6zellikleri Cizelge 1. 5.°te

gosterilmistir.

Cizelge 1. 5. Farkli SCCmec tiplerinin 6zellikleri (File 2008)

Sus SCCmec Antibiyotik PFGE Toksinleri PVL Infeksiyon
Tipi Direnci tip genleri spektrumu
HK Tip I, I ve | Coklu direng USA 100 | Az Nadir Kan, solunum
MRSA I ve Uriner sistem
infeksiyonlari
TK TipIVveV | Coklu direng | USA 300 | Genellikle Yaygin Deri ve
MRSA goriilmesine ragmen PVL yumusak doku
eritromisin ve beta varliginda infeksiyonlari
laktamlara direng fazla ve nekrotize
tipik olarak smirhdir pnémoni



MRSA yanisira koagiilaz negatif stafilokoklar da SCCmec tastyabilir. 1970’11 yillarda
izole edilmis olan metisiline direncli S. epidermidis izolatlarmin SCCmec tip I-1V tasidigi
gosterilmistir (Wisplinghoff ve ark. 2003). Hanssen ve ark. (2004) ise, 39 MRKNS izolatinin
22’sinde yeni bir SCCmec tipi bulmustur. inegél ve Tiirkyilmaz (2011) sigir ve giftlik
calisanlarindan izole edilen MRS’larin SCCmec tiplerini belirlemek amaciyla Aydin
yoresinde gerceklestirdikleri ¢alismalarinda 59 MRS izole etmislerdir. Bunlarin SCCmec tip
IL, IIL, IV ve V swrastyla 2, 38, 18 ve 1 MRS izolatinda belirlediklerini bildirmisler ve 1 tane

siit orjinli S. epidermidis susunun SCCmec tip V tasidigini tespit etmislerdir.

1. 7. 2. 3. Stafilokokal Protein A (spa) Dizi Tipleme: Stafilokokal protein A (spa)
dizi tipleme yontemi, Protein A geninin kisa tekrar bdlgesi [short sequnce repeat (SSR)] veya
polimorfik X bdlgesinin dizi analizine dayanmaktadir. Bu bolgeler yiiksek polimorfizme
sahiptir ve boylece salgin arastirmalarinda ayrim i¢in uygundur (Shopsin ve ark. 1999, Kurt
ve ark. 2007). Polimorfik X bdlgesi degisken 24 baz ciftlik tekrarlar1 icermektedir ve C
terminal hiicre duvar1 baglanma dizisinin kodladig1 bolgeye yerlesmektedir (Schneewind ve
ark. 1992). SSR bolgesinin ¢esitliligi, tekrarlayan dizilerin duplikasyonu ve delesyonu ile
ortaya cikmaktadir. Ayrica bu durumdan nokta mutasyonlari da sorumlu tutulmaktadir
(Brigido ve ark. 1991). Biyolojik fonksiyonlarmin bilinmemesine karsin, X bdlgesi tarafindan
kodlanan Protein A, hiicre duvari proteinlerinin N-terminal immiinoglobulin G baglanma
kisminin genislemesini saglamaktadir. spa SSR bolgesinin dizi analizi, MLST yOdntemindeki
bircok avantajin kombinasyonudur. Fakat spa tiplemesinin tek lokusu igermesinden beri
hastane salgin arastirmalarinda daha hizli ve pratik bulunmustur. spa tipleme metodunda ilk
olarak yapilacak is bakteridlen DNA extraksiyonunun yapilmasidir. ikinci islem olarak
spesifik primerler kullanilarak spa geninin X bdlgesi PCR yontemi ile amplifiye edilmesi ve
bir sekans cihazi kullanilarak DNA dizilerinin belirlenmesidir. Daha sonra Ridom StaphType
veri programlar1 kullanilarak spa tipleri tanimlanir. Belirlenen spa tipleri 6zel programlar

(internet yardimi) ile diger iilkelerdekiler ile karsilastirilir (Harmsen ve ark. 2003).

1. 7. 2. 4. Multilokus Dizi Tipleme (Multilocus Sequence Typing, MLST): Molekiiler
tiplendirme yontemleri, siklikla ayni tiire ait iki mikroorganizmanin ayni klondan olup
olmadiklarmi belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Pek¢ok bakteriyel tiiriin virulans faktorlerinin
ve molekiiler epidemiyolojik Ozelliklerin degerlendirilmesinde kullanilmigtir.  MLST
housekeeping genlerin internal parcalarinin DNA dizisindeki allelleri identifiye etmeye dayali

bir yontemdir. Ornegin reenfeksiyon ve re-aktivasyon ayirimi molekiiler ydntemlerle



gerceklestirilebilmektedir.  Hastaliklara neden olan  infeksiyon etkenlerinin  tam
identifikasyonu ve epidemiyolojik siirveyansi toplum sagligi agisindan oldukca 6nemlidir.
Mikroorganizmalarin genotiplendirilmesinde heniiz kesinlesmis ve standardize edilmis bir
yontem yoktur. Bir¢cok laboratuvarda halen, zayif ayrim giiciine sahip, reaktiflerin smirli
kullanildig1, laboratuvarlar arasinda ve icinde zayif tekrarlanabilirlige sahip farkli yontemler
kullanilmaktadir. Bununla beraber yaygin olarak kullanilan tiplendirme ydntemlerinin
giliniimiizdeki en onemli problemleri, farkli laboratuvarlar tarafindan elde edilen sonuglarin
karsilastirilmasindaki zorluklardir. MLST, molekiiler biyolojide kullanimi giderek artan ve
mikroorganizmaya ait birden ¢ok lokusun tiplendirilmesinde kullanilan bir tekniktir. Yontem
ilk olarak 1990 yilinda Prof. Dr. Brian Spratt, Martin Maiden, Dominique Caugant, lan
Feavers ve Mark Achtman tarafindan gelistirilmistir. MLST uygulamasindan 6nce bakteri
izolatlar1 genellikle, jelde DNA fragmentlerine bakarak karakterize edilmekteydi. Fakat bu
yontemlerin ¢ogunda elde edilen verilerle laboratuvarlar arasinda karsilastirma yapmak cok
zor olmaktaydi (Maiden ve ark. 1998). MLST, ilk olarak meningokoksik menenjit ve
septisemiye neden olan, Neisseria meningitidis iizerinde ¢alisilmistir. Daha sonra bu teknik,
Streptococcus pneumoniae, S. aureus ve diger Onemli patojenler icin adapte edilmistir.
MLST, ¢ok sayida bakteriyel patojenin molekiiler analizinde yaygin olarak kullanilir hale
gelmistir. Bu yontemle virulan veya antibiyotiklere direngli klonlarin tiplendirilmesi yaninda,
klonlarin evrimsel gelisimi de izlenebilmektedir. Yontemin Klinik Mikrobiyoloji ve Halk

Saglig1 Laboratuvarlarinda ¢ok genis kullanimi bulunmaktadir (Maiden ve ark. 1998).

MLST, temel metabolik fonksiyonu kodlayan “house-keeping” genlerdeki degisikligin
DNA dizi analizi ile gosterilmesidir. Yedi “ housekeeping” genin yaklasik 450-500 baz ¢iftlik
fragmentlerinin dizi analizi ¢ikarilmaktadir. Ornegin S. aureus icin bu genler ve kodladig
proteinler; arcC, karbamat kinaz; aroFE, shikimate dehydrogenase; glp, gliserol kinaz; gmk,
guanilat kinaz; pta, fosfat asetiltransferaz; tpi, triosephosphate isomerase ve yqil, asetil
koenzim A asetiltransferaz’dir (Maiden ve ark. 1998, Feil 2007). Hedef gene ait her bir lokus
icin, her farkli dizilim farkli bir allel numarasi ile gosterilmekte ve boylece susa ait bir allelik
profil tanimlanmaktadir. 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 iilkelerdeki yayginlik derecesi
hakkinda bilgi edinmek miimkiin olabilmektedir. Elektronik ortamda saklanabilir verilerin
olusturulabilmesi MLST nin en 6nemli avantajlarindan birisidir. Bu sayede yeni izolatlar daha

oncekilerle kolay bir sekilde karsilastirilabilmekte ve verilerin daha kolay paylagimi miimkiin



olabilmektedir (Maiden ve ark. 1998, Aanensen ve ark. 2005, Feil 2007). Klinik
uygulamalarda arastirmacilar i¢in bu veriler 6nemi giderek artan kullanim alanlarina sahiptir.

Ornegin www.mlst.net adresinden internet yolu ile bu verilere hizlica ulasilabilmektedir.

Bir MLST c¢alsmasit i¢in Oncelikle Kkiiltiir veya numunenin hazirlanmasi
gerekmektedir. Sonra sirast ile DNA izolasyonu, MLST genlerinin PCR ile amplifikasyonu,
PCR iiriinlerinin saflastirilmasi, dizi analizi ve sonuglarm bilgisayar ortaminda sorgulanmasi
gerekmektedir. MLST ¢ok fazla avantaja sahip olmasina ragmen cesitli zorluklara da sahiptir.
Bu zorluklarin basinda 7 allel iizerinde ¢ok diisiik hata oranma sahip dizi analizi yapma
zorunlulugu gelmektedir. Cogu laboratuvar i¢in bunlar1 saglayabilmek oldukca pahali ve
zaman alan bir siiregtir. Dizi analiz cihazlar1 siklikla otomatize sistemlerdir ve bu sebeple

pahalidirlar (Maiden ve ark. 1998, Feil 2007).

Molekiiler tiplendirme ve MRSA izolatlar1 arasindaki evrimsel iliskiler: 1990’11

yillarin baslarindan itibaren PFGE ile Smal makrorestriksiyon patern analizi hem yerel ve
uluslar aras1 epidemik suslarmn tanimlanmasini saglamis hem de farkli S. aureus suslari
arasinda genetik ve evrimsel yakinlik bulunabilecegini gostermistir (Struelens ve ark. 1993).
Ancak suslarin filogenetik iligkilerinin tam olarak anlagilmasi, dizi analizi tabanli bir teknik
olan MLST analizi ve SCCmec elemanlarmnin gruplandirilmasi ile miimkiin olmustur (Enright
ve ark. 2002, Oliveira ve de Lencastre 2002, Kondo ve ark. 2007). MLST analizinde, 7 farkl
metabolik enzim geninde yaklasik 450 bp’lik bir kismin dizi analizi yapilarak susun allelik
profili belirlenmekte (=Sekans Tipi; ST) ve bir program yardimiyla bilinen dizilerle karsi-
lastirilmaktadir. Boylelikle ST’ler klonal soylar veya kompslekler (clonal complex; CC)
icinde gruplandirilmaktadwr. MLST, PFGE’den farkli olarak klon igerisindeki alt tipleri ve
farkliliklar1 gostermez. PFGE ise bunlar1 gosterdigi i¢in salgin analizinde yararlidir. Bunun
disinda bazi kromozomal genlerin tekrar bolgelerindeki dizi polimorfizmine goére de
tiplendirme yapilabilir. Buna 6rnek, spa (Protein A’y1 kodlayan gen) tiplendirmesidir. spa
geninin polimorfik X bolgesindeki tekrarlar hem tekrar sayisi hem de dizi agisindan farkli
oldugu i¢in tiplendirme amaciyla kullanilmakta ve klonal soylar1 saptama ve tekrarlanabilirlik
acisindan MLST ye esdeger sonuclar vermektedir. Hastane ve toplum kokenli MRS A suslari,
gerek epidemiyoloji gerekse evrimsel iliskiler agisindan biribirinden farklidir. 1980’11 yillarin
baslarindan itibaren HK MRSA, Hollanda ve Kuzey Avrupa iilkeleri hari¢ tiim diinyada artis
gostermektedir. Bu artis hastanelerde bazi epidemik klonlarin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasina

baghdr. Tiim diinyada bildirilen HK MRSA’lar 4 biiyiikk klonal komplekste toplanan 11



klonun tyesidir. Bu klonlar arasinda ST239, ST247, ST254, ST22, ST45 gibi bazilari
kitalararas1 yayilim gostermistir. Bu klonlarm iiyeleri genellikle hep ayni SCCmec elemani
veya varyantlarmi tasidiklar1 i¢in, bu klonlarin farkli zamanlarda biribirlerinden bagimsiz
olarak evrimlesmek yerine kitalararas: yayildiklar1 diisiiniilmektedir. Buna karsin ST5 veya
ST8 gibi baz1 klonal soylar farkli SCCmec elemanlar:1 tasidiklar1 i¢in bu klonlarin farkh
zamanlar ve yerlerde farkli SCCmec elemanlar1 alarak evrimlestikleri one siiriilmektedir

(Enright ve ark. 2002, Deurenberg ve ark. 2007).

Hastane kokenli izolatlarin hastane i¢inde veya hastaneler arasinda yayilimi ise daha
once hastanede yatmis ve MRSA ile infekte ya da kolonize hastalar araciliftyla olmaktadir.
Hastaneye girdikten sonra ise saglik ¢alisanlarmin elleri ile hastadan hastaya capraz bulas
olmaktadir. Epidemik hastane kokenli MRSA suslarinin kolaylikla yayilmasi bunlarin klonal
soylar1 veya tasidiklar1 genler ile iliskilidir. Ornegin CC8 ve CC45 toplumda nazal
kolonizasyon yapan MSSA izolatlar1 arasinda da siktir. Buna karsin toplumda kolonizasyon
yapan CC15 ve CC25 klonlarinda hi¢c MRSA izolat1 bildirilmemistir. Giinlimiize kadar 9
MRSA izolatinin tam genom analizi yapilmistir. Buna gore S. aureus genomu; 1. Kor genom,
2. Degisken kisim (ayni klonal soy igerisinde degisebilen toksin genleri, hiicre duvarinda
bulunan matriks adezinleri vb), 3. Virulans ve antibiyotik diren¢ genleri tasiyan hareketli
elemanlar (plazmidler, profajlar, transpozonlar, kromozomal kasetler) olarak ii¢ kisma
ayrilabilir. Bir klonal soyun epidemik olup olmamasi biiyiik olasilikla 3. grup genler ile
iliskilidir. Ayrica MRSA infeksiyonlarmm MSSA infeksiyonlarina gore mortalitesinin daha
yiiksek olmasinin yine bazi klonal soylarin i¢cerdigi genetik elemanlar ile ilgili olabilecegi 6ne
siiriilmektedir. Ornegin TW olarak adlandirilan ST239 susunun daha sik olarak septisemiye
yol actig1 bildirilmistir. Mikroarray teknolojisi ile TW susunun diger ST239’larda degisik
olarak bulunabilen farkli hareketli elemanlar1 icerdigi belirlenmistir (Edgeworth ve ark.
2007). HK MRSA izolatlar1 degisik direng belirleyicileri tagimalar1 nedeniyle genellikle ¢oklu
direnglidir. Bunun, susun igerdigi SCCmec elemam ile de iligkisi vardir. Hastane kdkenli
suslarda en sik bulunan SCCmec tipleri tip II ve III’tlir. Bunlar igerisinde daha fazla direng

eleman1 bulundugu i¢in bunlar1 tasiyan klonal soylar daha direnglidir.

PUL diireten toplum kokenli metisilin direngli S. aureus (TK-MRSA)’ a bagh invaziv
infeksiyonlarda 6liim oran1 %35’ e ulasmistir. (MalteZou ve Giamarellou 2006). MRSA’lar
giiniimiizde insanlarda ve hayvanlarda 6nemli bir patojen haline gelmistir. MRSA ile gelisen

bulasma ya da hastaliklar sonucunda, hayvanlarin tastyici olmasi dogrudan insan sagligini



tehdit etmektedir. Ozellikle de veteriner hekimler, hayvan bakicilar1 ve aileleri hayvanlarla
yakin temas halindedirler. Insan ve hayvanlarin karsilikli olarak bu patojeni bulastirmasi
sonucunda TK MRSA’lar genis bir rezervuar potansiyeline ulagmistir. Gilinlimiizde TK
MRSA’lara kars1 yeterli Onlemin alimmamasinin yani swra miicadelenin de zor olmasi
nedeniyle bu bakteriler gelecekte ciddi saglik sorunlar1 olusturabilecektir. Bu ¢alismada insan
ve sigir orjinli MRSA suslarinda 6nemli virulens faktorlerinden birisi olan PVL genlerinin
varliginin PCR ile belirlenmesi, bu izolatlarin SCCmec tipi ve spa analizlerinin yapilmasi

amaclanmistir.



GEREC VE YONTEM
2. 1. GEREC
2. 1. 1. izolasyon Ornekleri

2. 1. 1. 1. Siit: Bu calismada, 2008-2010 yillar1 arasinda, Aydin ili ve ¢evresinde
bulunan, 38 kiiciik ve orta 6lgekli (1-25 bas aras1 sagmal inek) sigir igletmesi ziyaret edilerek,
hepsi laktasyon doneminde olan, son {i¢ ayda antibiyotik tedavisi almamis, en az bir dogum
yapmis, 3-9 yaslar1 arasinda Holstayn ki, 430 inek Kalifornia Mastitis Testi (CMT) ile

incelenerek subklinik mastitisli olarak belirlenen, 208 inekten 484 siit 6rnegi alindi.

2. 1. 1. 2. Burun Sivap: Siit 6rnegi aliman subklinik mastitisli 56 inekten, bu inekler

ile yakin temasta olan 34 insandan olmak {izere toplam 90 burun sivap 6rnegi alindi.
2. 1. 2. Besiyerleri, Ayiraclar, Solusyonlar ve Antibiyotik Diskleri

2. 1. 2. 1. Besiyerleri

2. 1. 2. 1. 1. Blood Agar (Merck 1. 10886)
Blood Agar.......oooniiiii 40 ¢
DiStile SU....viie i 1000 ml

Karisimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanmis, onbes dakika otoklav edildikten sonra, 50°C’ye

kadar sogutulup, i¢ine %7 oraninda steril insan kani ilave edildi.

2. 1. 2. 1. 2. Mannitol Salt Phenol Red Agar (MSA) (Merck 1.05404)

MSA ayirt edici ve secici bir besi yeridir. Stafilokoklarin saf olarak elde edilmesi ve
laboratuvarda tanimlanabilmesi agisindan Onemli olan mannitol fermantasyonunun

gozlenebilmesi i¢in MSA kullanildi.



Mannitol Salt Phenol Red Agar..................oooiiiiiiiin.t. 108 g
DiStile SU....uiie e 1000 ml

Karisimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanip, onbes dakika otoklavda sterilize edildikten sonra,

50°C’ye kadar sogutulup petrilere dokiildi.

2. 1. 2. 1. 3. Mueller-Hinton Agar (MHA) (Oxoid CM 129)
Mueller-Hinton Agar...........coovviiiiiiiiiiiiiiiiieenn.n. 38¢g
Distile SU....eenei i 1000 ml

pH: 7,3+0,2

Besiyeri 38 g olacak sekilde distile su i¢inde kaynatilarak eritilip 121°C'de 15 dakika

sterilize edildi. 45-50°C'a sogutulup steril petri kutularina 12,5 ml dokiildii.

0225)

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

BHI B oo 8¢g
(€1 1S 51 s N 20 ml
DIStILE SU. e ettt 80 ml

Karisimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanip, 0,5 ml miktarda ependorf tiiplere dagitildiktan

sonra 121°C’de onbes dakika otoklavda sterilize edildi.

2. 1. 2. 1. 5. Trypoton Soya Broth-TSB (%?7,5 Tuzlu) (Oxoid CM 129)

TS B 8¢g
NaC L . 75 ¢
DiStIle SU. ...t e 1000 ml

Karisimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlandi. 5 ml miktarda tiiplere dagitildi. 121°C’de onbes

dakika otoklavda sterilize edildi.



2. 1. 2. 1. 6. Stuart Transport Medium (BBL™)

Kullanilan besi yerinin icerigi asagida verilmistir.

Sodium Thioglycollate ..........ccevuveevieeeniiieeieecieeeees e, 10g
Sodium Glycerophosphate ..........ccccccveeviiieniiieiiiieiie e 100 g
Calcium ChIOTIAE ....ccvveeeiiiieeieeeeeeeeeee e e 0.1g
Methylene BIUE .........ccovivieiiiieieieeeeeeee e 2.0 mg
YN ) PSPPI 30¢g

2. 1. 2. 2. Solusyonlar

2.1.2.2. 1. EDTA (0,5 M)

Disodium EDTA-2H0....cooiiiii e 186,1 g

EDTA 800 ml distile suda manyetik karistiricida calkalanarak eritilip, NaOH ile pH
8,0’e ayarlandiktan sonra 1000 ml’ye tamamlanip 121°C’de onbes dakika otoklav edildi.

2. 1. 2. 2. 2. TBE (Tris Borik Asit EDTA, pH: 8,0) Buffer

10x konsantrasyonda stok solusyon asagidaki gibi hazirlandi:

TriS Base...o.uoiii 121,10 g
Borik ASIt ..o 61,83 g
ED T A e e 584 g

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 121°C’de onbes dakika otoklav edilip,

pH 8,0’e ayarlanarak buzdolabinda sakland1.

0,5x konsantrasyonda kullanma solusyonu asagidaki gibi hazirlandi:

TOX TBE. ..o 50 ml



DIStIE SU. .ttt 950 ml

Karstirilarak 121°C’de onbes dakika otoklav edilip, pH 8,0’e ayarlanarak hazirlandi,

kullanma solusyonu buzdolabinda saklandi.

2. 1. 2. 2. 3. Gel Loading Buffer (6 X)

Bromofenol mavisi...........ovviiiiiiiiiii e 25 mg

SUKIOZ 4¢g

HoO o 10 ml’ye
tamamlanda.

2.1.2.2.4. Tris (1 M)

TrIS Base .oonviii e 121 g

Tris base 800 ml distile suda eritilip, yaklasik olarak 60 ml HCI asit ilave edilerek pH:
7,6’ya ayarlanarak karisim 1000 ml’ye tamamlandi. 121°C’de onbes dakika otoklav edildi.

2. 1. 2. 3. Antibiyotik Diskleri

Metisilin direncinin belirlenmesinde sefoksitin (Oxoid, 30ug) diskinden, stafilokok ve

mikrokok ayrimmin yapilmasinda ise basitrasin (Oxoid, 0,04 IU/ml) diskinden yararlanildi.

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

PCR 96 oOrnek kapasiteli Eppendorf MasterCycler kademeli termal dongiileme
cthazinda gergeklestirildi.

2. 1. 3. 2. MgCl,, Taq DNA Polymerase, 10X Taq Buffer, ANTP Set

25 mM MgCl,, Taq DNA polimeraz (5U), 10X Taq Buffer (100 mM (Tris-HCI, pH
8,3,500 mM KCI) 100mM deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

(Fermentas) kullanildi.

2. 1. 3. 3. Primerler



Metisilin  direngli(mecA), S. aureus spesifik thermonuclease (nuc) ve MRSA
suslarmda PVL genlerinin belirlenmesinde kullanilan primerler, dizileri, amplikon

biiyiikliikleri ve primerlerin alindig1 kaynaklar Cizelge 2. 1.’de gosterilmistir.

Cizelge 2. 1. Kullanilan primerler, dizileri, amplikon biiyiikliikleri ve kaynak

Amplikon
Primer Dizi (5'-3") biiyiikliigii Kaynak

(bp)
mec AF TCCAGATTACAACTTCACCAGG 162 Oliveira ve de
mec AR CCACTTCATATCTTGTAACG Lencastre 2002
nuc F GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 279 Kim ve ark
nuc R AGC CAA GCCTTG ACG AACTAA AGC 2001
PVLF ATC ATT AGG TAA AAT GTC TGG ACATGA TCCA | 433 Lina ve ark
PVLR GCA TCA AST GTA TTG GATAGC AAA AGC 1999

PVL geni pozitif MRSA susunun Staphylococcus aureus Protein A (spa) ve SCCmec
tiplerinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve amplikon uzunluklari sirasiyla Cizelge 2. 2.

ve Cizelge 2. 3’de verilmistir.

Cizelge 2. 2. spa tipi belirlenmesinde kullanilan primerler, dizileri ve kaynak

Kaynak
Primer Dizi (5'-3")
spa 1113 F TAA AGA CGA TCC TTC GGT GAG C http://www.spaserver.ridom.de/
spa 1514 R | CAG CAG TAG TGC CGT TTG CTT

Cizelge 2. 3. SCCmec tipi belirlenmesinde kullanilan primerler dizilimleri, amplikon

biiytikliikleri ve SCCmec tipi (Oliveira ve de Lencastre 2002)

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

CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG

CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC 495 I

KDP F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC

KDP R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG | 284 I

MECI P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC

MECI P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC 209 II, 111

DCS F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC

DCS R1 CTAAATCATAGCCATGACCG 342 L1, IV

RIF4 F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG

RIF4 R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC 243 1

RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG

RIF5 R13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC 414 I

1S431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG



pUB110 R1 | GAGCCATAAACACCAATAGCC 381 IA

1S431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG
pT181 R1 GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC 303 A

2. 1. 4. Elektroforez Cihaz1

Elektroforez islemi Thermo marka, 80 kuyucuk kapasiteli elektroforez tankinda,

goriintiileme islemi Vilber Lourmat marka goriintiilleme cihazinda gergeklestirildi.

2. 1.4.1. Agarose Jel Hazirlamisi

Agarose (S1Zma) .....oovviiiiiii i, I,5gveya2g
TBE (0,5X) +neniitiiee e 100 ml

Buffer, sise igerisindeki agarozun iizerine ilave edilip, karistirildi ve mikrodalga
firinda yaklasik 3—5 dk. kaynatilan karisim, 40-50°C’ye kadar sogutuldu. Halen sivi halde
olan karisim, jel kalibinin igerisine yavasga, kabarcik birakmayacak sekilde dokiildii ve
icerisine yiikleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar yerlestirilerek, 15-20 dakika oda
1s1sinda sogumaya brrakildi. Sogutulan jel, kaliptan ¢ikarilarak, elektroforez tankina dikkatlice

yerlestirildi.
2. 1. 4. 2. Marker
Marker olarak 100 bp lik DNA ladder (Fermentas) kullanildi.
2. 1. 4. 3. Etidyum Bromiir

Elektroforez isleminden sonra goriintiileme icin jelin boyanmasinda Sigma marka

%1°lik Ethidium Bromiir 500 ml 0,5x TBE igerisine 100 pl miktarinda eklenerek kullanildi.

2. 1. 4. 4. Standart Suslar

Tiim testlerde kalite kontrol suslar1i olan metisilin duyarli Staphylococcus aureus

ATCC 29213 ve metisilin direncli S. aureus N315 (SCCmec Tip II) kontrol olarak kullanildi.

2. 2. Yontem



2. 2. 1. Orneklerin Ahnmasi

2. 2. 1. 1. Siitler: Her siit 6rnegi alinirken, meme baslar1 su ve siinger yardim ile
temizlenip kurulandi ve %70’lik alkol ile silindi. Eller sabunla yikandiktan sonra eldiven
giyilip meme basmdaki saprofit bakterileri uzaklastirmak icin ilk birka¢ ml siit atild1 (Bastan
2002). Steril enjektorler igine 5 ml miktarda alindi.

2. 2. 1. 2. Burun Sivap: Sirintiiler her iki taraf burun konkasmnin 1/3'lik 6n
kismindan serum fizyolojikle islatilmis steril pamuk ekiivyonlarla saga ve sola birkac kez

cevirmek suretiyle alinarak Stuart Transport Medium’a konuldu.

Alinan tiim &rnekler soguk zincir altinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuvarmna ayni giin getirilip
laboratuvar ¢aligmalarina basland1. Incelemesi yapilan tiim s1gir ve insan materyalleri hayvan

sahipleri bilgilendirilip, izin almarak temin edildi.
2.2. 2. MRSA izolasyonu

Laboratuvara getirilen 6rneklerden stafilokoklarin saf olarak elde edilmesi amaglandi.
Bunun i¢in, burun sivap ornekleri dnce %7,5 tuzlu TSB’a ekilip, 37°C’de 24 saat inkube
edildi, buradan MSA’a gecildi. Siit 6rnekleri ise dogrudan MSA’a ekildi. MSA’da 24-48
saatlik inkiibasyon sonunda {iireyen stafilokok suslari, fenotipik 6zelliklerinin incelenebilmesi
icin kanli agara pasajlandi. Stafilokok suslarinin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

standart laboratuvar islemleri uygulanarak gerceklestirildi (Murray 2003).

2. 2.2. 1. Fenotipik identifikasyon

Izolatlarin fenotipik identifikasyonlarinda kullanilan katalaz, basitrasin duyarlilik, tiip

koagulaz testleri asagidaki anlatildig: sekilde yapilarak gerceklestirildi.

2. 2. 2. 1. 1. Katalaz Testi: Bu test i¢in besiyerinde iireyen kolonilerden steril 6ze ile
almip temiz bir lam iizerine aktarildiktan sonra iizerine 1-2 damla %?3’liikk H,O, damlatild1.
Katalaz enzimi olusturan bakteriler HO,’1 su ve oksijene ayristirdigi icin ortamdaki oksijen
cikis1 kabarcik olusumu ile belirlendi. Bu nedenle test sonucu kabarciklar meydana geldiginde

katalaz pozitif, kabarciklar olusmadiginda ise katalaz negatif olarak degerlendirildi.



Streptococcus spp. katalaz negatif, Micrococcaceae tamilyasindaki Micrococcus spp. ve

Staphylococcus spp. ise pozitifdir (Murray 2003).

2. 2. 2. 1. 2. Basitrasin Duyarhhk Testi: Katalaz pozitif mikroskobik olarak Gram
pozitif kok goriiniimiindeki mikroorganizmalar Micrococcaceae grubunda kabul edildi. Bu
suslardan tek bir koloni TSB’da iiretildikten sonra MHA’a ekim yapilmis ve ekim bdlgesinin
iizerine basitrasin diski yerlestirildi. 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildikten sonra basitrasine

direngli suslar Staphylococcus spp. olarak ayrildi (Koneman ve ark 1997).

2. 2. 2. 1. 3. Koagulaz Testi: Calismada, kullanilan bakterilerin koagulaz testleri tiipte
gerceklestirildi. Bunun i¢in incelenecek koloni, i¢erisinde 0,8 ml serum fizyolojik ve 0,2 ml
EDTA’L tavsan plazmasi (Bactident Coagulase, 1.13306.0001 Merck) bulunan bir tiipe ekildi.
37°C’deki benmaride brrakilarak 1, 2, 4, 8 ve 24. saatlerde pihtinin olusmasi1 gdzlemlendi.
Koagulaz enzimine sahip tiirlerin kan plazmasmi koagiile etmesi sonucunda test tiipiinde
katilasma meydana gelirse, test sonucu KPS, katilagma meydana gelmiyorsa KNS olarak
degerlendirildi. Elde edilen tiim KPS suslar1 daha sonra kullanilmak iizere, %20 gliserinli

BHIB igerisinde -80°C’de sakland.

2. 2. 2. 1. 4. Sefoksitin Duyarhlik Testi: Izole edilen stafilokok suslarmin metisilin
direngleri fenotipik olarak sefoksitin diski kullanilarak Kirby-Bauer disk difflizyon yontemine
(Bauer 1966) gore MHA kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in izole edilen suslar %7 koyun
kanl1 agar besi yerine pasajlanip, 24 saat inkiibasyona birakildi. Elde edilen yeni kiiltiirlerden
TSB besiyerlerine 0,5 McFarland’a (10° bakteri/ml) uygun siispansiyonlar hazirland1. Her
bakteri tiirli icin ayr1 hazirlanan siispansiyonlardan 15 dakika i¢inde steril ekiivyon ile
inokulum teknige uygun olarak 25 ml sterii MHA’a yayilarak ekimleri yapildi. Ekim
ylizeyinin kurumasi i¢in oda 1sisinda 10-15 dk. beklendikten sonra antibiyotik diski ucu
alevden gecirilmis olan pensle besi yerine yerlestirildi. 37°C’de 18 saat inkiibe edilen suslarin
inhibisyon zon ¢aplar1 dlgiilerek; sonuglar duyarl (S) orta derecede duyarl (I) ve direncli (R)
olarak yorumlandi. Zon ¢ap1 S. aureus i¢in 19 mm’den kii¢iik veya esit olan suslar MRSA

olarak belirlendi (CLSI 2006).

2. 2. 2. 2. Genotipik Identifikasyon



Fenotipik olarak MRSA oldugu belirlenen tiim izolatlarin genotipik identifikasyonlar1
nuc ve mecA genleri varligmin spesifik primerler kullanilarak PCR 1ile incelenmesi sonucunda

yapildi. PCR i¢in Oncelikle izolatlardan kromozomal DNA ekstraksiyonu yapildi.

DNA Ekstraksivonu

Metisilin direngli S. aureus suslarindan total DNA ekstraksiyonu ticari bir genomik
DNA ekstraksiyon kiti (InstaGene Matrix, Katalog No: 732-6030, BIO-RAD, Miinchen,

Germany) kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi sekilde asagidaki gibi gerceklestirildi:

*Bir 6ze dolusu stafilokok kiiltiirii 1 ml steril bir ependorf tiip igerisinde steril
enjeksiyonluk distile su ile siispanse edildi.

*12.000 rpm.de 1 dk santriflij yapildi. Siipernatant atild1.

*200 pl InstaGene matrix pelet lizerine ilave edildikten sonra 56°C’de yarim saat
inkiibe edildi.

*Yiiksek hizda 10 sn vortekslendi. Tiipler benmaride 100°C’de 8 dk inkiibe edildi.

*Yiiksek hizda 10 sn vortekslendi. 12.000 rpm.de 3 dk santrifiij yapildi.

*30 ul’lik bir PCR reaksiyonu i¢in 2 pl siipernatant kullanildi.

2.2.2.2.1. PCR

Genotipik olarak MRSA oldugu belirlenen tiim suslarda PVL genlerinin varligi
incelendi. PVL pozitif MRSA susunun SCCmec tipinin belirlenebilnmesi amaci ile SCCmec

ve spa tipinin belirlenebilmesi amaci ile spa analizleri yapildi.

Tiim PCR reaksiyonlarinda bir 6rnek icin PCR amplifikasyonu 30 pl toplam hacimde,
son konsantrasyon 10X Taq enzimi tampon ¢ozeltisi 1X, magnesium kloriir (MgCL) 2 mM,
dNTP 0,2 mM, primer (her biri i¢in) 0,4 pmol, Taqg DNA polymerase 1,5 U olacak sekilde

gerceklestirildi. Kullanilan malzemeler ve voliimleri Cizelge 2. 4.’de belirtilmistir.



Cizelge 2. 4. Mastermiksin hazirlanma oranlar1

Malzeme (Ticari) Istenen Son Konsantrasyon 10 ornek (ul)
Buffer (10X) 1X 30

MgCl, 25mM) 2 mM 24

dNTP (10mM) 0,2 mM 6

Primer - F (100 pmol) 0,4 pmol 1,2

Primer - R (100 pmol) 0,4 pmol 1,2

Taq Polimeraz (5U) 0,3 ul /50 ul 1,8

dH,0 Son Voliime Tamamlanir 2358
TOPLAM 300

Mastermiks hazirlandiktan sonra 0,2 mL’lik tiipler, O6rnek adedi kadar
numaralandirilip, i¢lerine 28’er pl hazirlanilan mastermiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’dan 2’ser pul alinip, ilgili tiiplerin i¢lerine eklenerek ve agizlari
sikica kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongilileme cihazlarina yiiklenip,
programland1. nuc, mecA, PVL ve spa analizlerinde kullanilan PCR islemine ait 1s1l dongii ve
siire diyagrami siras1 ile Cizelge 2. 5., Cizelge 2. 6., Cizelge 2. 7.’ve Cizelge 2.8’ de

gosterilmistir.

Cizelge 2. 5. nuc PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94°C 5dk
Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 35 50°C 30 sn
Uzama 72°C 30 sn
Son Uzama 1 72°C 10 dk
Bekletme 1 4°C oo dk

Cizelge 2. 6. mecA PCR islemine ait 151l dongii ve stlire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94°C 5dk
Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 35 50°C 30 sn
Uzama 72°C 30 sn
Son Uzama 1 72°C 10 dk
Bekletme 1 4°C oo dk

Cizelge 2. 7. PVL PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94°C 5 dk
Denatiirasyon 94°C 30 sn



Baglanma 30 56°C 30 sn

Uzama 72°C 1 dk
Son Uzama 1 72°C 7 dk
Bekletme 1 4°C oo dk

PVL pozitif MRSA suslarinin kisa siirede belirlenebilmesi amaci ile multipleks PCR
gerceklestiridi. PVL spesifik PCR’da metisilin direnci i¢in spesifik mecA geni, S. aureus igin
spesifik nuc geni ve PVL genleri daha 6nce bildirilen primerler kullanilarak ¢ogaltildi. Bir
ornek i¢in PCR amplifikasyonu 50 pl toplam hacimde, son konsantrasyon 10X Taq enzimi
tampon ¢ozeltisi 1X, MgCL 2 mM, dNTP 0,2 mM, primer (her biri i¢in) 0,4 pmol, Taqg DNA
polymerase 1,5U olacak sekilde gergeklestirildi. Kullanilan malzemeler ve miktarlari

asagidaki Cizelge 2. 8.’de belirtilmistir.

Cizelge 2. 8. PVL spesifik PCR mastermiksin hazirlanma oranlar1

Malzeme (Ticari) Istenen Son Konsantrasyon 10 ornek (ul)
Buffer (10X) 1X 50
MgCl, 25mM) 2 mM 60
dNTP (10mM) 0,2 mM 10
mec Primer - F (100 pmol) 0,4 pmol 2
mec Primer - R (100 pmol) 0,4 pmol 2
nuc Primer - F (100 pmol) 0,4 pmol 2
nuc Primer - R (100 pmol) 0,4 pmol 2
PVL Primer - F (100 pmol) | 0,4 pmol 2
PVL Primer - R (100 pmol) | 0,4 pmol 2
Taq Polimeraz (5U) 0,3 ul /50 ul 3,6
dH,0 Son Voliime Tamamlanir 385
TOPLAM 500

Mastermiks hazirlandiktan sonra ardindan 0,2 mL’lik tiipler, 6rnek adedi kadar
numaralandirilip, i¢lerine 45’er pl hazirlanilan mastermiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’dan 5’er pl alinip, ilgili tiiplerin igerine eklenmis ve agizlari
kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongiileme cihazlarna yiiklenip, programlanda.
Program 94°C’da 10 dakikalik denatiirasyonu takiben 35 siklus 94°C 1,5 dk, 49°C 1,5 dk ve
72°C 1,5 dk tamamlandiktan sonra, 72°C’de 10 dk ile sona erdirildi (Cizelge 2. 9.).



Cizelge 2. 9. Multipleks PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94°C 10 dk
Denatiirasyon 94°C 1,5 dk
Baglanma 35 49°C 1,5 dk
Uzama 72°C 1,5 dk
Son Uzama 1 72°C 10 dk
Bekletme 1 4°C oo dk

PVL geni pozitif olan bir adet MRSA susunun SCCmec tipi multipleks PCR
kullanilarak daha once bildirildigi sekilde gergeklestirildi (Oliveira ve de Lencastre 2002).
Bunun i¢in oncelikle multipleks PCR’da kullanilmak iizere SCCmec primer miski hazirlandi:
KDP F1, KDP R1, RIF4 F3 ve RIF4 R9 primerleri 200 nM; CIF2F2, CIF2 R2, MECI P2,
MECI P3, RIFS F10, RIF5 R13, pUB110 R1 ve pT181R1 primerleri 400 nM; DCS F2, DCS
R1, MECA P4, MECA P7 ve IS431 P4 primerleri de 800 nM konsantrasyonda olacak sekilde
kullanildi. Mastermiksin her 50 pl’si i¢in bu primer miskinden 1 pl ilave edilerek PCR
gerceklestirildi. Multipleks SCCmec PCR, PVL pozitif MRSA olarak belirlenen susa
uygulandu.

Bir 6rnek i¢cin PCR amplifikasyonu 30 pl toplam hacimde, son konsantrasyon 10X
Taq enzimi tampon ¢ozeltisi 1X, MgCl, 2 mM, dNTP 0,2 mM, master miskin her 50 pl’si i¢in
I ul SCCmec primer miksi, Tag DNA polymerase 1,5 U olacak sekilde gerceklestirildi.

Kullanilan malzemeler ve miktarlar1 asagidaki Cizelge 2. 10.’da belirtilmistir.

Cizelge 2. 10. SCCmec mastermiksin hazirlanma oranlar1

Malzeme (Ticari) Istenen Son Konsantrasyon 10 ornek (ul)
Buffer (10X) 1X 30

MgCl, 25mM) 2 mM 24

dNTP (10mM) 0,2 mM 6

SCCmec primer miks | 1 pl/50 pl 6

Taq Polimeraz (5U) 0,3 ul /50 ul 1,8

dH,0 Son Voliime Tamamlanir 232,2
TOPLAM 300

Mastermiks hazirlandiktan sonra 0,2 mL’lik tiipler, Ornek adedi kadar
numaralandirilip, i¢lerine 28’er pl hazirlanilan mastermiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’dan 2’ser ul alinip, ilgili tiiplerin i¢lerine eklendi ve agizlari

sikica kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongilileme cihazlarina yiiklenip,



programlandi. Program 94°C’da 4 dk baslangi¢ denatiirasyonu takiben 30 siklus 94°C 30 sn,
53°C 30 sn ve 72°C 1 dk’da tamamlandiktan sonra, 72°C’de 5 dk ile sona erdirildi (Cizelge 2.
11.). Multipleks PCR yontemi ile SCCmec tip I, 11, 111 ve IV tespiti yapild1.

Cizelge 2. 11. SCCmec PCR islemine ait 151l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94°C 4 dk
Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 30 53°C 30 sn
Uzama 72°C 1 dk
Son Uzama 1 72°C 5dk
Bekletme 1 4°C oo dk

PVL geni pozitif olan bir adet MRSA susunun spa tipi spesifik primerler kullanilarak
daha oOnce bildirildigi sekilde gerceklestirildi (http://www.spaserver.ridom.de/). Cizelge
2.12.°de spa analizi i¢in gergeklestirilen PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

verilmistir.

Cizelge 2. 12. spa PCR islemine ait 151l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayis1 | Sicakhk Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 80°C 5 dk
Denatiirasyon 94°C 45 sn
Baglanma 35 60°C 45 sn
Uzama 72°C 90 sn
Son Uzama 1 72°C 10 dk
Bekletme 1 4°C oo dk

2. 2. 2. 2. 2. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yiiklenmesi

6x loading dye boyasindan pipetin ucuna 1 pl kadar alinip, daha sonra elde edilen 5 pl
PCR iriinleriyle karistirildi. Olusturulan karigimdan 6 pl almarak,  jeldeki uygun
pozisyondaki kuyucuga yiiklendi.

2.2.2.2. 3. Yiiriitme

Hazirlanmis olan jele, istenilen 6rnekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan sonra,
elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonlara baglanarak, 100 voltluk
akimda 40 dk ytriitiild.



2. 2. 2. 2. 4. Goriintiileme ve Degerlendirme

Otuz dakikalik elektroforez siiresinin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir sekilde
etidyum bromiirde 15 dk boyanmaya birakildi. Siire sonunda boyanan jel, bilgisayara bagh
durumdaki transilluminator cihazindaki odaciga yerlestirilerek, UV 15181 altinda fotograflanip,

degerlendirildi.

Degerlendirme daha 6nce bildirilen sekilde yapildi. Bunun i¢in mecA primerleri i¢in
162 bp (Oliveira ve ark. 2001), nuc primerleri i¢in 279 bp (Kim ve ark. 2001), PVL primerleri
icin 433 bp (Lina ve ark. 1999), SCCmec tip tayini i¢in (Oliveira ve de Lencastre 2002):
Tip I’de 342, 381 ve 495 bp; Tip II’de 209, 284 ve 342 bp; Tip III’de 209, 243, 303 ve 414 bp
ve Tip IV’de 342 bp uzunlugunda bant aranirken; spa primerleri i¢cin ise net bir bant

gortintiilenmesi (http://www.spaserver.ridom.de/) saglandi.




3. BULGULAR

3. 1. MRSA Tasiyicih@t

Calismada 38 isletmeden 430 inegin CMT ile subklinik mastitis yoniinden incelenmesi
sonucunda CMT pozitif reaksiyon (1+, 2+, 3+) gosteren 208 inege ait 484 siit 6rnegi saptandi.
Bu ineklerin 106 tanesinden toplam 244 stafilokok susu izole edildi. Otuz dort insan ve 56
inek olmak tizere toplam 90 burun sivap 6rneginin hepsinden stafilokok izolasyonu yapildi.
Incelenen 244 siitten 8 (8/244=%3,3), 90 nazal sivaptan 10 (10/90=%11,1) olmak iizere
toplam 18 MRSA susu izolasyonu yapild:.

3. 1. 1. Sugrr Siitlerinde

Calismada stafilokok izolasyonu yapilan 106 inege ait 244 siit 6rneginin incelenmesi
sonucunda 8 inekten 8 tane MRSA susu belirlenmistir. Ineklerde %7,6 (8/106) ve siitlerde
%3,3 (8/244) oraninda MRSA tespit edildi.

3. 1. 2. insan ve Sigir Nazal Sivaplarinda

Otuzdort msandan 6, 56 sigirdan 4 olmak iizere alinan toplam 90 burun sivap
orneginin 10’undan MRSA izolasyonu yapildi. Nazal MRSA tasiyicilig1 insanlarda %17,6
(6/34), sigirlarda %7,1 (4/56) oraninda tespit edildi. Metisilin diren¢li ve metisilin duyarl

birer S. aureus susunun disk difiizyon yontemi ile goriinlimii Resim 3. 1.’de gosterilmistir.

Resim 3. 1. Metisilin duyarli ve direngli birer S. aureus susu

3.2. PCR

mec primerleri kullanilarak yapilan PCR’da 162 bp (Resim 3. 2.); nuc primerleri
kullanilarak yapilan PCR’da 279 bp (Resim 3. 3.); PVL primerleri kullanilarak yapilan



PCR’da 433 bp (Resim 3. 4.); PVL pozitif MRSA susu ile gerceklestirilen Multipleks PCR’da

162 bp, 279 bp, 433 bp (Resim 3. 5.) uzunlugunda bant goriilmiistiir.

162 bp

Resim 3. 2. mec primerleri kullanilarak gergeklestirilen PCR. 1-18: mec geni pozitif stafilokok
izolatlar1 (162 bp), 19: Negatif Kontrol (S. aureus ATCC 29213 susu) 20: Pozitif Kontrol (S. aureus
N315 susu), M: 100 bp DNA ladder

TS YPPYPF TP RS H 1Tas B

LRl

278 bp

Resim 3. 3. nuc primerleri kullanilarak gergeklestirilen PCR. 1-18: nuc geni pozitif stafilokok
izolatlar1 (279 bp), 19: Negatif Kontrol (E. coli 25922 susu) 20: Pozitif Kontrol (S. aureus N315 susu),
M: 100 bp DNA ladder

433 bp

Resim 3. 4. PVL primerleri kullanilarak gergeklestirilen PCR. 1-18: MRSA izolatlar1 (18’ nolu érnek
433 bp pozitif) M: 100 bp DNA ladder

Resim 3. 5. Multipleks PCR. 1: PVL pozitif S. aureus saha susu (162 bp, 279 bp, 433 bp) M:
100 bp DNA ladder



PCR sonrasinda incelenen toplam 18 MRSA susundan bir tanesinde PVL genlerinin

pozitif oldugu spesifik primerler kullanilarak gerceklestirilen PCR sonrasinda tespit edildi.

Calismada PVL pozitif bir kontrol susu temin edilemedigi i¢in elde edilen amplikon sekans

analizi i¢in 6zel bir firmaya (Macrogen Inc.,1001 World Meridian Venture Center, #60-24,

Gasan-dong, Geumchun-gu, Seoul, 153-781, Korea) gonderildi. Firma saflagtirmay1 takiben

ABI Primse cihazi ile sekans analizini ger¢eklestirdi. Elde edilen sekanslar gen bankasi ile

karsilastirildi. Bu amacla National Center of Biotechnology Information’in web sayfasindaki

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programi kullanildi. Resim 3.

6.’da Nucleotid Blast ile PVL geni dizisi sorgulama sonucu verilmistir. Buna gore elde edilen

izolatin PVL geni pozitif bir sus oldugu sekans analizi ile de dogrulanmis oldu.

Accession Description | :;Tt:; | c‘?ﬁ = - L’i_ue ‘ %‘

CP002110.1  Staphylococcus aureus subsp. aureus TCH60, complete genome 2568 84% 0.0 99%
Staphylococcus aureus lukPVS, IukPVF genes for Panton-Valentine le 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus lukPVS, IukPVF genes for Panton-Valentine le 654 37% 0.0 98%
Staphylococcus aureus lukPVS, lukPVF genes for Panton-Valentine le 654 37% 0.0 95%
Staphylococcus aureus strain ER4 panton-valentine leukocidin 5 (luk® 554 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus lukPVS, IukPVF genes for Panton-Valentine le 554 654 37% 0.0 99%

F1713816.1 Staphylococcus phage phiPVL-CN125, complete genome 654 654 37% 0.0 99%
AP009363.1  Staphylococcus phage phi2958PVL proviral DNA, complete segeunce 654 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus strain HT20060855 LukS-PV (luksS-PV) gene, £54 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus strain HT20050287 LukS-PV (lukS-PV) gene, 654 654 37% 0.0 95%
Staphylococcus aureus strain HT20020826 LukS-PV (lukS-PV) gene, 6854 654 37% 0.0 95%
Staphylococcus aureus strain HT20040994 LukS-PV (lukS-PV) gene, 854 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus strain HT20020383 LukS-PV (luksS-PV) gene, 854 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus strain HT20010461 LukS-PV (lukS-PV) gene, 554 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus strain HLY 19990053 LukS-PV (lukS-PV) gene, 654 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus strain US78 PVL toxin gene, partial cds 554 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus strain US74 PVL toxin gene, partial cds 654 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus strain UK48 PVL toxin gene, partial cds 654 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus strain UK47 PVL toxin gene, partial cds 554 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus strain UK46 PVL toxin gene, partial cds B854 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus strain UK45 PVL toxin gene, partial cds 654 654 37% 0.0 95%
Staphylococcus aureus strain UK44 PVL toxin gene, partial cds £54 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus strain UK43 PVL toxin gene, partial cds 854 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus strain UK40 PVL toxin gene, partial cds 854 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus strain UK12 PVL toxin gene, partial cds 554 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus strain SA99 PVL toxin gene, partial cds 854 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus strain SA98 PVL toxin gene, partial cds 654 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus strain SA97 PVL toxin gene, partial cds 654 654 37% 0.0 95%

B854 654 37% 0.0 95%

Staphylococcus aureus strain SA96 PVL toxin gene, partial cds

Resim 3. 6. Nucleotid Blast ile PVL geni dizisi sorgulama sonucu

PVL pozitif olarak bulunan bir MRSA susunun multipleks

SCCmec Tip IV olarak belirlendi (Resim 3. 7.).

PCR ile SCCmec tipinin

Resim 3. 7. PVL pozitif susun SCCmec tipi M: Marker: 100 bp DNA ladder, 1: SCCmec tip IV (162
bp, 342 bp) 2: Pozitif Kontrol S. aureus N315 susu (SCCmec tip 1I) (162 bp, 284 bp, 342 bp pozitif) 3:

Negatif Kontrol (metisilin duyarli S.aureus ATCC 29213)



Sigir siitiinden izole edilen bir adet PVL pozitift MRSA susunun spa tiplendirme
sonucunda Protein A’nin varligi tespit edildi. Yaptigimiz islemlerde amplifikasyonun dogru
bir sekilde yapilip yapilmadigini test etmek i¢in jel elektroforez yontemini kullanildi. Resim
3.8.” de spa PCR sonrasinda elde edilen bant profili gosterilmistir.

Resim 3. 8. spa PCR 1: PVLgeni pozitif S. aureus susu M: 100 bp DNA ladder

Elektroforez isleminde istenilen uzunlukta net bir bant goriintiilenmesi sonucunda elde
edilen amplikon sekans analizi i¢in gonderilinceye kadar -20°C’de saklandi. Yapilan
calismada, spa genlerinin DNA dizi analizi otomatik DNA dizi analiz cihaziyla Macrogen
Firmasi tarafindan yapildi. Firma tarafindan gerceklestirilen DNA o6rneklerinde baz dizileri

belirlenmis ve izolatin baz dizilimi Resim 3.9. da verilmistir.

GGATTTTRGCGAGCTAAAGCTAAACGATGCTCAAGCACCAAAAGAGGAAGACAACAACAAACCTG

GT
AAAGAAGACGGCAACGGAGTACATGTCGTTAAACCTGGTGATACAGT

AAATGACATTGCAAAAGCAAACGGCACTACTGCTGATAWAAACAAACCYASTCCGGWCGGATCSG
WCCCTGTGCGAWGKGRAATTGATTTTTGTTTTGTTTCACTATTTTGAATT

Resim 3. 9. PVL pozitif MRSA susunun DNA o6rneginde baz dizisinin gosterilmesi
(http://www.macrogen.com. )

Elde edilen DNA dizileri StaphType yazilim programimin yardimi ile spa tiplerinin
belirlenmesi i¢in kullanildi. Elde edilen spa tipleri internet yardimi ile Ridom SpaServer
adresinden diger bilgileri elde edildi. izolatm tekrar bdlgeleri 07-23-12-34-34-33-34 olarak
belirlenirken spa tipinin t044 oldugu tespit edildi.



4. TARTISMA

S. aureus insanlar1 kolonize ve infekte edebilen Gram pozitif bir bakteridir. Burun,
bogaz ve deride zararsiz bir sekilde tasmmaktadir. Kluytmans ve ark. tarafindan yapilan bir
calisma popiilasyonun 1/3’i siirekli S. aureus ile kolonize halde ve her zaman ayni susu
tasidigini, 1/3’lniin gegici olarak farkli S. aureus suslarini tasidigini, 1/3’lintin ise S. aureus
kolonizasyonuna direngli oldugunu gdstermistir (Kluytmans ve ark. 1997). S. aureus icin
antibiyotik direnci ilk olarak 1950’lerde, bu bakteriye ait suslarin, kendilerinin penisilin yok
eden B-laktamaz enzimi iiretmelerini saglayan genler edinmeleriyle ortaya ¢ikmistir. Bu
durum, S. aureus ve diger bakteriler tarafindan iiretilen penisilin yok eden enzimlere direncli,
metisilin ve flukloksasilin gibi yar1 sentetik penisilinlerin gelistirilmesi ve kullanimina neden
olmustur. MRSA ilk olarak bu ajan klinik uygulamaya girdikten hemen sonra 1961’de
tanimlanmistir. Stafilokoklar biiyiik bir olasilikla birkag milyon yildir ¢esitli ortamlarda
penisilin iireten kiiflerle karsilagmaktadir ve MRSA direnci muhtemelen S. aureus’un daha
yeni beliren penisilin yok edici enzimlerine gére daha ilkel bir penisilin direnci tipi teskil
etmektedir. Bu durum, saglik hizmeti sunumu ile iligkisi olmayan bolgelerde, toplumdan
edinilen MRSA infeksiyonlarmin ortaya c¢ikisini kismen agiklayabilir (Cookson 2000).
Antibiyotiklerin 1970’ler boyunca yaygin bir big¢imde kullanimi, basta MRSA’larda olmak
iizere birgok antibiyotige karsi direng gelisimine yol agmistir. MRSA suslar1 ¢ok bulasici
olmalari, patojenitelerinin yiiksek olmasi ve antibiyotiklere direncli olmalar1 veya g¢abuk
diren¢ kazanabilmeleri gibi nedenlerden dolayr 6nem tagimaktadir. Aydin yoresinde izole
edilmis olan insan ve sigir orjinli MRS A suslarinda 6nemli virulens faktorlerinden birisi olan
PVL genlerinin varligmin belirlenmesi amact ile gerceklestirilen bu ¢alismada, sigir siit orjinli
bir izolatda yurdumuzda ilk kez mastitisli inek siitlerinden izole edilen MRSA’ larda PVL

pozitif MRSA suslarinin varligi belirlenmistir.

SCCmec tip 1V iceren toplum kdkenli PVL pozitif MRS A suslari, insanlarda 6ldiiriicii

nekrotize pnomoni vakalarindan ve tekrarlayan deri infeksiyonlarindan artan oranlarda



goriilmesine karsin (Gillet 2002); hayvanlarda PVL iireten TK MRSA suslar1 nadir olarak
bildirilmektedir (Van Duijkeren ve ark. 2005). MSSA ile karsilastirildiginda klinik
infeksiyon/kolonizasyon orani TK-MRSA’ da daha yiiksektir. Bunun nedeni TK-MRSA’ da
virulan PVL genlerinin yiiksek tasinma orani gdsterilmektedir (Vandenesch ve ark. 2003).
PVL iireten TK MRSA kedi, kopek, tavsan, kuslarda (Rankin ve ark. 2005), yarasa,
kaplumbaga, domuzlarda (Voss ve ark. 2005, Walther ve ark. 2008) ve sigirlarda (Kwon ve
ark. 2005) bildirilmistir. Bu ¢alismada Aydin ilinde son iki yil igerisinde mastitisli sigir
siitlerinden, insan ve sigir nazal sivaplardan izole edilmis olan 18 MRSA susunda PVL
genlerinin varligmin incelenmesi sonucunda sigir siit orjinli bir MRSA susunun PVL pozitif
oldugu belirlenmistir. Sigirlarda PVL pozitif ilk MRSA susu Kore’den bildirilmistir (Kwon
ve ark. 2005). Ikawaty ve ark. (2010) Hollanda’ da mastitisli sig1r siitlerinden izole ettikleri 76
S. aureus susunun hi¢ birisinde PVL pozitif olmadigini bildirirken Fueyo ve ark. (2005)’ da
benzer bir sekilde subklinik mastitisli inek siitlerinden izole ettikleri S. aureus suslarinda PVL
geni igceren sus bulunmadigmi bildirmislerdir. Bununla birlikte Zecconi ve ark.(2006)
inceledikleri izolatlarda pul pozitifligini %50 den fazla bulduklarin1 bildiren tek
arastirmacilardir. PVL 6zellikle toplum kokenli S. aureus suslar1 tarafindan sentezlenmekle
birlikte, yapilan calismalar PVL pozitif S. aureus suslarinin ortalama %2-10 arasinda
degistigini bildirmektedir (Lina ve ark. 1999, Morgan 2008).

Yurdumuzda hayvanlarda MRSA suslarinda PVL genlerinin varliginin incelendigi tek
calisma Tirkyilmaz ve ark. tarafindan yapilmis ve ¢alismada sigir siit orjinli 16 MRSA
susunun PVL genlerini tasimadigi bildirilmistir. Bu caliyma, Tiirkiye’de mastitisli sigir
siitlerinden 1zole edilen TK MRSA izolatlarinda PVL genlerinin belirlendigi ilk caligma

olmas1 agisindan 6nemlidir.

Sigr mastitisleri tiim diinyada oldugu kadar Tirkiye’de de ekonomik onemi olan
hastaliklardan birisidir. S. aureus siklikla si@ir mastitis vakalarindan izole edilen ve bu
nedenle veteriner mikrobiyoloji agisindan 6nemli olan etkenlerdir. Metisilin direnci sigirlarda
ilk 1972 yilinda bildirildiginden (Devriese ve Homes 1975) bu yana hem yurdumuzda hem
tiim diinyada tiim hayvanlarda (Juhasz-Kaszanyitzky ve ark 2007, Leonard ve Markeley 2006,
Vangerhaeghan ve ark. 2010) MRSA varliginin incelendigi ¢alismalar yapilmistir. Tiirkiye’de
mastitisli siit 6rneklerinde metisilin direncinin fenotipik yontemler kullanilarak incelendigi
calismalarda farkli yorelerde farkli MRSA oranlar1 (%0,0-%60) bildirilmistir (Ak ve ark.
2000, Giiler ve ark. 2005, Hadimli ve ark. 2001, Ugan ve Aslan 2002, Tiirlitoglu ve ark.
2006, Kirkan ve ark. 2005). mecA geninin yalnizca fenotipik olarak disk diffuzyon yontemi



ile belirlenmesi yeterli degildir, hatali pozitif ve negatif sonuclar ¢ikabileceginden elde edilen
bulgularin molekiiler yontemlerle de dogrulanmasi olduk¢a onemlidir (Murakami ve ark.
1991).

Yurdumuzda veteriner sahada bu konuda yapilmis en kapsamli molekiiler
epidemiyolojik calisma Tiirkyillmaz ve ark. (2010) tarafindan gergeklestirilmistir. Caligmada
sefoksitin direncinin MRSA suslarinda %17,2 oldugu bildirilmistir. Bu ¢aliymada yine Aydin
yoresinde son iki yilda (2008-2010) incelenen 430 ine8in 208’inden subklinik mastitis
saptanmis ve bunlarin 106 tanesinde stafilokok izolasyonu yapilmistir. 106 inege ait 244 siit
drneginin incelenmesi sonucunda 8 inekten 8 tane MRSA susu belirlenmistir. Ineklerde %7,6
(8/106) ve stitlerde %3,3 (8/244) oraninda MRSA varlig1 tespit edilmistir. Vanderhaeghan ve
ark. Belgika’da yaptiklar1 ¢calismalarinda klinik ve subklinik mastitisli siitlerde yaklasik %10
olarak bulmusglar ve lilkelerinde MRSA oraninin beklenmedik bir sekilde yiiksek ¢iktigini
vurgulamiglardir (Vangerhaeghan ve ark. 2010). Metisilin direnci yoreden yoreye, iilkeden
iilkeye degisebilmektedir. Ancak alman sonuglar, yurdumuzda da metisilin direncinin

ontimiizdeki yillarda 6nemli bir sorun olabilecegi diisiindiirmektedir.

Tarihsel olarak evcil hayvanlar1 etkileyen MRSA suslari, epidemik MRSA (EMRSA)
klonlar1 da dahil olmak {izere, insan nazokomial infeksiyon suglarina benzerlik
gostermektedir (Loeffler ve ark. 2005, Rich ve ark. 2005). Bu epidemik hastane kokenli
MRSA klonlar1 képeklerde goriildiigli zaman etkenin direkt insanlardan hayvanlara bulastigi
disiiniilmiis ve MRSA i¢in “humanosis” terimi kullanilmaya baslanmistir. Bununla birlikte
bu durum hayvanlarda kolonize olan ve insanlar1 etkileyen suslarin molekiiler epimemiyolojik
yontemler kullanilarak incelenmesi ile daha iyi agikliga kavusturulmaya baslanmistir.
Ornegin, ozellikle domuzlar: etkileyen MRSA suslari arasinda ST398’in énemi MLST
analizlerinin yapilmasi ile artmistir. ST398’in t011, t034, t108, t567, t899 ve t939’un dahil
oldugu farkl spa tiplerini icerdigi (Van Duijkeren ve ark. 2007), Fransiz ve Alman MRSA
suslarinin cogunlugunun ST398 ve spa tipinin t108 oldugu (Armand-Lefevre ve ark. 2005) ve
bu tipin Hollanda’da insanlarda goriilen MRSA suslarinin %20’sini olusturdugu bildirilmistir
(Van Loo ve ark. 2007). Tiirkiye’de 2008 yilmma kadar yapilan ¢alismalarda goriilen spa
tipleri: t001, t002, t003, t010, t045, t053, t062, t105, t178, t179, t187, t214, t311, t319, t389,
t443 (Deurenberg ve Stobberingh 2008) olarak bildirilmektedir. Yurdumuzda MRSA
suslarinin molekiiler epidemiyolojilerinin ¢alisildigi en kapsamli ¢alisma Yildiz ve ark
tarafindan 2010 yilinda bildirilmistir. Calismada Tirkiyede 2005- 2007 yillar1 arasinda izole

edilen 7 bolgedeki 12 hastaneden izole edilen 397 susun molekiiler epidemiyolojik analizleri



yapilmis 8 ulusal 4 bolgesel klon varligi bildirilmistir. 359 susun SCCmec Tip 111, 4 susun Tip
I ve 30 susun Tip IV oldugu; 4 susunda tiplendirilmesinin yapilamadigini bildirmislerdir.
Ulusal klonlarin hepsinin ST239, bolgesel klonun bir tanesi ST97 ii¢ tanesinin de ST737
oldugu; yalnizca 5 susun PVL pozitif oldugu bunlardan ikisinin ST80 ve SCCmec Tip 1V
olduklar1 bir tanesinin SCCmec type IV and ST8 oldugu bildirilmislerdir. Bu ¢ok merkezli
calisma Tirkiye’de en yaygin ulusal MRSA klonunun ST239-SCCmec 111 (bu klon Brezilya
klonu olarak bilinmektedir); bolgesel klon ST737 SCCmec 1V olarak belirlenmistir. (Y1ildiz ve
ark. 2010). Akoglu 2004-2005 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi’nde izole edilen 110
MRSA susunun %61,8” inin SCCmec tip III, %34,5’ inin SCCmec varyant tTip I1IB, %2,7’
sini SCCmec tip IV olarak saptamis ve izolatlarin %12,7” sinde (14 susta) PVL geni pozitif
bulmustur. PVL pozitif olan 1 susu SCCmec III ve 4’ ii SCCmec varyant tip III B olarak
saptamistir. SCCmec tip IV olarak saptanan suslarin hi¢birisinde PVL geni gosterilmemistir.
Toplum kékenli MRSA’ nin bilinen bir virulans faktorii olan PVL, hastane kdkenli metisilin
direngli S. aureus (HK-MRSA)’ nin izolatlarinda da 6nemli oranda arttigin1 saptamistir. Bu
durumda MRSA izolatlarinin degisen epidemiyolojilerinin yakindan takibinin O6nemli
oldugunun bir gostergesidir.

Prashanth ve ark (2011) 22 S. aureus susundan 3 susun PVL pozitif oldugunu
bildirirlerken; sigwr mastitis orjinli 34 sustan higbirisinin  PVL pozitif olmadigmni
bildirmislerdir.

Karahan ve ark. lilkemizde toplum kokenli S. aureus izolatlarmin yaklasik %15 inin,
hastane kokenli izolatlarm ise %0,34’linlin PVL genlerini tasidigini belirtmislerdir (Karahan
ve ark. 2008 ). Bir diger biiylik calisma Kili¢c ve ark. (2008) tarafindan 4.050 ¢ocuktan alinan
nasal sivaplardan izole edilen MRSA’lar iizerine yapilmistir. Calismada ¢ocuklarda MRSA
goriilme oraninin %0,07 oldugunu, izolatlarin SCCmec tip 1V, ST30 olduklarin1 ve PVL
genlerini icermediklerini bildirmislerdir. Yurdumuzda veteriner sahada bu konuda yapilmis
molekiiler epidemiyolojik tek c¢alisma Tiirkyillmaz ve ark. tarafindan gergeklestirilmistir.
Calismada Aydmn yoresinde izole edilen S. aureus suslarinda metisilin direng oraninin
sefoksitin direncinin MRSA suslarinda %17,2 oldugu bildirilirken; molekiiler tiplendirme
yontemleri icerisinde altin standart olarak kabul edilen PFGE yontemi ile suslar arasindaki
klonal iliski incelenmis alt tipleri ile birlikte {i¢ pulsotip belirlenmistir. Pulsotip B olan
suslarin SCCmecTip 1V, t190 ve ST8 oldugu; pulsotip A ve C’nin ise SCCmec Tiplll, t030
ve ST 239 (pulsotip A) ve ST239 benzeri (pulsotip C) olduklari, suslarin hi¢birisinde PVL
toksin genine de rastlanmadigi bildirilmistir. Calismada 16 MRSA susunun 14’{iniin hastane

kaynaklt MRSA ST239-III oldugu ve bunun MRSA’nm insanlardan hayvanlara bulagmis



olabilecegini gosterdigi vurgulanirken; MRSA STS8/IV suslarinin varliginin yérede toplum
kokenli suslarin da bulundugunu gosterdigi bildirilmistir (Tiirkyillmaz ve ark. 2010). Yapilan
bu ¢alismada ise PVL geni pozitif olarak bulunan susun SCCmec tip IV oldugu spa tipinin ise
t044 oldugu tespit edilmistir. Calisma mastitisli sigir siitlerinde Tirkiye’de PVL gen
varliginin belirlendigi ilk calisma olmasi agisindan 6nem tasimaktadir. t044 Cezayir,
Avusturalya, Avusturya, Bel¢ika, Bulgaristan, Hirvatistan, Danimarka, Finlandiya, Fransa,
Almanya, irlanda, Libya, Hollanda, Norve¢, Romanya, Singapur, Ispanya, Isve¢, Tunus,
Ingiltere, Yugoslavya gibi diinyanm pek cok iilkesinde goriildiigii bildirilmistir (Deurenberg
ve Stobberingh 2008). PVL pozitif t044’{in Avrupa’da en sik goriilen TK MRSA susu oldugu
bildirilmektedir (Witte ve ark. 2007, Fenner ve ark. 2008, Soliman ve ark. 2009, ). Su anki
bilgilerimize gore Tiirkiye’de veteriner sahada spa tipi t044 olan bir sus bulunmamaktadir.
Calisma ayn1 zamanda t044°{in Tiirkiye’de veteriner sahada ilk kez goriildiigiiniin bildirilmesi

acisindan da 6nem tagimaktadir.

Yapilan ¢alismalar PVL genlerine metisiline duyarli S. aureus suslarinda da
rastlanabilecegi bildirilirken (Ikawaty ve ark. 2010) SCCmec tip IV ve PVL arasindaki
iligkinin incelenmesi ile ilgili olarak yapilmis ¢aligmalar oldukca azdir (Deurenberg ve
Stobberingh 2008). Baz1 arastirmalarda PVL’nin TK MRSA suslarinda bulunan énemli bir
genetik belirteg oldugunu bildirilirken (Vandenesch ve ark. 2003, Tristan ve ark. 2007),
Avustralya’da yapilan bir calismada PVL pozitif TK MRSA suslar1 ile SCCmec tip IV
arasinda bir iliski belirlenemedigi bildirilmistir (O’Brien ve ark. 2004). irlanda ve Kore’de
yapilan ¢alismalarda da PVL’nin TK MRSA suslarinda diisiik oranda bulunan genetik bir
belirte¢ oldugu bildirilmistir. irlanda’da toplum koékenli izoletlarin %7’den daha azinm PVL
tasidig1, Kore’de ise TK MRSA izolatlarinin ¢ogunlugunun PVL negatif STI-MRSA IV ve
ST72-MRSA 1V klonlar1 oldugu tespit edilmistir (Kim ve ark. 2007a, Park ve ark. 2007,
Rossney ve ark. 2007). Almanya’da yapilan bir calismada PVL pozitift TK MRSA suslarinin
SCCmec tip I ve 111 tasidig1 bildirilirken (Wannet ve ark. 2005) Kore’de (Jeong ve ark. 2007 )
ve Cezayir’de (Ramdani-Bouguessa ve ark. 2007) benzer bir sekilde PVL pozitif HK MRSA
izolatlarmda SCCmec tip 1 ve 1l tasidigi tespit edilmistir. Genellikle, PVL pozitif MRSA
suslarinin  %40-90’1 SCCmec tip 1V tasirken, %5’den az bir kismi SCCmec tip I-III
tasimaktadir (Deresinski 2005). Bu calismada da PVL pozitif olarak belirlenen susun TK
MRSA olan SCCmec tip 1V tasidigi belirlenmistir. Yapilan ¢alisma SCCmec tip IV ve PVL
arasindaki iligkinin incelenmesi ile ilgili olarak bundan sonra yapilacak olan ¢aligmalara katk1

saglayacaktir.



S. aureus suslarinda metisilin direnci ile birlikte PVL genleri pozitif olan suslarin kisa
siirede belirlenebilmesi uygun tedavi stratejilerinin zaman kaybedilmeden baslanabilmesi
acisindan O6nem tasimaktadir. S. aureus nuc geni bu bakteri tarafindan iiretilen TNase
tarafindan kodlanmaktadir. S. aureus TNase tiir spesifiktir ve nuc geninin amplifikasyonu ile
S. aureus infeksiyonlarmnim hizli teshisi yapilabilmektedir (Brakstad ve ark. 1992). Tiirkiye’de
mastitis tedavinde kloksasillin disinda metisilin ya da oksasillin tiirevi bir antibiyotik
kullanilmamaktadir (Tiriitoglu ve ark. 2006). MRSA suslarinin belirlenmesinde secilecek
olan metodun faydali, giivenilir, basit ve hizli olmasi olduk¢a Onemlidir. Disk diflizyon
testleri gibi fenotipik yontemler MRS A suslarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Fenotipik
yontemler zaman almakla birlikte hatali sonuglar verebildigi bilinmektedir (Araj ve ark.
1998). mecA geninin belirlenebilmesi i¢in molekiiler yontemlerin kullanilmas1 altin standart
olarak kabul edilmekte, cabuk ve giivenilir oldugu bildirilmektedir (Araj ve ark. 1998).
Calismada PCR’nun S. aureus nuc ve mecA geni tastyan suslar1 hizli ve giivenilir bir sekilde
tespit edilebildigi i¢cin kullanilabilecegi goriilmiistiir. Bununla birlikte PVL pozitif MRSA
suslarimin belirlenebilmesi i¢in S. aureus spesifik nuc geni, metisilin diren¢ geni olan mec
geni ve PVL genlerinin ¢ogaltilmasi multipleks PCR reaksiyonu da gercgeklestirilmis ve
yontemin PVL geni pozitif MRSA suslarinin belirlenebilmesi i¢in pratik ve uygulanabilir bir
yontem oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde baska bir calismada da PVL, SCCmec tip IV ve
S. aureus 16S rRNA genleri multipleks PCR ile ¢ogaltilmis ve multipleks PCR’ i MRSA TK
suslarin belirlenebilmesinde kullanilabilecek hizli, duyarli, giivenilir ve pratik bir yontem

oldugu bildirilmistir (Moussa ve ark. 2008).



5. SONUC

Bu caliymada Tiirkiye’de mastitisli sigir siitlerinden izole edilmis olan MRSA
izolatlarmda PVL genlerinin varlig1 ilk kez tespit edilmistir. Insanlarda basta nekrotize
pndmoni ve yumusak doku lezyonlarina sebep olan PVL toksini iireten S. aureus suslari
hayvanlarda da tedavisi zor vakalardan izole edilmektedirler. Son yillarda yapilan ¢aligmalar
MRSA suglarmin insan ve hayvanlar arasinda bulasabildigini gostermistir. PVL pozitif
MRSA suslar1 ile infekte hayvanlar, insan infeksiyonlar1 i¢in bir kaynak olabilmektedir;
bununla birlikte, giinlimiizde insanlarin da artik ayni1 sekilde hayvanlar1 infekte edebilecekleri
alternatif bir hipotez olarak 6ne siiriilmektedir. Sonug olarak yurdumuzda mastitisli sigir siit
orjinli PVL pozitif TK MRSA susunun SCCmec tip IV tasidig1 ve spa tipinin t044 oldugu
tespit edilmistir. Bu suslarin epidemiyolojik 6zelliklerinin incelenmesi, etkilerinin azaltilmasi
ve kontrol 6nlemlerinin alinabilmesi i¢in 6nemlidir. Ayrica bir stafilokok susunun PVL genini
icermesi, zaten olduk¢a agir seyreden stafilokokal mastitits vakalarmin daha agir seyretmesine
neden olurken; bir taraftan da PVL pozitif suslar ile de insan varlig1 acisindan da risk teskil
etmektedirler.

PVL genlerinin stafilokok tiirleri arasinda yayilmasi, stafilokoklara bagh
infeksiyonlarin yol actigi morbidite ve mortalite oranlarmi arttiracagindan, PVL pozitif

stafilokoklarm yayilmasini onleyecek siki tedbirlerin alinmasi gerekmektedir.



OZET

Hazimoglu BS. Staphylococcus aureus suslarmda Panto-Valentine 16kosidine genlerinin arastiriimasi

Bu calismada, insan ve sigir orjinli metisilin direncli Staphylococcus aureus (MRSA)
suslarinda Panton Valentine 16kosidin (PVL) genlerinin varligmnin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ile belirlenmesi, bu izolatlarin stafilokokal kaset kromozom mec (SCCmec
tip1) ve Staphylococcal Protein A (spa) analizlerinin yapilmasi amaclanmistir. Calismada
subklinik mastitisli olarak belirlenen 208 inekten 484 siit 6rnegi ile 56 inek ve 34 insandan
alman toplam 90 nazal sivap Ornekleri materyal olarak kullanildi. Fenotipik olarak metisilin
direngli olarak belirlenen 18 MRSA izolati, genotipik olarak metisilin direng (mec) ve S.
aureus spesifik thermonuclease (TNase) (nuc) genlerinin incelenmesi ile genotipik olarak
MRSA olduklar1 dogruland1. izolatlarda PVL genlerinin varligi, multipleks PCR ile spesifik
primerler kullanilarak gerceklestirildi. Calismada Tirkiye’de ilk kez sigir siit orjinli bir
izolatin PVL geni pozitif oldugu belirlendi. Bu izolatin SCCmec tipinin SCCmec Tip IV ve
spa tipinin t044 oldugu tespit edildi. Hayvanlarda, PVL pozitif MRSA suslarmin neden
olduklar1 infeksiyonlarin Tiirkiye’deki durumunun agikliga kavusturulabilmesi icin, bu

konuda daha genis kapsamli epidemiyolojik ¢aligmalarin yapilmasimna ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Metisilin direngli Staphylococcus aureus, Panton Valentine

16kosidin, SCCmec, spa tiplendirme, sigir mastitis, Tiirkiye.



SUMMARY

Hazimoglu BS. Investigation of Panton-Valentine Leukocidine (PVL) genes in Staphylococcus aureus isolates

The aim of this study is determine the presence of Panton Valentine Leukocidin (PVL)
genes in methicilline resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains that originated from
farm workers and dairy cows with Polimerase Chain Reaction (PCR) and to analyse the
staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) and Staphylococcal Protein A (spa)
types of these isolates. The material of this study were consisted to 484 milk samples taken
from 208 subclinic mastitic dairy cows and 90 nasal swabs taken from 56 dairy cows and 34
farm workers. As phenotypically, 18 MRSA isolates that were determined as methicilline
resistant were also genetically confirmed as to be MRSA with the investigation of the
methicilline resistant (mec) and S. aureus specific thermonuclease (TNase) (nuc) genes. The
presence of PVL genes in this isolates was revealed with multiplex PCR using spesific
primers. It was the first in this study that one isolate determined as PVL positive originated
from bovine milk in Turkey. And SCCmec type of this isolates was determined as SCCmec
Type IV while spa type determined as t044. To investigate the precise status of the infections
caused by PVL positive MRSA strains in farm animals in Turkey further epidemiologic

studies should be designed.

Key words: Methicillin resistant Staphylococcus aureus, Panton Valentine

leukocidine, SCCmec, spa typing, bovine mastitis, Turkey.
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