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1.GIRIS VE AMAG

Stafilokoklar hastane ve toplum kaynakl infeksiyonlarin en &nemli
etkenlerindendir. Normal flora Gyesi olarak Ust solunum yolu, gastrointestinal ve
urogenital sistem disinda nemli deri kiviimlarinda bulunurlar. Birgok vicut bolgesinde
infeksiyona neden olabilirler. (1)

Staphylococcus aureus (S.aureus) basit yuzeyel deri infeksiyonundan
pndémoni, kan dolasimi infeksiyonu, postoperatif yara infeksiyonu, sepsis, endokardit
gibi ciddi infeksiyonlara kadar degisen gesitli tablolara neden olabilir. lyi bilinen
virulans faktorlerinin yani sira, yaygin kullanilan invaziv girisimler, infeksiyon kontrol
Onlemlerine yeterince uyulmamasi, antibiyotiklere direncgli kokenlerin ortaya ¢ikmasi
ve intravenoz ilag bagimligi gibi nedenler bu bakteriye bagl infeksiyonlarin artisinda
onemli rol oynamaktadir. (2)

Koagulaz negatif stafilokoklar (KNS) insan normal florasinin énemli bir
boliminu olusturmaktadir. Basta kateter infeksiyonlari olmak Uzere yapay kalp
kapak endokarditleri, vaskuler greft infeksiyonlari, prostetik eklem infeksiyonlari,
periton diyaliz kateteri ile iligkili peritonitler, serebrospinal sant infeksiyonlari neden
olabildikleri infeksiyonlarin baglicalaridir. (3)

Stafilokok infeksiyonlarinda makrolid, linkozamid, streptogramin grubu
antibiyotikler siklikla kullaniimaktadirlar. Bunlar kimyasal yapi olarak farkl
antibiyotikler olmalarina ragmen bakteriyel protein sentezini inhibe ederek etkilerini
benzer sekilde gosterirler. Makrolidler ve linkozamidler bakteriyel protein sentezini
geri donusumli olarak inhibe eden bakteriyostatik antibiyotiklerdir. 70S bakteriyel
ribozomun 50S alt biriminde bir bolgeye baglanirlar. Bu alan peptidil transferazin
baglandigi bodlgeye yakin olup bu sekilde protein sentezini engelledikleri
dusundlmektedir. Streptograminler protein sentez yolunda farkli asamalari sinerjik
olarak etkileyerek bakterisidal etki gosterirler. (4)

Stafilokoklarda bu antibiyotiklere kargi gelisen makrolid- linkozamid-
streptogramin B (MLSg) direnci baslica 3 mekanizma ile olusmaktadir. (5-6)
Ribozomal hedefin dedismesi en sik gorulen diren¢ mekanizmasidir. (7) erm genleri
23S rRNA’'nin metilasyonuna neden olarak MLSg ajanlarin ribozoma baglanmasini

engellemektedir. Diren¢ yapisal (cMLSg) ya da induklenebilir (iMLSg) karakterde



olabilmektedir. (8) Stafilokoklarda direncgten siklikla ermA ve ermC sorumludur. (9-12)
Bir diger diren¢ mekanizmasi olan aktif effluks mekanizmasi msrA msrB, mefA
genleri tarafindan kodlanir ve makrolid ve tip B streptogramin direncine neden
olmaktadir. (13) Enzimatik inaktivasyon ereA, ereB, mphC, linA genlerinin kodladigi
esteraz, fosfotransferaz, nukleotidil-transferazlar ile meydana gelir. (14-15)

Indiiklenebilir MLSg direnci standart duyarlihk test ydntemleri ile
saptanamamaktadir. Direng fenotipi eritromisin ve klindamisin ¢ift disk testi (D test) ile
arastinimahdir. (8,16) 15-20 mm ara ile yerlestirilen disklerde eritromisin direngli iken
klindamisinin eritromisine bakan yuzinde kesilme olmasi (D zonu) induklenebilir tip
MLSg direncini gostermektedir. Hem eritromisin hem klindamisine direng ise yapisal
tip direnci gdstermektedir. Eritromisin direngli klindamisin duyarl izolatlarda D
seklinin olmamasi M veya MSg efluks fenotipi olarak adlandirilir. Bu basit yontem ile
IMLSg direnci erken saptanabilmekte ve bdylelikle tedavi basarisizliklari
onlenebilmektedir. (9)

Son yillarda giderek artan direng oranlari nedeni ile antibiyotiklerin dogru
ve akilcl kullanimi esas olmustur. Ozellikle indiiklenebilir tip MLSg direnci ¢ift disk
testi uygulanmadiginda gézden kagabilmekte ve sonug olarak zaman kaybi ve tedavi
basarisizliklarina yol acabilmektedir. Diger yandan, tum eritromisin direngli
stafilokoklari klindamisine de direngli olarak adlandirmak gercekte klindamisin duyarh
olan stafilokok infeksiyonlarinda klindamisin kullanimini énlemektedir. Bu ¢alismada
cesitli klinik dérneklerden izole edilen S. aures ve KNS suslarinda MLSg direnci ve

sorumlu genler arastiriimigtir.
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2. GENEL BILGILER

Gram-pozitif kok morfolojisindeki bakterilerin dnemli bir bolimdnd iginde
bulunduran Micrococcaceae familyasinda Micrococcus, Planococcus,
Staphylococcus ve Stomatococcus cinsleri yer almaktadir. Bunlar arasinda klinik
onemi olan genus stafilokoklardir. S.aureus, stafilokoklar i¢cinde en virulan tardur.
KNS’lerden insanda en fazla infeksiyona neden olanlar S.epidermidis,
S.haemolyticus, S.saprophyticus ve S.lugdunensisdir. Micrococcaceae ailesinin
diger Uyelerinin insanda hastalik olusturmasi beklenmez veya 6zel hasta gruplarinda
nadiren infeksiyona neden olurlar. (17)

Stafilokoklari ilk kez 1878'de Robert Koch tanimlamis ve 1880°’de Pasteur
sivl besiyerinde Uretmistir. Ardindan, 1884’te Rosenbach hasta drneklerinden bu
mikroorganizmalari izole etmis ve beyaz renkli kolonileri “Staphylcoccus albus”, sari-
portakal rengi kolonileri ise “Staphylcoccus aureus” olarak isimlendirmistir. (18-19)

Stafilokok ismi Yunanca'da bir salkim GzUm anlamina gelen staphyle
(Uzim salkimi) ve coccus (tane) sozcuklerinden turetilmistir. Bu ylzden
Stapylococcus, bu Gram pozitif koklarin Gzim tanelerinin kimelenmesine benzer
sekildeki Uremesini ifade etmek icin kullaniimaktadir. Fakat klinik materyallerde bu
mikroorganizma tek, ¢ift veya kisa zincirler halinde de gorulebilmektedir. (20)

Stafilokoklar basta burun mukozasi, nazofarinks, deri ve daha az olmak
Uzere barsak ve diger mukozalarda normal flora Uyesi olarak bulunabilen
bakterilerdir. Stafilokoklarin cesitli turleri vicudun degigik yerlerine kolonize olma
egilimindedirler. S.aureus toplumun, hastanede yatan hastalarin ve saglk
calisanlarinin %10-40’inin  burun deligi mukozasinda kolonizedir. S.epidermidis
aksiler, inguinal, perineal bolgeler ve daha az olarak derinin diger kisimlarinda;
S.saprophyticus ise Urogenital mukoza epiteline yapigsma 6zelligi gosterdigi icin daha

¢cok bu bolgelerde kolonize olur. (21)

2.1. MORFOLOJi VE iDENTIFIKASYON

Stafilokoklar; 0.5 — 1.5 ym ¢apinda, hareketsiz, spor olusturmayan, katalaz
ureten Gram pozitif boyanan koklardir. S.aureus subsp. anaerobius ve S.
saccharolyticus disinda fakultatif anaeropturlar. (20)
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Stafilokoklarin Ureme is1 araligi oldukga genistir (6.5°C-45°C). Optimal
ureme 1silari 30°C-37°C olup 7-7.5 pH degerleri arasinda iyi urerler. (19) Dis gevre
sartlarina, kuruluga, yiksek tuz konsantrasyonuna dayanikhdirlar. Cogunlugu %10
NaCl’li ortamda Ureyebilir. (19,22)

Kanli agarda, genellikle 24 saatlik inkiibasyonun ardindan 1 — 2 mm c¢apli
diuz, hafif konveks koloniler olustururlar. Karotenoit pigmente bagli sari/sari- turuncu
pigmentli S.aureus kolonilerinin aksine, KNS turleri beyaz — gri renkte koloniler
olustururlar. (Resim 1) KNS kolonilerinin incelenmesinde en iyi ydontem ekim yapilan
plaklarin 35-37°C’de 48-72 saat tutulduktan sonra inkibasyona iki gin daha oda
Isisinda devam edilmesi seklindedir. (20)

Bazi S.aureus ve KNS suslari toksinleri aracihdr ile hemoliz

yapabilmektedir. inkiibasyon siiresi uzatilirsa beta-hemoliz belirginlesir.

Resim 1. S. aureus (sol) ve KNS (sag) koloni morfolojileri.

2.1.1 Gram Boyama

Klinik 6rneklerden yapilan direkt Gram boyamada 0.5- 1.5 ym ¢apli, Gram
pozitif kok olarak gorunurler. Tek tek, ciftler, kisa zincir veya kumeler halinde
PMNL’lerin iginde veya disinda bulunabilirler. Besiyerinden hazirlanan preparatlarda
ise genellikle kime, Uzum salkimi yapmig koklar seklinde gorunurler. (17) (Resim?2)
Ancak eskimis kultirden yapilan boyamada Gram negatif goérinebilirler. Bu nedenle
boyamanin taze Kkdiltlirlerden yapilmasi oOnerilir. Gram boyama ile diger pozitif

boyanan koklardan ayrimi yapilamamaktadir. (21)
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Resim 2. Klinik érnek ve besiyerinden hazirlanan Gram boyama preparati.

2.1.2 Kullanilan Besiyerleri

2.1.2.a Segici Olmayan Besiyerleri

En c¢ok tercih edilen kanl agar, secici olmayan, genel amacgh Dbir
besiyeridir. Zengin besin icerigi pek ¢ok mikroorganizmanin gelisimine uygundur.
pH'In 6.8 olmasi hemoliz reaksiyonunun belirgin olmasini saglar. Taze defibrine
koyun kani hemoliz i¢in en uygun olan kandir. Koyun kanli agarda mikrokok ve
stafilokok turleri farkli koloniler olustururlar. Stafilokoklarin gogu mikrokoklardan daha
hizli Grer ve 24 saat icinde 1-3 mm c¢apa ulasirlar. Ayni plak iginde bazi stafilokok
suslarinin koloni boyutlari birbirinden farkl olabilmektedir. Bu nedenle karigik kultar
gorunumu ortaya ¢ikabilmektedir. (17,19)

Triptik soy agar (TSA), icerdigi aminoasit ve azotlu maddeler ile gesitli
mikroorganizmalarin gelismesini saglayan segici olmayan kati bir besiyeridir.
icerigine kan ilavesi ile miskilpesent mikroorganizmalarin Gremesi kolaylasmaktadir.
(23)

Resim 3. Mannitol tuz agar. Solda S. epidermidis, sagda S. aureus.
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2.1.2.b Secici Besiyerleri

Mannitol Tuz Agar. Segici ayirt edici besiyeridir. Yuksek tuz
konsantrasyonu (%7.5) cogu bakterinin Uremesini inhibe eder. Stafilokoklar bu
yiksek tuz oranini tolere edebilirler. iceriginde bir seker olan mannitol ve pH
indikatoru olarak fenol kirmizisi bulunmaktadir. Mannitol fermente edildiginde ortaya
cikan asit Urtnler pH’1I dusurdr. Fenol kirmizis,I pH 6.8’in altinda sari renk alir. Bu
nedenle S. aureus gibi mannitolt fermente eden kolonilerin etrafinda sari halo olusur.
S. epidermidis gibi mannitoli fermente etmeyenlerde agar pembe- kirmizi renkte
kalir. (Resim3) MRSA'nin (Metisiline direncgli S. aureus) selektif izolasyonu igin
besiyerine beta laktam antibiyotik eklenebilir. (24)

Kromojenik agarlar: CHROMagar ve IDagar S. aureus’un identifikasyonu
icin kullanilan ve kromojenik substrat iceren besiyerleridir. Bu besiyerlerinde
kolonilerin renklenmesinin nedeni organizmanin Urettigi alfa-glukozidaz enziminin bir
sonucudur. (25-26) S.aureus kolonileri CHROMagar'da leylak renginde, |IDagar'da
ise yesil renkte gorulirler. KNS’ler ise bu besiyerlerinde mavi, beyaz veya bej

renginde koloniler olustururlar. (26)

2.1.3 Katalaz Testi

TUim Micrococcaceae ailesi Uyelerinde sitokrom oksidaz enzimi bulunur.
Bu enzim hidrojen peroksiti (H202) su ve oksijene ayristirir. Stafilokok kolonilerinin
lam Gzerinde % 3’lUk H202 ile slUspanse edilmesi durumunda olusan hava
kabarciklari, H202'in su ve oksijene ayristiginin gostergesidir.

katalaz
2 H202 + H20 — 2 H20 + 02

Kan icermeyen besiyerinden alinan koloniler ile testin yapilmasi uygundur.
Gunku eritrositler icinde bulunan enzimler zayif pozitif katalaz reaksiyonuna neden
olabilir. Stafilokoklarin nadir suslari katalaz negatif olabilir ve bazi enterokoklar
pseudokatalaz ureterek H202 ile zayif pozitiflik gosterebilirler.

Bu test mikrokok ve stafilokoklarin; katalaz testi negatif olan diger Gram
pozitif koklardan, o6zellikle streptokok ve enterokoklardan ayirt edilmesini saglar.
(17,27)
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2.1.4 Koagulaz Testi

S. aureus’un diger stafilokoklardan ayirt edilmesinde en ¢ok énem tasiyan
deneydir. Stafilokok kolonisi goruntisu veren, Gram boyasinda Gram pozitif kok
saptanan tum izolatlarda yapilmalidir. Lamda ve tupte koagulaz testi olmak uzere iki
temel yontem ile yapilir. (21)

Lamda Koagilaz Testi: S.aureus’un bir¢ok susunun hicre duvari
ylzeyinde, bagli koagllaz veya “clumping faktér” bulunur. Bu faktor plazmada direkt
fibrinojen ile reaksiyona girerek hizla hiicre aglutinasyonuna neden olur. Yiksek tuz
icerigi S.aureus’un bazi suslarinda oto-aglitinasyona neden olacagindan dolay! bu
test “Mannitol tuz agar” gibi yuksek tuz icerigi olan besiyerlerinde Ureyen suslara
uygulanmamalidir. Clumping faktér eksik olan suslar genellikle serbest koagulaz
urettiklerinden dolayi lam koagulaz testi negatif olan stafilokoklar igin mutlaka tip
koagulaz testi de uygulanmalidir. (17)

Tiipte Koaglilaz Testi: Bu yontem ile besiyerinde Ureyen stafilokoklarin
olusturduklari ve besiyerine saldiklari bagimsiz koagulaz arastiriir. Bu enzim
niteligindeki madde plazmada ‘coagulase reacting faktor’ olarak isimlendirilen bir
madde ile kompleks yapar ve fibrinojen ile reaksiyona girerek fibrin olugturur. 35°C’de
dort saat inkUbasyondan sonra test negatif ise, oda isisinda tutularak 18-24 saat
sonra tekrar okunmalidir. (17)

Hem lam hem de tlup koagulaz yonteminde plazmanin pihtilagmasini
Onleyici olarak sitrat yerine EDTA’ll tavsan plazmasinin kullanimi onerilmektedir.
insan plazmasi antistafilokokal antikorlar igerebileceginden koagiilaz testi igin
kullanilmamalidir. (21,27)

2.1.5 Diger Testler
Bugin S.aureus identifikasyonu igin koagulaz testi diginda 6zgulligi ve
duyarlihgr %90’'in Uzerinde olan lateks aglutinasyon, pasif hemaglitinasyon,

deoksiribonukleaz ve termostabil endonukleaz gibi testler de gelistirilmistir. (28-29)

2.1.5.a Lateks Deneyleri
Lateks ydntemlerinin birincisinde fibrinojen kapli lateks boncuklari

kullanilir. Fibrinojen latekse baglanarak clumping faktorl tespit eder.
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Diger yontemde ise immunglobulin (Ig) kaph lateks boncuklari kullantlir.
Stafilokok hucre duvari proteini olup 1gG molekullerinin Fc bolgelerine baglanabilen
Protein A boncukta bulunan immuanoglobulin molekilleri ile tespit edilmektedir.
Agardan alinan koloni ile test suspansiyonlari lam Uzerinde karigtiriir ve sonug¢

olarak lateks-organizma suspansiyonunun hizla kimelendigi gorular. (17,21)

2.1.5.b Pasif Hemagliitinasyon
Bu yontemde fibrinojenle duyarlilastiriimis koyun eritrositleri kullanilarak,

S.aureus hdcrelerinin ytzeyindeki clumping faktor tespit edilir. (17)

2.1.5.c Deoksiriboniikleaz (DNAse) ve Termostabil Endoniikleaz Testi

S.aureus’un nuc geninin drind olan DNAse ve termostabil endonukleaz,
endonukleolitik ve egzonukleolitik aktivite ile nukleik asiti hidrolize eder. (30)

DNase testi icin, mavi renkli metakromatik toluidin blue-O boyasi iceren
DNase test besiyerine (Toluidin blue- Deoxyribontkleik asit agar = TDA)
mikroorganizmanin inokulasyonu yapilir. 35°C’de 24 saat inkibasyondan sonra
besiyerinin altinda ve inokulum etrafinda gok mavisinden pembe- kirmizi veya mor
renge donusim DNA’nin hidrolize oldugunu gosterir. Bu test S.aureus’un
identifikasyonuna yardimci olmakla birlikte diger bazi koagulaz negatif stafilokoklar

da pozitif DNase reaksiyonu verebilirler. (21,28-29)

2.1.6 Micrococcus Tirlerinin Staphylococcus Turlerinden Ayrilmasi
Staphylococcus ve Micrococcus turleri  birbirlerinden baglica dort
Ozellikleriyle ayrilirlar:
1) S.lentus, S.sciuri ve S.vitulinus disindaki Staphylococcus tirleri oksidaz negatif,
Micrococcus turleri oksidaz pozitiftir
2) Staphylococcus turleri basitrasine direngli, Micrococcus turleri duyarlidir
3) 100 ug Furazolidon ile yapilan disk diftizyon testinde Staphylococcus turleri
furazolidon’a duyarli, Micrococcus turleri direnglidir

4) Staphylococcus turleri lizostafin’e duyarli, Micrococcus turleri ise direnglidir
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Tablo I. Stafilokoklar ile mikrokok ve makrokok ayrimi igin fenotipik 6zellikler.

Ozellikler Stafilokok Mikrokok Makrokok

Koloni buyuklagu 0.6-1,5 um 1-1,8 um 1.3-2,5 um

Koloni profili Kabarik,hafif konveks | Konveks Hafif konveks,kubbemsi
Blyume hiz Yavas- hizl Cok yavas Yavas

Anaerob ortamda + - -

glukozdan asit olugsturma

Lizostafin Duyarli Direngli Duyarli

100 ug furazolidon Duyarli Direngli Duyarl

0.04 Unite basitrasin Direngli Duyarii Direngli

Modifiye oksidaz -7 + +

*Micrococcus, Kytococcus, Dermacoccus, Nesterenkonia ve Kocuria’ yi igerir.

#S.sciuri, S.lentus ve S.vitulinus haricinde tiim stafilokok tiirlerinde modifiye oksidaz testi negatiftir.

2.1.7 Koagulaz Negatif Stafilokoklarin Kendi Aralarinda Ayrimi

KNS’ler 6&ncelikle novobiosine duyarhliklarina goére ikiye ayrilirlar.
Novobiosine duyarli olan S.epidermidis grubu, direngli olan ise S.saprophyticus
grubu olarak adlandirilir. Rutin laboratuarlarda Novobiosin duyarliigi disinda
KNS’lerde tir tanimlamasi, zaman alici ve maliyet-etkin olmayan bir yontemdir. Bu
nedenle ancak tedavi basarisizligi veya bir salgin s6z konusu oldugunda tur
tanimlamasi yapilmaktadir.

S.epidermidis kolonileri 2.5-6 mm c¢apinda olup genelde pigmentsizdir.
S.haemolyticus ve S.hominis kolonileri ise daha blyuk olup 5—9 mm ¢apinda, dizgun
kenarli, opak, pigmentsiz veya sari renkte koloniler olugtururlar. S.lugdunensis 4-7
mm c¢apinda parlak, beyaz, krem ya da sari renkli, dizgun, ortasi konveks koloniler
yaparlar. S.saprophyticus ise 5-8 mm g¢apinda, bazen opak olarak gozlenen duzgun
parlak konveks koloniler olusturur.

Bundan sonraki islem termonukleaz, fosfataz, pirolidonil arilamidaz, ornitin
dekarboksilaz, tUreaz, R galaktozidaz aktiviteleri, polimiksin direnci, asetoin olusumu
ve karbonhidratlardan asit olusumu gibi ileri biyokimyasal testler ile tur belirlenmesi
yapilmasidir. Gunumuizde tir tanimlamak icin gelistiriimis hizh ticari yontemler
mevcuttur. (17,20)
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2.2. STAFILOKOKLARIN YAPISI

2.2.1 Hucre Duvari - Peptidoglikan

Hucre duvari mikroorganizmalarin ozmotik stabilitesini saglar ve bakteriye
seklini verir. Gram pozitif bakterilerin hticre duvari agirliginin yarisini peptidoglikan
tabakasi olusturmaktadir. N-asetil muramik aside bagl pentapeptidler birbirlerine
glisin bagiyla baglanarak peptidoglikanin yapisini olustururlar. Peptidoglikan
endotoksin benzeri aktiviteye sahiptir. Endojen pirojenlerin Uretimini, kompleman
sistemini, monositlerden interldkin-1 Uretimini ve Idkositlerin kemotaksisini aktive
eder. Vicudun o©Onemli savunma sistemlerinden lizozim enziminin hedefi
peptidoglikan tabakadir. (17,20)

2.2.2 Hucre duvari — Teikoik asit

Sadece Gram pozitif bakteri duvarinda bulunan teikoik asit kovalent olarak
peptidoglikan tabakaya baglidir. Mukozalarda bulunan fibronektin, fibrinojen, laminin,
trombospondin, vitronektin, elastin, sialoprotein, kollajen gibi 6zgul reseptorleri ile
birleserek stafilokoklarin konaga baglanmasini sadlar. Teikoik asit zayif immunojen
olmakla birlikte, peptidoglikana baglandiginda 6zgll antikor cevabini uyarir. Bu
antikor cevabinin izlenmesi, sistemik stafilokok infeksiyonlarinda tanisal olarak

kullanilsa da diger tanisal testlerden daha az duyarhdir (17,20)

2.2.3 Penisilin baglayan protein (PBP)

Hucre duvarinda bulunan transpeptidaz, karboksipeptidaz ve
endopeptidaz gibi enzimler transpeptidasyon reaksiyonu ile peptidoglikan tabakayi
olustururlar. (19) Bu enzimler ayrica beta-laktam antibiyotiklere kovalent olarak
baglandigi ve yine bu antibiyotikler tarafindan inaktive edildikleri igin penisilin
baglayan proteinler olarak da isimlendirilirler. (31-32) PBP'lerin inaktivasyonu
bakterinin 6lumune yol acarken PBP’nin beta-laktam antibiyotiklere olan

affinitesindeki azalma ise dirence neden olur. (33)
2.2.4 Kapsiiler Polisakkaridler ve Slime Tabakasi

Stafilokoklarin hicre duvarinin en dis tabakasi polisakkarit tabakadan

olusmus bir kapsul ile gevrilidir. Kapsul, fagositozu inhibe ederek bakteriyi korur.
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(17,20) Ayrica genetik faktorler, ortam pH"', O, perfuzyonu, karbon kaynagi ve
ozmolarite gibi degiskenlere bagli olarak ¢ogu stafilokoklar tarafindan polisakkarit,
protein, DNA ve sudan olusan bir tabaka (slime tabakasi= biyofilm) Uretilir. Bu
ekstrasellliler yapi bakteriyi konak savunmasindan ve antibiyotiklerden korur.
Dokulara ve kateter, greft, protez kapak, protez eklem ve sant gibi yabanci cisimlere
baglanmasini saglar. Bu Ozellik kismen avirulan olan koagulaz negatif stafilokoklarin

patojenitesinde dnemlidir. (34)

2.2.5 Protein-A

Peptidoglikan tabaka ya da sitoplazmik membrana kovalent olarak
baglanan protein-A antifagositik, kemotaktik, mitojenik etkiler gosterir. IgG1, 1gG2 ve
IgG4’Gin Fc reseptorlerine badlanir. Bu da organizmayi antikor aracili immun
temizlenmeden korur. Bagka antijenlere karsi olusan antikorlarin nonspesifik bir
tasiyicisi olarak Protein-A’'nin kullanimi koaglutinasyon testlerinin temelini olugturur.
S.aureus infeksiyonlarinda Protein-A’nin saptanmasi, S. aureus igin spesifik bir tani
testi olarak kullanilabilir. (20)

2.2.6 Koagulaz ve Diger Yiizey Proteinleri

Stafilokoklar, cesitli konak proteinlerine yapismayi saglayan birgok yuzey
proteini tasirlar. Protein A, clumping faktéor A ve B, kollajen baglayan protein,
fiboronektin badlayici protein A ve B, plazmin sensitif protein, serin-aspartat
tekrarlayici protein, S. aureus yuzey protein A-K yapismada rol oynayan ylzey
proteinlerinden bazilaridir. Hepsi “microbial surface component reacting with
adherence matrix molecules” olarak adlanlandirilir. Bu proteinler stafilokoklarin konak
dokusuna kolonize olmasinda en énemli faktorlerdir. (17,29,35)

2.2.7 Sitoplazma membrani
Sitoplazmik membran protein, lipid ve az miktarda karbonhidrat
bilesiminden olugsmaktadir. Hlcrede osmotik bariyer olarak gorev yapar. Hucresel

biyosentez ve solunum enzimlerinin sentezlenmesinden sorumludur. (20)
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2.3. PATOGENEZ VE IMMUNITE
Stafilokokal infeksiyonlarin meydana gelmesinde konak dokularina
tutunmay saglayan ylzey proteinlerinin yani sira g¢esitli toksin ve hidrolitik enzimlerin

rolU vardir.

Tablo Il. Stafilokoklarin virtilans faktorleri.

TOKSINLER

Sitolitik toksin - membran hasari Alfa, Beta, Delta, Gama ve Panton-
Valentin Lokosidin (PVL)

Eksfolyatif toksin ETA, ETB

Enterotoksin A /B, C1,C2 C3,D,EveF

TSST-1

ENZIMLER Koagulaz, katalaz, hyaluronidaz, lipaz,
fibrinolizin, nlkleaz, penisilinaz
YAPISAL BILESENLER Kapstl, Peptidoglikan, Teikoik asit,

Protein A, Sitoplazmik membran

2.3.1 Toksinler
Stafilokoklar etki mekanizmalarina gore gruplara ayrilabilen ¢esitli toksinler
uretirler. Eksfolyatif toksin, enterotoksin, toksik sok sendrom toksin-1 (TSST-1) gibi

pirojenik toksinler stiperantijen yapisindadir. (36)

2.3.1.a Alfa toksin (Alfa hemolizin)

S.aureus’un birgcok susu tarafindan uretilen en gucli membran hasarlayici
protein olup eritrosit, I0kosit, hepatosit, trombosit ve damar duz kas hucrelerini iceren
bircok hlcreye toksik etki gosterir. Konak hiicre membraninin hidrofobik boélgelerine
baglanarak 1-2 nm’lik porlar olusturmasi sonucu osmotik lizis meydana gelir. Havyan
modeli deneylerinde miyelin kiliflarinda demiyelinizasyon olugsturmasi sonucunda
norotoksik etkisi gosterilmistir. Bu toksin koyun kanl agarda ureyen bazi S.aureus
kolonilerinin etrafinda gozlenen kirmizi kan hucrelerinin  hemoliz zonundan
sorumludur. (17,20,35)

2.3.1.b Beta toksin (Beta hemolizin)
Stafilokokal sfingomyelinaz C olarak da isimlendirilen, sfingomiyelin ve
lizofosfotidilkolin igin spesifiteye sahip 1siya duyarl bir proteindir. Duyarli hiicrelerde

membran fosfolipitlerinin hidrolizini katalize eder. Fibroblast ve |0kositlere de toksik
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etki gosterir. Stafilokokal infeksiyonlarda abse olusumu ve doku zedelenmesinde alfa
toksin ile birlikte rol oynadigi dusunulmektedir.

B grubu streptokoklarin tanisinda kullanilan CAMP testinde gdzlenen
sinerjistik hemolizden, grup B streptokoklarca uretilen CAMP faktor ile birlikte Beta
toksin sorumludur. (18,21,34)

2.3.1.c Delta toksin (Delta Hemolizin)

KNS’lerin %50-70’i ve S.aureus suslarinin %97’si tarafindan uretilen,
eritrosit, l0kosit, makrofaj, lenfosit ve trombositler Gzerine etkili bir polipeptittir. Hlcre
membranlarinda surfaktani pargalayarak kalici membran hasari yapar. Adenilat
siklazi aktivasyonu ve cAMP salinimi ile Stafilokoksik Toksik Sok Sendromu (STSS)

ve stafilokokal besin zehirlenmesinde rol oynar. Antijenik degildir. (18,21,34)

2.3.1.d Gamma toksin (Gamma hemolizin) ve Panton-Valentin
Loékosidin

Gamma toksin S. aureus suslarinin hemen tumu tarafindan Uretilirken,
deri infeksiyonlari ile iligkili ve iki komponentli I6kositik toksini olan PVL S. aureus
suslarinin %%’inden azi tarafindan uretilir. PVL bir ekzotoksindir. S (slow eluting
proteins) ve F (fast eluting proteins) adinda iki polipeptid zincirinden olusur. Toksin
aktivitesi icin bu alt birimlerin her ikisi de gereklidir. Sitolitik etki membranlarda por
olusumunu takiben katyon gradyentindeki dedisikliklere bagh gelisen osmotik
degisikliklerden kaynaklanir. Notrofil ve makrofajlar Uzerine litik etkisi vardir. PVL
ureten stafilokoklar Iokositler tarafindan fagosite edilseler dahi hulcre igerisinde
uremeye devam ederler. Gamma toksin insan eritrositleri Uizerine orta derecede
etkilidir ancak PVL toksininin hemolitik aktivitesi yoktur. Bu toksini bulunduran tarlerin

infeksiyonlarinda hizli ilerleme, kanama ve nekroz tablosu goriimektedir. (37-38)

2.3.1.e Eksfolyatif Toksin

Stafilokokkal haglanmig deri sendromuna neden olurlar. ETA ve ETB
olmak Uzere, her ikisi de hastalik olugturabilen biyokimyasal ve immunolojik olarak
farkh iki protein tanimlanmigtir. Bu toksinlere maruz kalan epidermisin stratum

granldlosum tabakasindaki intraselller koprilerde (desmozom) ayrilma oldugu
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gosterilmigtir. Bu toksinler hdcre yikimi veya inflamasyonla iligkili olmadigindan,
epidermisin etkilenen tabakasinda tipik olarak ne stafilokok ne de Iokosit bulunmaz.
Bunlara kargi gelisen koruyucu notralizan antikorlar rezolUsyonda etkilidir.
Stafilokokal haglanmis deri sendromu, en fazla kiglk ¢ocuklarda gorullr. Bunun
sebebi ETA ve ETB’nin, duyarli yenidoganlarin epidermisinde bulunup buyuk ¢ocuk
ve erigkin epidermisinde bulunmayan GM4 benzeri glikopeptitlere baglanmalaridir.
(17-18,20)

2.3.1.f Enterotoksin

Serolojik olarak 8 farkli stafilokok enterotoksini (A-E, G-I) tanimlanmistir.
Bu toksinler tim S.aureus suslarinin %30-50’si tarafindan Uretilebilmektedir.
Enterotoksin A hastalikla iligkili en yaygin toksindir. Enterotoksinler 100°C’de 30
dakika 1sitmaya, mide ve jejunum enzimlerine kargi direnglidir. Besin maddesi
stafilokoklar ile kontamine olup toksin Uretimi gerceklestikten sonra, gidanin yeniden
Isitiimasi ve gastrik asite maruz kalmasi koruyucu olmamaktadir. Toksin aktivitesinin
tam mekanizmasi bilinmemektedir. Bu toksinler siperantijen olup, sitokin salinimi ve

T hdcrelerinin nonspesifik aktivasyonunu saglayabilirler.(17-18,20,39)

2.3.1.g Toksik sok sendrom toksin-1 (TSST-1)

Onceden pirojenik ekzotoksin C ve enterotoksin F olarak isimlendirilen
TSST-1, 1s1 ve proteolize direngli, superantijen yapisinda, kromozomal kaynakli bir
ekzotoksindir. TSST-1 duguk konsantrasyonlarda endotelyal hucrelerden sizintiya
neden olurken, yliksek konsantrasyonlarda hucrelere sitotoksik etki gosterir. TSST-
1’in  mukozal bariyerlerden penetre olma kabiliyeti TSS’nin sistemik etkisinden
sorumludur. TSS’li hastalarda 6lim, hipovolemik sok sonucu gelisen multiorgan
yetmezligi nedeniyledir. (40)

2.3.2 Enzimler

Stafilokoklar koagulaz, katalaz, penisilinaz enzimlerinin yani sira

patogenezde roll olan diger enzimlere de sahiptir.
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Hyaluronidaz; bag dokusunun aselltuler matriksinde bulunan hyaluronik
asiti hidrolize eder. S. aureus’larin % 90°dan fazlasi tarafindan uUretilen bu enzim,
S.aureus’un dokulara yayihmini kolaylastirir. (20)

Fibrinolizin; stafilokinaz olarak da isimlendirilir. Hemen tum S.aureus
turlerince Uretilen fibrinolizin, fibrin pihtisini  eriterek infeksiyonun yayilimini
kolaylastirir. (17,20)

Lipaz; S.aureus’un tum suslari ve KNS’lerin %30’'undan fazlasi tarafindan
birka¢ farkh yapida uretilirler. Lipitleri hidrolize eden bu enzim vicudun sebase
bolgelerinde, stafilokoklarin canhligini devam ettirmesini saglayan bir fonksiyona
sahiptir. Ayrica kutan6z ve subkutandz dokularda yuzeyel cilt infeksiyonlarinin

gelisiminde rol oynar. (19-20)

2.4. STAFILOKOKLARIN ETKEN OLDUGU INFEKSIYONLAR

2.4.1 Deri ve Yumusak Doku infeksiyonlari

Follikalit; kil folikdlleri ve c¢evresinde sinirh kiglk, kirmizi ve adril
lezyonlardir. (22,35)

Furonkul; kil folikGlindn sinirlarint asan, 6zellikle yliz, boyun, aksilla ve
kalgalarda agrili, kirmizi, gevresi endurasyonlu, 1-2 cm ¢apinda, noduler yapilardir.
(22,35)

Karbonkil; komsu follikilleri etkileyen, inflamatuar bir kitle olusturan ve
bircok kil kdkinden puy cikigi ile karakterize bir lezyondur. Genellikle diyabetik
hastalarda gorulen karbonkil gogunlukla ensede lokalize olur. Burun ya da nadiren
perinede S. aureus tagiyicisi olan kimselerde tekrarlayan ataklar olabilir. Tekrarlari
onlemede tasiyiciligin eradike edilmesi dnemlidir. (41)

impetigo; 6zellikle gocuklarda gérilen yiizeyel bir deri infeksiyonudur.
Lezyon iyi sinirli, gcok sayida, bulléz veya nonbulléz olabilir. Billéz impetigo deride
soyulmaya yol acan S.aureus suslari tarafindan olusturulur. Gecmiste nonbilloz
lezyonlar genellikle streptokoklar tarafindan olusturulurken su anda tek basina veya
kombine halde stafilokoklar sorumlu tutulmaktadir. Kirmizi bir makul seklinde
baglayan lezyon Uzerinde ortaya ¢ikan vezikuller hizla ruptlre olur ve ardindan

sarimsi bir krut tabakasiyla kaplanir. Skar birakmadan iyilesir. (22,35,41)
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Hidradenitis suppurativa; aksiler, perineal, genital bolgelerde bulunan
apokrin ter bezlerinin piyojenik infeksiyonudur. Cok sayida sinus agzi vardir. Spontan
drenaji takiben hipertrofik skar olusur. (35)

Erizipel; Genelde etken Streptococcus pyogenes olmakla birlikte S.aureus
ya da mikst etkenli olabilir. Erizipelde ciltte sinirlari belirgin eritemli alan mevcuttur.
Yuksek ategle birlikte sepsis bulgulari bulunabilir. Diabetes mellitus gibi altta yatan
hastalidi olanlarda, mikst erizipel ve sellllit gérinima olabilir. (41)

Selldlit; Cilt ve cilt altini tutan bu infeksiyonda lezyon sinirlari belirsizdir.
Agri ve ates daha belirgindir. (35)

Nekrotizan fasiit; Cilt, cilt alti ve fasyay! etkileyen, hizli ilerleyen sistemik
bir tablodur. Agri cok fazladir. Hastalar dezoryante ve letarjiktir. Monomikrobiyal veya
(S.pyogenes, S.aureus) polimikrobiyal (aerob ve anaerob) olabilmektedir. Fasiit acil

cerrahi debridman ve drenaj gerektiren ciddi bir tablodur. (41)

2.4.2 Cerahi Yara infeksiyonlari

Stafilokoklar derinin normal flora elemani oldugundan cerrahi alan
infeksiyonlarinin major etkenlerindendir. (42) Cerrahi sonrasi ikinci ya da daha
sonraki gunlerde yara etrafinda 6dem, eritem ve agr gelisir. Yaranin dikkatli
inspeksiyonu esastir. Protez gibi yabanci cisim olmasi veya derin dokularin (kemik
gibi) tutulmasi halinde 4-6 hafta gibi uzamis antibiyotik tedavisine ek olarak yabanci
cismin c¢ikarilmasi gerekebilir. Yara infeksiyonlarinda iyilesme hastanin eslik eden

hastaliklarina bagimlidir. (35)

2.4.3 Mastit
Emziren annelerde genelde dogumdan sonra ikinci, t¢lncu haftada %1-3
oraninda stafilokokal meme infeksiyonlari gelisir. Agrili, eritemli nodulden kanalikuler

abseye kadar degisen bulgular, yiksek ates ve sistemik semptomlar olabilir. (35)

2.4.4 Bakteriyemi, Kateter infeksiyonu
Altta yatan bir hastaligi olmayanlarda gelisen bakteriyemi deri ve yumusak
doku infeksiyonu, osteomiyelit, artrit, endokardit gibi hemen daima saptanabilir bir

infeksiyon odagi ile iligkilidir. Tedavi primer odagin 6zelligine baghdir. (22,35)
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Toplum kokenli bakteriyemi genellikle sellulit, osteomiyelit ve pndmoni gibi
bir odaktan kaynaklanirken; hastane kokenli stafilokok bakteriyemileri daha c¢ok
intraven6z kateterlerden kaynaklanmaktadir. (43)

KNS’ler nozokomiyal kan akimi infeksiyonlarinin en sik nedenidir. Bu

infeksiyonlarin cogunun nedeni de kateter infeksiyonudur. (44)

2.4.5 Endokardit ve Perikardit

Gecgen iki dekatta protez kalp kapagi, greft, hemodiyaliz kateteri,
pacemaker gibi implante cihazi olan ve S.aureus bakteriyemisi ve endokarditi
agisindan yuksek riskli olan hasta sayisi artmistir. (45)

S. aureus, dogal kapak endokarditlerinin %30’'unda, damar igi madde
kullanicilarinda gelisen endokarditlerin %69’unda, protez kapak endokarditlerinin
%20’sinde etkendir. (35) Baslangic¢ akuttur ve hizli ilerler. En ¢ok mitral kapagi tutar,
ancak aort kapag! tutulumunda prognoz daha kotudur. (22) Tanida Duke kriterleri
kullanilir. (46) Kan kdalttrleri alinir alinmaz empirik antimikrobiyal tedavinin
baslanmasi sadece lokal infeksiyonu kontrol etmekle kalmaz, septik emboli gibi
komplikasyon riskini de azaltir. (47-48) Protez kapak endokarditi daha nadir
gorulmesine karsin siklikla KNS’ler tarafindan olusturulur. (44)

Perikardit; genellikle travma veya gogus cerrahisi sonrasi veya hematojen
yayllimla meydana gelir. Stafilokokal infeksiyon sirasinda ani gégus agrisi, kardiyak

yetmezlik veya kardiyojenik sok gelistiginde perikarditten stiphelenilmelidir. (22)

2.4.6 Vaskiiler Greft infeksiyonlari
Greft boélgesine bagli olarak insidansi %1-6 arasinda degisir. En fazla
kasik bolgesindeki greftler infekte olur ve bu infeksiyonlarin en sik nedeni KNS’lerdir.

Tani fizik muayene ve radyolojik géruntuleme ile konur. (44)

2.4.7 Menenijit

S. aureus ve KNS turleri eriskin bakteriyel menenijitinde sik gorulen
etkenlerden degildir. Erigkin stafilokok menenjiti daha ¢ok bakteriyemi ya da
parameningeal infeksiyonu olan veya noérosirurjik operasyon gegirenlerde gorulir.

Norosirurjik islemler arasinda intrakranyal yabanci cisim yerlestiriimesi stafilokokal
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menenijit gelisiminde 6nemli bir risk faktorudur. (49) KNS menenijitlerinde gogunlukla

santral sinir sisteminin butinligunu bozan altta yatan bir durum vardir. (35,50)

2.4.8 Pnomoni ve Ampiyem

S.aureus toplumdan edinilmis pnomonide sik gorulen bir etken
olmamasina karsin saglik hizmeti ile iligkili pndmonilerde 6ne ¢ikmaya baglamigtir.
Bakim evinde yasamak, deklbit Ulseri, intravaskiler kateter ve intratrakeal
entlbasyon predispozan faktérlerin bazilaridir. Toplum kdkenli infeksiyon ileri yas
(>75 yas), diyabetes mellitus, alkolizm gibi predispozan faktorleri olanlarda ve tipik
olarak influenza epidemileri sonrasinda ortaya ¢ikar. (51)

Hastane kokenli S.aureus pndmonileri genellikle entibasyon sonrasi veya
aspirasyona bagl gelisir. Yogun bakim Unitelerinde en sik goérulen infeksiyon
ventilatorle iligkili pnémoni olup bu hastalarda en sik izole edilen bakterilerden biri
S.aureus’tur. (52) Tipik olarak hizli seyirli, doku yikimi ve kavitasyona ilerleyen
nekrotizan bir infeksiyon olusturur. (53)

Ampiyemin en sik etkenlerinden biri S. aureus’tur. Genellikle pnémoni
alanindan direkt yayilim ile olusur. Ayrica siklikla torasik cerrahinin bir komplikasyonu

olarak gorulur. (35)

2.4.9 Osteomiyelit

En sik karsilagilan etkenler S. aureus ve S. epidermidis’tir. Hematojen
osteomiyelit en sik puberte Oncesi cocuklarda ve yaslilarda gorulur. Genellikle
cocuklarda ve adodlesanlarda uzun kemiklerin metafizi, yasllarda vertebra korpusu
tutulur.

Eklem ve yumusak doku gibi komsu yapilardaki infeksiyonlara sekonder
olarak veya travma, kemik cerrahisi sonrasi direkt bakteri inokulasyonu ile de
osteomiyelit gelisebilir. Her yasta ve en sik uzun kemikler olmak Uzere tim
kemiklerde gorulebilir. Diyabet ve vaskuler hastalikla iligkili osteomiyelit esasen ayag
etkiler.

Klinik olarak akut ve kronik formda goérulebilir. Akut osteomiyelit; klinik
olarak infeksiyonun yeni taninmasi ve patolojik olarak kemik nekrozu ve sekestr

bulunmamasi, kronik osteomiyelit; klinik olarak tekrarlayici veya uzun sureli kemik
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infeksiyonu, patolojik olarak dusuk duzeyde inflamasyon, sekestr varhgi, fistil
olusumu ve bazen involukrum (etkilenen bdlgenin kenarinda yeni kemik olusum

alani) varhgi ile karakterizedir. (35,54)

2.4.10 Protez Eklem infeksiyonlari

Protez eklem infeksiyonlar tipik olarak biofilm tUreten mikroorganizmalar
tarafindan olusturulur. En sik etken KNS (%30-43), takiben S.aureus’tur (%12-23).
implantasyondan sonra ilk 12 haftada gelisen infeksiyonlar akut veya erken; 12
haftadan 24 aya kadar olan infeksiyonlar gecikmis; 24 aydan sonra ortaya ¢ikan
infeksiyonlar ise ge¢ donem infeksiyon olarak adlandirilir. Akut infeksiyonda
S.aureus, Gram negatif basil gibi virllan organizmalar gorulurken, gecikmis ve ge¢
infeksiyonda KNS, Propionibacterium acnes gibi dusuk virtlansl organizmalar etken
olur. Mikroorganizma genellikle deriden ve olasilikla operasyon sirasinda bulasir.
Kan kadltarleri genellikle negatiftir. Eklem sivi kultlrleri esastir ancak negatiflik
olabilecegi goz onune alinmalhdir. Protez c¢ikarilirsa gevre dokudan ¢ok sayida kultur

ornekleri alinmalidir. (55)

2.4.11 Septik Artrit, Septik Bursit, Piyomiyozit

Cocuk ve erigkin septik artritinde en sik etken S. aureus’tur. Hematojen
yolla, bolgesel travma ile veya iatrojenik olarak meydana gelebilir. Akut agri ve sislik
olur. Bakterinin kendisi ve konak immun yaniti sonucu eklem hasari olusabilir. Acil
tani icin eklem ponksiyonu gerekir. (56)

Septik bursitin etkeni ¢ogunlukla S.aureus’tur. Olekranon, patella gibi
basing alanlarinda ortaya ¢ikar. Lokal ve uzak septik komplikasyonlarin odagi olabilir.

Piyomiyozit, iskelet kaslarini tutan, subakut, nadir gorilen bir
infeksiyondur. Buyuk ¢ogunlugunda etken S. aureus’tur. (35,57-58)

2.4.12 Santral Sinir Sistemi Sant infeksiyonlari
Bu infeksiyonlarin yaridan fazlasinda etken KNS’dir. Operasyondan
sonraki iki ay icinde ates ve sant disfonksiyonu oldugunda infeksiyondan

suphelenilmelidir. Tani igin santtan alinan Beyin omurilik sivisi (BOS) ve santin
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kendisi kullanilir. Antimikrobiyal tedavi ile birlikte genellikle santin degistiriimesi
gerekir. (44)

2.5. STAFILOKOKAL iINFEKSIYONLARIN TEDAVISINDE KULLANILAN
ANTIBIYOTIKLER

2.5.1 Penisilinaza Direngli Penisilinler (Antistafilokokal penisilinler)

Metisilin, nafsilin ve izoksazolil penisilinler (kloksasilin, dikloksasilin,
flukloksasilin ve oksasilin) bu grupta yer almaktadir. Bu antibiyotikler beta
laktamazlarin hidrolizine direnglidirler. Etkinlikleri stafilokok infeksiyonlari ile sinirhdir,
bu nedenle ‘anti stafilokokal penisilinler de denilmektedir. Stafilokoklarda metisilin
direnci, beta laktamlara genel direncin ifadesidir. Bu nedenle metisiline direncli
stafilokoklarla (MRS) olusan infeksiyonlarin tedavisinde beta laktam antibiyotikler

onerilmemektedir. (59-62)

2.5.2 Beta-laktamaz inhibitérlii Penisilinler

Klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam ile ampisilin, amoksisilin,
tikarsilin, piperasilin gibi penisilin tirevlerinin kombinasyonu beta-laktamaz salgilayan
bakterileri etkiler. (58-61)

2.5.3 Sefalosporinler

Etki mekanizmalarini bakteri hucre duvari sentezinde rol oynayan
PBP’lere baglanarak inhibisyon vyoluyla g0sterirler. Sefalosporin direnci siklikla
PBP’lerde degisiklik sonucu gelisir. Yapilarina ve antimikrobiyal etkinliklerine gore
dort kusak altinda toplanirlar. Birinci kusak sefalosporinler, metisiline duyarl
stafilokoklara (MSS) en etkili gruptur. (59-61,63) .

2.5.4 Karbapenemler

Beta laktam antibiyotikler icinde en genis spektruma sahip antibiyotiklerdir.
Karbapenemlerin Gram pozitif aerop bakterilere etkileri iyidir. MSS suslarina etkin,
MRS suslarina etkisizdirler. (59-61,64)
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2.5.5 Glikopeptidler

Bu grup antibiyotikler (vankomisin, teikoplanin, ristosetin, avoparsin) Gram
pozitif bakterilerin hlcre duvari sentezini, peptidoglikan éncullerindeki peptidil D-
alanin-D-alanin u¢ kismina baglanarak transglikozilaz ve transpeptidaz enzimlerinin
hedeflerini bozarak inhibe eder. Glikopeptidler MSS ve MRS suslarina in-vitro olarak
cok etkilidir. (59,65)

2.5.6 Aminoglikozidler

Bakteri ribozomunun 30S subunitine baglanarak protein sentezini bozarlar.
Stafilokoklarda plazmid ve transpozonlarda bulunan genler araciligiyla aminoglikozid
modifiye edici enzim sentez edilir. Aerop bakteriler arasinda aminoglikozidlere karsi
diren¢ olusumunda en 6nemli mekanizma enzimatik inaktivasyondur. Stafilokoklara

en etkili aminoglikozidler amikasin ve netilmisindir. (59,61,66)

2.5.7 Trimetoprim- siilfametoksazol (TMP-SMZ)

Sulfonamidler, paraaminobenzoik asit analoglari olup bu metabolik yolda
dihidropteroat sentaz (DHPS) enzimini, trimetoprim ise dihidrofolat rediktaz enzimini
inhibe ederek bakterilerde tetrahidrofolik asit sentezini engeller. En sik gbzlenen
sulfonamid direnci, bakterinin sulfonamidlere dugsuk affinite gosteren DHPS

sentezlemesi olup bu olay plazmid kontrollindedir. (59,61,67)

2.5.8 Kinolonlar

Nalidiksik asit tlrevi olan florokinolonlar, DNA girazi ve topoizomeraz IV’u
inhibe ederek DNA’nin ‘supersarmal’ olusturmasini inhibe eder. Siprofloksasin ve
ofloksasinin Klinik kullanima girdigi ilk yillarda S. aureus’a karsi cok iyi etkinlik
g6zlenmis ancak kisa surede direng geligsmistir. Levofoksasin Gram pozitif ve atipik
etkenlere karsi etkinligi artiriimis ofloksasinin daha potent bir izomeridir ve metisilin
direncgli kokenlere de etkili olabilir. (68) Florokinolonlara karsi olusan direng
kromozomal kaynakli olup etki mekanizmasi giraz enzimindeki mutasyonlardir.
(59,61)
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2.5.9 Kloramfenikol
Bakteri ribozomunun 50S subunitine baglanarak protein sentezini bozarlar.
Diren¢ plazmid kontrollinde sentezlenen ve hicre igi bir enzim olan kloramfenikol

asetil transferaz enzim aktivitesi ile gelisir. (59,61,69)

2.5.10 Tetrasiklin

Ribozomun 30S subunitine baglanip aminoagcil-tRNA’y1 bloke ederek
protein sentezini inhibe ederler. Stafilokoklarda tet (K), tet (L), tet (M) olmak tzere ¢
diren¢ geni bulunmaktadir. tet(M) geni minosiklin ve doksisikline kromozomal direnci
kodladidi igin klinik agidan énemlidir. (59,61)

Tigesiklin tetrasiklinin sentetik analogu olan ilk glisilsiklindir. MRSA,
vankomisin direngli enterokoklar (VRE) yani sira enterobakteriler ve anaeroblara
etkindir. (70)

2.5.11 Rifampisin

DNA'ya bagimh RNA polimeraz enziminin beta alt birimine baglanarak etki
eden, bakterisidal bir ilactir. Yuksek intraseluler dizeylere ulasir ve biyofilme penetre
olabilen birka¢ antimikrobiyal ajandan biridir. RNA polimeraz enzimini kodlayan rpoB
gen bdlgesinde olusan kromozomal mutasyonlar rifampisin direncine yol acar.

Monoterapiden ziyade kombinasyon tedavisi direng gelisimini dnleyebilir. (59,61,71)

2.5.12 Fusidik asit

Bakterinin protein sentezini ribozomlara baglanmadan inhibe eden steroid
benzeri bir antibiyotiktir. Etki mekanizmasinin  6zgullugu nedeniyle diger
antibiyotiklerle arasinda g¢apraz direng gorilmemektedir. MRS infeksiyonlarinda
glikopeptit antibiyotiklere oral kullanim kolayligi ve maliyet agisindan alternatif
olusturabilecek bir antibiyotiktir. (59,61,72)

2.5.13 Oksazolidinonlar
Linezolid ve Eperozolid bu grubun iki Uyesidirler. Ribozomlarin 50S alt
birimine baglanip 70S baslangic kompleksinin olusumunu engeleyerek protein

sentezinin baslamasini onlerler. Etki mekanizmalarinin farkli olmasi nedeniyle diger
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antibiyotiklerle c¢apraz diren¢g gostermezler. Oral ve parenteral kullanilabilme

Ozelligine sahiptir. Hem metisiline duyarli hem de direngli stafilokoklara etkilidir. (73)

2.5.14 Daptomisin

Sadece Gram pozitif etkinligi olan siklik lipopeptidtir. Sitoplazmik
membranda iyon iletimini bozarak etki ettigi dusinulmektedir. Farmakodinamigi ilag
konsantrasyonuna bagimlidir ve belirgin postantibiyotik etkisi vardir. En 6nemli yan

etkisi miyopatidir. (70)

2.5.15 Mupirosin

Primer ve sekonder deri infeksiyonlarinda etken olan stafilokoklara
mukemmel in-vitro etkinlik gosterir. Mupirosin kalsiyum % 2 nazal pomadinin burun
deligine uygulanmasinin, metisiline direngliler de dahil S. aureus nazal tagiyiciliginin

eradikasyonunda etkili oldugu bildiriimektedir. (74)

2.5.16 Makrolid- Linkozamid- Streptogramin B Grubu Antibiyotikler

Stafilokoklarda metisilin direncinin ortaya ¢ikigi ve diger bazi antibiyotiklere
direnci de beraberinde getirmesi bu mikroorganizmalarin neden oldugu
infeksiyonlarin tedavisini ve kontrolind guglestirmektedir. Bu direng problemi
alternatif antibiyotiklerin arastiriima ihtiyacini ortaya c¢ikarmistir. Makrolid, linkozamid
ve streptograminler bu alternatif tedavi segenekleri arasindadirlar.(75) Makrolid,
linkozamid ve streptogramin turevi antibiyotikler farkli kimyasal yapida olmalarina
kargin etki mekanizmalari ve bu grubu etkileyen direng mekanizmalarinin benzerligi
nedeniyle ayni grup icerisinde siniflandirilirlar ve MLS grubu antibiyotikler olarak
adlandirilirlar. (76)

Etkilerini bakteriyel protein sentezini inhibe ederek gosterirler. Bakteri
ribozomunun 50S alt Unitesine baglanarak protein sentezinin elongasyon fazinda
peptidil tRNA molekulinin ribozamdan erken ayriimasini stimule ederler. Bunun
sonucunda zincir sonlanir ve protein sentezi geri donlisumli olarak durur. Gram
negatif bakteriler hiicre duvarindan hidrofobik bilesiklerin gegememesi ve pompa
sistemlerinin varhigi nedeni ile MLS grubu antibiyotiklere dogal olarak direnclidirler.
(61,77)
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2.5.16.a Makrolid Antibiyotikler

llk olarak 1952 vyilinda eritromisinin bulunmasinin ardindan degisik
makrolid antibiyotikler kullanima sunulmustur. Eritromisin diginda, spiramisin,
oleandomisin, josamisin ilk bulunan makrolidlerdir; daha sonra roksitromisin,

azitromisin, klaritromisin, diritromisin ve fluritromisin Uretilmistir. (4)

A. Yapi

Makrolidlerin ana yapisi makrosiklik bir lakton halkasi ile (aglikon), glikozit
baglariyla buna eklenmis sekerlerden olugsmaktadir. Eritromisin, 14 Gyeli lakton
halkasina tutunmus iki sekerden, kladinoz ve dezozaminden olusur. Diger 14 Gyeli
makrolidler roksitromisin, klaritromisin, diritromisin, fluritromisindir. Azitromisin,
eritromisinden elde edilmis 15 Uyeli yar sentetik bir makrolidtir. Yapisi ve diger
Ozellikleri nedeniyle azalid grubu adinda farkli bir grupta yer almasi onerilmigtir.
Spiramisin, josamisin, rokitamisin, miokamisin 16 Uyeli makrolidlerdir. Eritromisinin
yapisinda  bulunan  gsekerlerden kladinozun  cikartimasiyla  olusturulan

antibiyotiklerden ilki telitromisindir ve ketolid grubu icerisinde yer alir. (78-79)
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Sekil 1. Bazi makrolidler ve telitromisinin kimyasal yapisi.
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B. Etki Mekanizmasi

Bakteriyel protein sentezini geri donusumlu olarak inhibe eden
bakteriyostatik 6zellikte bir antibiyotik grubudur. Ozgul olarak 70S bakteri
ribozomlarinin  50S alt birimine baglanirlar. Makrolidler 50S alt Uniteye
baglandiklarinda olusan polipeptidin stabil olarak ribozom Uzerindeki kanala
baglanmasinda etkili olurlar. Sonugta stabilizasyonu bozulan, yeni olugsmakta olan
10-15 aminoaside ulasmis polipeptid henlz protein sentezi tamamlanmadan

ribozomdan ayrilir ve fonksiyonel protein sentezi inhibe edilmis olur. (78,80)

C. Etki Spektrumu

Eritromisin, stafilokok, pndmokok, streptokoklar ve korinebakteriler dahil
Gram pozitif bakterilerin ¢oduna etkilidir. Bordetella, Bartonella quintana ve
B.henselae, bazi riketsialar, Campylobacter, Legionella, Treponema pallidum,
Mycoplasma ve Chlamydia bakterileri Uzerine etkilidir. Haemophilus influenzae
uzerine etkisi kismen azdir.

Azitromisinin, yapisinda halkaya eklenmis nitrojen sayesinde Gram negatif
bakteriler Uzerine etkinligi artmistir. Eritromisine goére Campylobacter jejuni,
H.influenzae, Mycoplasma pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae, Moraxella
catarrhalis, Borrelia bugdorferi. Mycobacterium chelonei, M.fortuitum’a ve
Toxoplasma gondii'ye karsi daha fazla bir aktiviteye sahiptir. (81)

Klaritromisin, stafilokoklara ve streptokoklara karsi etkilidir. Eritromisine
gbre Legionella pneumophilia, Helicobacter pylori, M. catarrhalis, Chlamydia
trachomatis, B. bugdorferi Gzerine daha etkilidir. Atipik mikobakteriler (M.avium-
intracellulare, M.kansasii, M.gordonae, M.szulgai, M.scrofulaceum, M.chelonei,
M.fortuitum, M.abscessus), M.leprae ve T. gondi Uzerine etkilidir.

Roksitromisin’in etkisi eritromisinle benzerlik gosterir, ek olarak T.gondii ve
Cryptosporidum Uzerine etkilidir.

Spiramisin eritromisinle ayni etki spektrumuna sahip olmakla birlikte
T.gondii Uzerine etkildir. (82-83)
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D. Klinik Kullanim

Ust solunum yolu infeksiyonlari: Grup A streptokok (GAS), klamidya ve
mikoplazma tonsillofarenijitlerinde kullanilabilir. GAS tonsillofarenijitli hasta penisiline
allerjikse makrolid tercih edilebilir Ulkemizde yapilmis c¢alismalarda A grubu
streptokoklarda eritromisin direnci %0-23 arasinda bildirilmigtir. (84) Ayrica, otitis
media, akut sinuzit, bogmaca ve difteride (tedavi ve profilaksi) kullanilabilir.

Alt solunum yolu infeksiyonlari: Toplumdan kazanilan pndmonilerin
tedavisinde kullanilirlar. Kronik brongitin akut alevlenmesi ataklarinda makrolidler
tercih edilebilir.

Deri ve yumugak doku infeksiyonlari: Erizipel, sellllit, impetigo, lenfanjit,
eritrazma, furonkul tedavisinde etkilidirler. Akne vulgaris tedavisinde de secenektirler.

Cinsel yolla bulagsan infeksiyonlar: Nongonokoksik uretrit (C.trachomatis,
Mycoplasma ve Ureaplasma) ve sifiliz makrolidlerin etkili oldugu hastaliklardandir.

Sindirim sistemi infeksiyonlari: Klaritromisin, peptik Ulserde (H.pylori)
kombinasyon halinde kullaniimaktadir. Eritromisin, C.jejuni ishalinde (ilk segenek) ve
azitromisin Shigella dizanterisi tedavisinde kullanilabilir.

Profilaktik  kullanim: Akut romatizmal ates profilaksisi, endokardit
profilaksisi ve karin cerrahisi profilaksisi igin agizdan kullanilabilir. Meningokok

tasiyiciligi eradikasyonunda azitromisin ve spiramisin kullanilabilir. (4,78,83)

2.5.16.b Linkozamidler

Bu grupta linkomisin ve klindamisin antibiyotikleri bulunmaktadir. (85)

A. Yapi

Linkomisin Streptomyces lincolnensis tarafindan dretilir. Linkomisinin
yapisinda sulfur iceren bir oktoza baglanmis trans-L-4-n-propilhigrinik asid vardir.
Klindamisin ise bir hidroksil grubunun 7. pozisyondaki klor atomu ile vyer
degistirmesiyle elde edilir ve 7-kloro 7-deoksi linkomisin yapisinda semisentetik bir
maddedir. (86)
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Sekil 2. Linkomisin ve klindamisinin kimyasal yapisi.

B. Etki Mekanizmasi

Makrolidlerde oldugu gibi bakteri ribozomlarinin 50S alt kismina baglanip
protein sentezini engellerler. Bakteriostatik etki goOsterirler. Klindamisin, dusuk
dozlarda bile opsonizasyon, fagositoz ve huicre ici bakteri éldurtlmesini kolaylastirir.
Gram negatif aerop ve fakultatif anaerop ¢comakgiklar, dis membran gegirgenligi
azlhigina bagh olarak intrinsik olarak linkozamidlere kargsi direnclidirler. (83)

Klindamisin Gram pozitif organizmalarda protein sentezinin inhibisyonu

yolu ile toksinlerin ve virtlans faktorlerinin Uretimini inhibe eder. (87)

C. Antimikrobiyal Aktivite

Linkomisin, stafilokoklar, streptokoklar ve korinebakteriler tizerine etkilidir;
anaerop bakterilerden, peptokok ve Bacteroides cinsi Uzerine kisith etkinlikleri vardir.

Klindamisin, degisik Gram pozitif koklara (stafilokoklar, pnomokoklar,
viridans streptokoklar) karsi linkomisinden daha etkilidir ve bu bakteriler Uzerine
eritromisin kadar etki gosterir. Klindamisin guclu bir antianaerobik ajandir ve B.fragilis
ve diger Gram pozitif ve Gram negatif anaerop bakteriler (Fusobacterium varium
hari¢) Uzerine etki gdsterir; peptokoklarin %10-20 kadari, Bacteroides spp’nin %6
kadari klindamisine karsi direnglidir; direngte bolgeler arasinda farkhliklar vardir.

Enterokoklar ve Gram negatif enterik bakteriler linkozamidlere kargi
direnclidirler.

Klindamisin ayrica Plasmodium falciparum (P.vivax direngli), Babesia
microti, T. gondii, Pneumocystis jiroveci parazitleri Uzerine etkilidir. (78,83)
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D. Klinik Kullanim ve Doz

Klindamisin esas olarak Bacteroides ve diger anaerop bakterilerce olusan
MSS infeksiyonlari diginda saf veya mikst infeksiyonlarin tedavisinde
kullaniimaktadir. Klindamisin’in tercihen ve alternatif olarak kullanildidi infeksiyon

etkeni bakteriler Tablo lII'te verilmistir. (88)

Tablo Ill. Klindamisinin etkili oldugu bakteriler.

1. Segenek Alternatif Segenek
Bacillus cereus, B.subtilis | Actinomyces israelii
Capnocytophaga spp Bacteroides fragilis

Clostridium perfringens Campylobacter jejuni
Corynebacterium diphteriae
Gardnerella vaginalis
Leuconostoc

Peptostreptococcus

S.aureus (metisiline duyarl)
S.pyogenes ve diger streptokoklar
Streptobacillus moniliformis

Anaerobik akciger infeksiyonlarinda, 6zellikle beta-laktam antibiyotiklere
kargi allerjik olan hastalarda klindamisin iyi bir segcenektir.

Karin ve barsagin penetran yaralanmalari sonrasi gelisen karin ici
infeksiyonlarda, jinekolojik pelvik infeksiyonlarda ve aspirasyon pnomonilerinde
aminoglikozitler veya sefalosporinler ile kombine halde kullanilir.

Stafilokok ve streptokoklarin deri ve Ust solunum yolu infeksiyonlarinda
klindamisin secilebilecek ilaglardan biridir. Polimikrobik diyabetik ayak veya dekubitus
ulser infeksiyonlarinda kombine halde kullanilabilir.

Kemige penetrasyonu ¢ok iyi oldugundan Ozellikle stafilokoksik
osteomyelit kullanim alanlarindan biridir.

Kalp kapak hastalarinda, dis ¢ekim ve tedavisi islemleri Oncesinde
profilakside kullanilabilir.

Bakteriyel vaginozis, klindamisinin oral veya vaginal krem formlari ile
tedavi edilebilir.

Akne vulgaris ve akne rozasea’da topikal klindamisin sollUsyonlari
kullanilabilir.
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Klindamisin, toksoplazmozda primetaminle, P.jiroveci pnémonisinde
primakinle, P.falciparum sitmasi ve babesyozda kininle kombinasyon tedavilerinde

basari saglamaktadir. (78)

2.5.16.c Streptograminler (Kinopristin/ Dalfopristin)

A. Yapi

Streptograminler dogal olarak sentezlenirler ve yapi olarak birbirlerinden
farkh iki antibiyotigin sinerjik etkisiyle antibiyotik 6zelliklerini gosterirler.

Streptogramin A, oksazol ¢ekirdege bagli di-enil-amid grubu iceren bir
makrolaktondur. Streptogramin B ise 3-hidroksi-pikolinoil igeren bir heksapeptid siklik
yapidadir. Kinopristin; pristinamisin 1A’dan elde edilen bir streptogramin B,
dalfopristin ise pristinamisin IlA’dan elde edilen bir streptogramin A’dir. Tek basina
oldukga sinirli bir antibakteriyel etkiye sahip olmalarina karsin birlikte sinerjistik etki
olusturmalari nedeniyle iyi bir antibakteriyel etkinlik gosterirler. Her ikisi de suda
¢b6zlnen bu semisentetik bilesiklerin % 30 kinopristin - % 70 dalfopristin (30:70,K/D)
seklindeki kombine preparati, intravendz formuyla klinik kullanimda bulunmaktadir.

K/D kullanimdaki ilk parenteral streptogramindir. (88)
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Sekil 3. Kinopristin/ dalfopristinin kimyasal yapisi.

B. Etki Mekanizmasi

K/D bakterilerde ribozomlarin 50S alt birimine geri donugumsuz olarak
baglanarak protein sentezini inhibe eder. Dalfopristin aminoagil- tRNA molekulinin
ribozama baglanmasini engelleyerek etkili olur. Bdylece uzayan peptid zincirine yeni

aminoasitlerin baglanmasini Onleyerek protein sentezinin erken basamagina etkili
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olur. Kinopristin ise makrolidler gibi protein sentezinin daha ge¢ donemine etki eder.
Peptid uzamasini Onler ve eksik peptid zincirlerinin olugsmasina neden olur.
Dalfopiristin ribozomda degisiklige neden olur ve kinopristinin ribozoma baglanmasini
kolaylastirir. K/D kombinasyonu, her bir bilesigin tek etkinliinden 16 kat daha fazla
etkinlik gosterir. Protein sentez yolunda farkli agsamalarin onlenmesi ve bu sinerjik
etki nedeniyle protein sentezi inhibitori olan bir¢gok antibiyotigin aksine bakterisidal
etki gosterirler. (80,89)

C. Etki Spektrumu

Temel olarak etki spektrumu icinde Gram pozitif mikroorganizmalar yer
almaktadir. Dar spektrumlu bir antibiyotik olmasina karsin ¢ogul direncli Gram pozitif
bakteri infeksiyonlarinin tedavisinde dnemli bir segenektir. Gram pozitif bakterilerin
¢oguna bakterisidal etki gosterirken enterokoklara kargl bakteriyostatik etkiye
sahiptir.

Vankomisine duyarh ve direngli E.faecium, S.aureus, KNS, S.pneumoniae
(penisilin ve eritromisine direncli kdkenler dahil), GAS, viridans streptokoklar,
S.agalactiae ve Corynebacterium jeikeium, Listeria monocytogenes’e etkilidir Buna
karsin E. faecalis kdkenleri K/D’ye direnclidir. Bu nedenle enterokok infeksiyonlarinda
mutlaka tur tayini yapilmasi gerekmektedir.

MRSA ve metisiline duyarl S. aureus’a (MSSA) etkinligi arasinda dnemli
bir farklihk yoktur. Ayrica grup C ve G streptokoklar ve Leuconostoc turleri orta
derecede duyarlidirlar.

Aerop Gram negatif bakterilerden M. catarrhalis ve L. pneumophila, atipik
bakterilerden M. pneumoniae ve C. pneumoniae, H.influenzae K/D’e duyarl olabilir.

Anaerob mikroorganizmalarin ¢ogu K/D’ye direnglidir. Bacteroides turleri,
Prevotella turleri, Fusobacterium turleri ve Clostridium difficile i¢in in-vitro etkinligi iyi
degildir.

Enterobacteriaceae ailesi, Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter
turleri gibi nonfermentatif Gram negatif bakteriler K/D’ye dogdal olarak direnglidir. (90-
91)
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D. Klinik Kullanim

Streptograminler 1950°li yillarda kesfedilmesine ragmen vankomisine
direncli enterokoklarin ortaya cikisiyla yeni ilag¢ arayisi baglamis ve K/D 1999 yilinda
FDA onayr almistir. Nozokomiyal pnomoni, komplike deri-yumusak doku
infeksiyonlari, kateter iligkili bakteremiler ve VRE infeksiyonlari K/D’inin en onemli
kullanim alanlarini olusturur.

Codul direngli stafilokok, streptokok ve enterokok gibi birgok Gram pozitif
bakteri infeksiyonlarinda etkilidir. MRSA icin deri ve yumusak doku infeksiyonlari,
kemik- eklem infeksiyonlari ve solunum yolu infeksiyonlarinda klinik bagari oraninin
%70’den fazla oldugu bildirilmigtir.

Hastane kaynakli pndmonilerin tedavisinde ise aztreonam gibi Gram
negatif bakterilere karsi etkili antibiyotiklerle kombine edilerek kullanilabilir. Hastane
kaynakli pndmonilerde vankomisin ve aztreonam ile yapilan kombinasyon kadar etkili
bulunmustur.

Kateter ile iligkili S.aureus ve S.epidermidis infeksiyonlarinda vankomisin
ile yapilan kargilastirmali c¢alismalarda benzer etkinlik oranlari bildirilmistir. Bu
nedenle stafilokokal bakteremisi olan ve vankomisini tolere edemeyen hastalarda
K/D kullanimi énerilebilir.

S. pyogenes, MSSA ve MRSA'nin neden oldugu ciddi deri
infeksiyonlarinda tek basina kullanilabilir. (92-93)

2.6. STAFILOKOKLARDA ANTIBIYOTIK DIRENCI

Penisilinin 1928'de Alexander Fleming tarafindan kesfinin ardindan 1940
yilinda klinik kullanima girmesiyle stafilokok infeksiyonlari basarili bir sekilde tedavi
edilmeye baslandi. 1946’da S.aureuslarin %6’s1 penisilinaz Ureterek penisiline
direncli hale geldi. Ne var ki kloramfenikol, eritromisin, streptomisin ve tetrasiklin gibi
diger dogal antibiyotikler de kullanima girdi. Baslangigta hepsi S.aureus’a karsi
etkiliyken direng ¢abuk gelisti ve 1950’lerde direngli stafilokoklar birgok hastanede
sorun olmaya basgladi. 1960’larin basinda ilk sefalosporinler gelistirildi ve bunu
takiben penisilinaza direncli penisilinler dretildi. Ayrica daha iyi antistafilokokkal
aktivitesi olan gentamisin de kullanima girdi. 1958 yilinda kullanima giren ilk
glikopeptid vankomisin olup bunu 1984 yilinda teikoplanin izler. ilk metisilin direngli S.

aureus 1961°de bulundu. 1996'da ilk glikopeptid- intermediate S. aureus (GISA) susu

39



Japonya’'dan bildirilene kadar glikopeptidler stafilokok infeksiyonlarinin tedavisinde
aktif olarak kullaniimaktaydi. (2,93-95)

2.6.1 Penisilin Direnci

Gunumuzde stafilokoklarda penisilin  direnci % 90’lara ulagsmistir.
Penisilinazlar, penisilin ile beraber bazi beta-laktam antibiyotikleri de pargaladiklari
icin genel olarak beta laktamaz olarak adlandirilirlar. Beta laktamaz geni diger
antibiyotik diren¢ genleri ile birlikte plazmid Uzerinde tasinir ve aktarilabilir bir
elementtir.

Stafilokoklarda penisilin direncine blaZ geni aracilik eder. Bu gen, blaR1,
blaR2 (regulator) ve blal (inhibitor) gibi duzenleyici genlerin kontrolu altindadir. Gram
negatif bakterilerde oldugu gibi stafilokoklarda da beta laktamaz Uretiminin
indiiklenebilirlik ézelligi vardir. inhibisyondan sorumlu blal geni ortamda beta laktam
antibiyotik yoklugunda blaZ ve blaR gen bdlgelerinin ¢alismasini baski altinda tutar.
Ortamda beta laktam antibiyotik varliginda ise blaR1 tarafindan blaZ geni uyarilarak
artmis miktarda beta laktamaz Uretimi saglanir. Bu enzim, beta laktam halkasini

hidrolize ederek penisilini inaktive eder. (96)

2.6.2 Metisilin Direnci

Antibiyotik direnci olmayan bir stafilokokta; PBP1, PBP2, PBP3 ve PBP4
olarak adlandirilan baslica dort tane PBP oldugu bilinmektedir. Metisiline direncli
suslarda ise penisilin direncinden sorumlu olan ve beta laktamlara dusuk afinite
goOsteren, 76 kDa agirhginda, PBP2" ya da PBP2a olarak adlandirilan farkl bir PBP
bulunmaktadir. (33)

PBP2a, mecA geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen induklenebilir
Ozellikte ve transduksiyon ile direngli suslardan duyarli suglara aktarilabilmektedir.
mecA geni, regulasyonunu saglayan mecl (represér gen) ve mecRI (sinyal
dondsturict gen) genleriyle beraber stafilokokal kaset kromozomu (staphylococcal
cassette chromosome-SCC) adi verilen, stafilokok tlrleri arasinda genetik degisim

icin aracilik eden genetik yapinin tzerinde tasinir. (97-98)
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Stafilokoklarda metisilin direncine yol acan diger mekanizmalar; PBP4’Un
asirt yapimi, PBP2 ve PBP4’te meydana gelen nokta mutasyonlar ve asiri beta
laktamaz Uretimidir. (33)

Stafilokoklarda metisilin direnci fenotipik olarak iki farkli bigcimde ortaya
cikar.

Homojen direng; Bakteri kolonisini olusturan tim bakterilerin diren¢ genini
eksprese ettigi durumda gorulen direnctir ve hepsinde mecA geni fonksiyoneldir.
Diren¢g ortamin pH’si, is1, tuz konsantrasyonu, inklibasyon slresi gibi cevresel
faktorlerden etkilenmez.

Heterojen direng; mecA geni tasilyip metisiline direngli oldugu halde
fenotipik olarak metisiline duyarli goérilen alt populasyonun bulundugu durumdur.
Heterojen direng 10*-10® bakteriden birinde ortaya cikar. Stafilokoklarda metisilinin
heterojen direnci, homojen direngten daha sik gortlmekte; saptanmasi ise daha gug¢
olmaktadir. Bunun nedeninin mecA digindaki duzenleyici genetik elemanlarin
mutasyonu olabilecedi dusunulmektedir. Hem genotipik oOzellikler hem de cevre
sartlar ile ¢cok degisken olarak ortaya cikan heterojen direng nedeniyle direncli
bakterinin  fenotipik olarak duyarhh  bulunmasi tedavi basarisizliklariyla

sonuglanmaktadir. (99)

2.6.3 Glikopeptid Direnci

Stafilokoklarda glikopeptid direnci de heterojenite gostermektedir.
Ozellikle, teikoplanine direngli suslarin  vankomisine duyarli olabilecekleri
bildiriimektedir. Ayrica KNS’ler arasinda glikopeptid direnci ture o6zglu O6zellik
gOstermektedir. Glikopeptid direnci gosteren baslica iki tur S.epidermidis ve
S.haemolyticus’tur. (100)

S.aureus’ta vankomisin direnci iki mekanizma ile olusmaktadir. agr gen
bdlgesinin seri mutasyonlari sonucu, hicre duvari dnculleri agiri sentezlenir ve duvar
kalinligi artar. Vankomisinin bu artmis oncullere baglanip tuketilmesi ile direng ortaya
cikar. Bu mekanizma ile ortaya gikan GISA suslar 1998’de yayinlanmigtir. (101)

Diger mekanizma ise enterokoklarda vankomisin direncine neden olan
vanA geninin S.aureus’a aktariimasidir. Bu direng tipi 2002 yilinda bildirilmis olup

yuksek duzey vankomisin direncinden sorumludur. (102)
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KNS’lerde ise direng mekanizmasi tam olarak agiklanamamigtir. Direncin;
degismis duvar oncullerinin Uretilmesi, peptidoglikan tabakadaki ¢apraz baglantilarin
duyarli suslara goére farkli olmasi ve bdylece vankomisinin hedef bodlgesine

baglanmasinin engellenmesi ile gelistigi 6ne surtlmektedir. (100)

2.6.4 MLSg Direncinin Klinik Onemi ve Saptanmasi

Yapisal MLSg direncli suslar makrolidler ve klindamisine direngli olmasiyla
kolaylikla taninir. Sorun, induklenebilir direncin standart in vivo duyarlilik testleri ile
saptanamamasidir. Boyle suslar standart test sonucunda makrolidlere direngli,
klindamisine duyarli gézukir. indiiklenebilir dirence sahip stafilokok infeksiyonlarinin
linkozamidler ile tedavisi sirasinda, direngli suslarin seleksiyonu ile Kklinik
basarisizhgin ortaya ¢iktigi olgu sunumlari mevcuttur. ik kez 1969 yilinda McGehee
ve arkadaslari eritromisin direngli S. aureus infeksiyonu olan ve linkomisin ile tedavi
edilen iki olgu sunmuslardir. Tedavi 6ncesi her iki izolat linkomisine duyarli iken
tedavi sirasinda direncgli hale gelmistir. (103) Bazi arastirmacilar da tedavi sirasinda
veya sonrasinda induklenebilir direncin yapisal dirence donusebilecegini
bildirmislerdir. (104)

2.6.4.a Fenotipik Yontemler

Stafilokoklarda iMLSg’ nin saptanmasi ve rapor edilmesi konusu 2004
NCCLS’de (National Committee for Clinical Laboratory Standards) yer almaktadir.
Eritromisin ve klindamisin diskleri arasindaki u¢ uca mesafenin kullanilan yonteme
bagli olarak ~26 mm veya ~15 mm olmasi Onerilmistir. Bu yontem basit ve pahall
olmayan, rutin olarak uygulanabilecek bir yontem olarak kabul edilmistir. (105)

Standart duyarlilik test yontemleri ile eritromisinin ve klindamisinin direngli
bulunmasi yapisal MLSg direnci olarak belirlenir. Her ikisi de direncli olarak bildirilir.

induklenebilir direncin ortaya konmasi igin eritromisin ve klindamisin
diskleri kullanilarak yapilan ve D test (Double disk diffusion test) adi verilen 6zel bir
disk yakinlastirma testi kullaniimaktadir. Eritromisin ¢ok dusUk konsantrasyonlarda
dahi MLSg direncini indikledigi icin testte kullaniimaktadir. (106)

Klindamisin inhibisyon zonunun eritromisin inhibisyon zonuna en yakin

kisminda bir kuntlesme olmasi D test pozitif olarak yorumlanir. Bu durum
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indUklenebilir MLSg direncini gosterir. Eritromisin ve klindamisin direncli olarak rapor
edilir. (106-107) NCCLS,; ‘ Bu izolatin indUklenebilir direng saptanmasina bagh olarak
klindamisine direncgli oldugu varsayilmaktadir. Klindamisin bazi hastalarda hala etkin
olabilir.” ifadesine yer veren bir uyariyr 6nermektedir. (105)

Klindamisin inhibisyon zonunun eritromisin inhibisyon zonuna en yakin
kisminda bir kintlesme olmamasi, yani negatif D test sonucunda, klindamisin
guvenle duyarli olarak rapor edilebilir. Bu durum M veya MS fenotipi olarak
adlandirihir. Bu durum makrolid ve streptogramin B antibiyotiklerine dirence yol
acarken klindamisin etkindir. (108)

idrardan izole edilen S. saprophyticus suslari icin rutin D test uygulamasi
tavsiye edilmemektedir. Akut ve komplike olmayan Uriner sistem infeksiyonlarinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan nitrofurantoin, kotrimaksazol gibi antibiyotikler

idrarda yeterli konsantrasyona ulastigi icin D test yapilmasi gerekli goriimemistir.

(109)

Tablo IV. MLSg direng fenotipleri.

Fenotip Direng fenotipi | 14,15C mak | 16 C mak | Kli Sg Ketolid | Bildirim
Dtest (+) |iMLSg R S S S S E:R KIi:R
Dtest (-) | MSg R S S R S E:R Kli:S
Direngli CMLSg R R R R R R
Duyarli - S S S S S S

Mak: makrolidler, Kli: Klindamisin, E: eritromisin, Sg.Streptograminler, R: Direngli, S: Duyarli

2.6.4.b Molekiiler Yontemler

Gunumuzde hem bilimsel arastirmalar hem de tanisal alanda molekiler
yontemler yaygin olarak kullaniimaktadir. Fenotipik yontemler klinik 6nemi olan ¢ok
saylda mikroorganizma igin kullanilmakla birlikte bazi sorunlu yonleri de vardir.
Bunlar kdltdr ortaminda Uremeyen, ge¢ veya zor ureyen patojenlerin varligi,
laboratuar kosullarina bagl olarak fenotipik 6zelliklerde degisim, fenotipik 6zelikleri
benzer farkli organizmalarin bulunmasi gibi durumlardir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) basta olmak Uzere bircok molekuler yontem mikrobiyolojide kullaniimaktadir.
(110-111)

PCR, nukleik asitlerin in vitro satlarda replikasyonu igin gelistiriimig, hedef
DNA/ RNA'nin selektif amplifikasyonuna imkan veren bir tip test sistemidir. DNA
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polimeraz enzimi yardimi ile genomun tamami degil, spesifik bolgelerinin
kopyalanmasi gergeklestirilerek in vivo c¢ogalma taklit edilir. Kopyalanilarak
gogaltilacak bolgenin uzunlugu kullanilan polimeraz enzimine gore degigir.

PCR calismalarinda reaksiyonun gergeklesmesi igin kligik miktarda hedef
DNA (1-100 ng) igeren ornek ¢alisma solusyonuna ilave edilir. Daha sonra érnekteki
cift sarmal DNA’nin tek sarmala donusturtlmesi (denaturasyon) saglanir. Tek sarmal
DNA iplikgiklerinin karsiti 20-30 baz cifti uzunlugundaki sentetik oligonUkleotidler
RNA/DNA heterodupleksini olusturmak Uzere primer gibi kullanilir. Primerlerden biri
DNA iplikgigi Uzerinde baslatici bolgeyi olustururken, spesifik bir bdlgenin
amplifikasyonu icin hedefi sinirlamak amaci ile ikinci primer sonlandirici bdlgeye
badlanir. (annealing= baglanma) Taq DNA polimeraz enziminin yardimi ile
primerlerin baglandii bdlgeden itibaren her DNA iplik¢iginin komplementeri
olusturulur. (extension= uzama) Sonugta olusan iki adet c¢ift iplikli DNA vyeni
amplifikasyon igin kalip gorevini gorur. Birkag saat icinde hedefin milyarlarca kopyasi
elde edilebilir. (112) PCR temel olarak tekrarlayan G¢ asamali bir ydntemdir.

a. Ayrisma (Denaturasyon): Cift iplikli DNA'nin tek iplikli DNA’ya ayrilmasi
islemidir. Reaksiyon isis1 91-94°C olup iglem 1-2 dakika surer.

b. Primerlerin baglanmasi (Annealing): Birinci asama sonunda tek iplikli
hale gelen DNA sekanslarinin 3’ uglarina primerler baglanir. Isinin birdenbire 50°C
dizeyine dusurilmesi ile primerler DNA matrisi Uzerinde yogunlasir. Isi 37- 65 °C
arasinda degisir ve bu faz 2-5 dakika surer.

c. Uzama (extension): Isiya dayanikli polimeraz enzimi, primer ve kalip
olarak tek iplikli DNA kullanarak ¢ift iplikli DNA’nin sentezlendigi asamadir. Reaksiyon
taq polimeraz icin optimal sicaklik olan 70- 72 °C arasinda 2-3 dakikada tamamlanir.
Uzama islemi 5= 3’ yonunde gerceklesmektedir. (112-113)

2.6.5 ML Sg Diren¢ Mekanizmalari
Stafilokoklarda MLSg grubu antibiyotiklere diren¢ U¢ mekanizma ile
gerceklesmektedir. (76,107,114)
1. Antibiyotigin hedef bdlgesinde degisim
2. Aktif pompa (efluks) sistemleri
3. Antibiyotigin enzimatik inaktivasyonu
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2.6.5.a Hedef Bélgede Degisim
MLS grubu antibiyotiklerde en 6nemli direng mekanizmasi antibiyotigin
hedef bdlgesinin degisimidir.  Stafilokoklarda 23S rRNA’nin sekonder yapisi

incelendiginde bes ya da alti ‘domain’ gorulir. ‘domain 5 MLSg direncinde énemlidir.

A. Ribozomal Metilasyon

Makrolid direncinde en onemli ve en yaygin gorulen birinci mekanizma
adenin-N°®  metiltransferaz  tarafindan 23S rRNA’nin  posttranskripsiyonel
modifikasyonudur. Bu enzimler 23S rRNA fonksiyonel grubunda bulunan tek bir
adenine (A2058 Escherichia coli) bir veya iki metil grubu eklerler. Bu bdlgenin
metilasyonu sonucu hedefe baglanma bozulmaktadir. (13)

Simdiye kadar farkli tiir, genus ve izolatlardan ¢ok sayida adenin-N°
metiltransferaz tanimlanmigtir. Genel olarak bu metilazlar kodlayan genler istisnalar
olsa da erm (eritromisin ribozom metilasyon) olarak isimlendirilmigtir.

50S ribozomal alt birimdeki eritromisinin baglanma bdlgesi, daha yeni
makrolidler, linkozamidler ve streptogramin B antibiyotiklerininki ile ortugur. Metilazlar
tarafindan gergeklestirilen modifikasyon sonucunda bu U¢ grup antibiyotigin
baglanmasi azalarak MLSg direnci ortaya ¢ikar. (14,115)

erm genleri; yapisal ya da induklenebilir dirence yol agan enzimleri
kodlayarak MLS antibiyotiklerin ribozoma baglanmasini bozarlar. (16)

On dort ve 15 Uyeli makrolidler indukleyici antibiyotiklerdir. Ortamda bir
indUkleyici yokken, mRNA’nin inaktivitesi 5 ucunun yapisina baghdir. Bu bodlge baz
eslesmesi ile olusmus, metilazlar igin baslangi¢ sekanslarini (ribozom baglanma
bdlgesi ve baslama kodonu) saklayan ‘sag tokasi’ seklini olusturan bir takim yapilari
ve bir lider peptidi igerir. Posttrankripsiyonel modifikasyon modeline goére, lider
peptidin translasyonu sirasinda indukleyici makrolidin ribozoma baglanmasi ile
indUksiyon gerceklesir. Bu durum ‘sa¢ tokasl’ seklinin bozulmasina, baslangi¢
sekanslarinin ortaya c¢ikisina ve erm metilazlarin translasyonuna neden olur.
(16,116)

Yapisal erm gen ekspresyonu genellikle 5 sekanslardaki delesyon,
duplikasyon ve nokta mutasyonlari iceren degisimler ile iligkilidir. Bu degisimler

metilaz genlerinin surekli ekspresyonuna ve yapisal MLSg direncine neden olur.
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Indiiklenebilir MLSg direnci olan suslar 14 ve 15 Uyeli makrolidlere in vitro
direnc gosterirken, 16 uUyeli makrolidler, linkozamidler ve tip B streptograminlere
duyarl goéruntrler. Yapisal MLSg direngli suslar ise tim bu ajanlara in vitro direng
sergilerler. (10,16)

B. erm Genleri

Son otuz yili agkin bir suredir E.coli'den H.influenza'ya, S.pneumoniae’dan
Corynebacterium spp’ye kadar genis bir bakteri gesidinde farkli erm genleri izole
edilmistir. Ek olarak c¢esitli Gram pozitif ve Gram negatif anaeroblarin, B.burgdorferi
ve Treponema denticola gibi spiroketlerin erm genlerini tasidig1 gosterilmistir.

Tum erm enzimleri ayni adenin rezidisunun metilasyonuna neden olarak
MLSg direng fenotipinin olugsmasina yol agar. Makrolid direngli M.intracellulare,
M.avium, Propionibacterium spp. ve H.pylori’ de bu adenin (A2058) veya
peptidiltransferaz bdlgesindeki komsu rezidulerden biri (A2057 veya A2059)
mutasyonla bagka bir nukleotide degistirilir.

erm genlerinin bazilari plazmidlerde bulunabildigi gibi bazilari da
kromozomda vyerlesme egilimi gosteren konjugatif ya da nonkonjugatif
transpozonlarda bulunmaktadir. Siklikla diger antibiyotik direng genleri ile, 6zellikle
de tetrasiklin direnc genleri ile iligkilidirler. (14,117)

Stafilokoklarda ermA, ermB, ermC olmak Uzere Uc¢ farkli erm geni
tanimlanmistir.

ermA geni ilk olarak Wisconsin'de izole edilen S. aureus E 1206 susunda
saptanmigtir. Tn554 transpozonu uUzerinde bulunur ve S. aureus kromozomundaki
primer insersiyon alani olan tek bir spesifik bélgeye girme egilimindedir.

ermB Japonya’da bulunmustur; tipik olarak,28-kilobazlik bir plazmid olan
pl258’in pargasi olarak, Tn551 transpozonunda bulunur.

ermC Bukreg’te 3.7-kb pE194 plazmidinin bir pargasi olarak bulunmustur.
(118-119)

2.6.5.b Aktif pompa sistemi (Efluks sistemi)

Bakterilerde makrolid direncini saglayan bir diger mekanizma ilacin digari

atiimi yani eflukstur. Efluks pompalari, hemen tim antibiyotik gruplarini da igeren
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toksik maddelerin hicre i¢cinden dis ortama atiimasi ile iligkili transport proteinleridir.
Bunlar antibiyotigi hucre disina pompalayarak antibiyotigin  intraselller
konsantrasyonunu azaltip ribozomu antibiyotikten kurtarirlar.(14,120)

Bu proteinler hem Gram pozitif hem Gram negatif bakterilerde ve 6karyot
organizmalarda da bulunurlar. Pompalar bir substrat icin 6zgull olabildigi gibi yapisal
olarak farkli bilesenleri de tasiyabilir. Bu pompalar ¢oklu ilaca direngten sorumludur.
Prokaryot alemde bes ana efluks transport ailesi vardir. MF (major facilitator), MATE
(multidrug and toxic efflux), RND (resistance-nodulation-division), SMR (small
multidrug resistance) ve ABC (ATP binding cassette). Tum bu sistemler, ATP hidrolizi
ile calisan ABC ailesi harig, enerji kaynagi olarak proton hareket gicunu kullanirlar.
(121-122)

Birtakim farkh antibiyotik diren¢ genleri transport proteinlerini kodlar.
Altmis dort farkh kazanilmig MLS direng geni tanimlanmistir. Bunlarin mefA, mefE,
ImrA gibi bazilari MF ailesi ile homoloji géstermektedir. Digerleri (msrA, carA, msrB,
oleB, oleC, srmB, tIrC, vga, vgaB) ABC transporter ailesinin Gyeleridir. (14)

Gram negatif bakterilerde kromozomal olarak kodlanan ve makrolid gibi
hidrofobik bilesiklere ‘dogal dirence’ neden olan pompalarin varhigr bilinmektedir.
(123) Gram pozitif koklar icin makrolid ve streptogramin B direncine yol acan Ug farkli
pompa sistemi tanimlanmistir. ATP badimli pompa proteinlerinin sentezinden msrA,
mef ve vga, vgaB genleri sorumludur. (124)

mef (makrolid efluks) genleri, korinebakteriler, enterokoklar, mikrokoklar ve
bazi streptokok turlerini iceren bazi Gram pozitif tirlerde tanimlanmigtir ve 14, 15
karbonlu makrolid direncine yol agar. Genlerin birgogu kromozomla iligkilidir ve
konjugasyonla diger turlere gegebilir. (125)

msrA, msrSA, msrSA’ ve msrB grubu, mef genlerinden farkhdir. msrA geni
plasmidde kodlanir ve hem 14, 15 karbonlu makrolidlere hem de streptogramin B
antibiyotiklere efluks mekanizmasi ile diren¢ saglar.(126) msrA geni ilk olarak S.
epidermidis'te tanimlanmigtir msrA iligkili gen olan msrB de S. xylosus'da
tanimlanmistir. (15)

Makrolid direncli S. aureus suglari direng mekanizmalarindan genellikle
birini tagsirken, KNS’ler msrA ile birlikte ermC ya da diger erm genlerinden birisini
tasirlar. (126)

47



Stafilokoklarda streptograminin sinerjik A ve B komponentlerine kargi
gelisen direngc hemen daima A bilesenine gelisen direng ile ilgilidir. Streptogramin
A’ya karg! direng msrA’ya ek olarak iki mekanizma ile olabilir. Birincisi; vga (S.
epidermidis plasmidlerinde de saptanmistir), vgaB genleri, eflukstan sorumlu ATP
bagdimli pompa proteinlerini kodlar. Diger mekanizma vatA ve vatB genlerinin
kodladigi asetiltransferazlardir. (10,15,127)

2.6.5.c Antibiyotigin Inaktivasyonu

Bu mekanizmalar Gg¢ grup ilagtan yalnizca birine veya bir bilesenine karsi
gelisir.

vgbB (virginiamisin faktor B hidrolaz) geni tip B streptograminleri inaktive
eden laktonazi kodlar. (14-15,127)

Streptogramin A’ya asetil grubu ekleyerek antibiyotigi modifiye eden vat
(virginiamisin faktor A asetilasyon), vatB, vatC, satA ve satG genleri tanimlanmistir.
Bu genlerin bir ¢cogu plazmid kaynakhdir ve vat, vatB ve vgbB, S. aureus
plasmidlerinde saptanmistir. (127)

Linkozamid inaktivasyonu ile iligkili genler linA ve IlinA’ (linkozamid
ndkleotidil  transferaz) genleridir.  Yuksek homoloji gosteren linA  geni
S.haemolyticus’da linA’ S. aureus’ta sadece linkozamidlere direnci saglar. (128)

ere (eritromisin esterifikasyon, ereA, ereB) ve mph (makrolid
fosfotransferaz) genleri Gram pozitif koklardan ziyade E. coli’de saptanmigtir. (14)
Ancak S. aureus’ta makrosiklik lakton halkasini hidrolize eden ere genlerinin Grind
esteraz enzimleri gosterilmistir. Bu enzimler Gram pozitiflerde 14 ve 16 Uyeli, Gram
negatiflerde 14 ve 15 Uyeli makrolidleri inaktive eder. (129) mphC genellikle diger
direng genleri ile birlikte bulunur. S. xylosus ve Staphylococcus equorum gibi hayvan

patojeni izolatlarda bulunmusgtur ve klinik Gnemi bilinmemektedir. (7)
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. GALISMAYA ALINACAK SUSLARIN BELIRLENMESI

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi infeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuar’nda, AJustos
2008-Temmuz 2009 tarihleri arasinda gesitli 6rneklerden izole edilen infeksiyon
etkeni stafilokok suslari ¢alismamiza dahil edildi. Ayni hastadan tek 6rnek olmak

uzere toplam 82 sus ¢alismada kullanildi.

3.2. STAFILOKOK SUSLARI iCiN KULLANILAN BESIYERLERI
3.2.1 Kanl Agar

Dehidre besiyeri (LabM® ,ingiltere) tretici firmanin énerileri dogrultusunda hazirlandi.

Tablo V. Kanli agarin igerigi

Pankreatik kazein 15 gr

Papaik hazmedilmis soya unu S5or

NacCl 5gr

Agar 15¢gr

Distile su 1000 mi
3.2.2 Skim Milk

Calismada bakterilerin uzun siire saklanmasi icin Skim Milk (Difco® ABD)
kullanildi. Saflastirilan stafilokok suslari 6ze ile agar ylzeyinden toplandi ve 500ul

skim milk icinde homojen hale getirilerek -20°C’de dondurularak saklandi.

3.2.2 Triptik Soy Agar (TSA)
-20°C’de saklanan stafilokok suslari Triptik Soy Agara (Fluka®) ekilerek
37°C’de 18 saat inkiibasyonu yapildi ve yeniden saf kilttr elde edildi.

3.2.3 Triptik Soy Broth
Agar dilisyon testinde kullanilacak inokulum igin bakteriler Triptik Soy

Broth (Fluka®) iginde siispanse edilerek 35°C’de 24 saat inkiibe edildi.

3.2.4 Mueller Hinton Agar
MIK testi icin Mueller Hinton (MH) agar (Oxoid® ingiltere) kullanildi.
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3.3. MiIKROBIYOLOJIK YONTEMLER

3.3.1 Gram Boyama

Kaltdr plagindan alinan koloni lam Uzerinde serum fizyolojik ile karistirildi.
Havada kurutulup, alevde tespit edildikten sonra Uzerini kaplayacak sekilde kristal
viyole damlatilip 30 sn beklendi. Su ile yikanan lam uzerine lugol damlatihp 60 sn
beklendi ve tekrar su ile yikandi. Alkol ile renksiz sivi akana kadar yikanan lam, su
ile yikandiktan sonra sulu fuksin damlatilip 30 sn beklendi. Su ile yikanmasinin
ardindan kurutma kagidi ile kurutulan preparat 100’IGk bUyttmeli mikroskop objektifi

ile immersiyon yagi damlatilarak incelendi.

3.3.2 Katalaz Testi

Gram boyama ile Gram pozitif kok oldugu gorllen suslara katalaz testi
uygulandi. Lam tzerine bir damla %3’luk H,O, damlatildi. Besiyeri yuzeyinden birkag
koloni besiyerine dokunulmaksizin 6ze ile alinarak H,O, iginde sUspanse edildi.
Katalaz enzimine sahip bakterilerin H,O,'den su ve oksijen olusturmasi ile hava
kabarcigi olusumu gézlendi. Hizli ve kuvvetli hava kabarcigi olusumu pozitif sonug
olarak kabul edildi. Bu test ile Micrococcaceae ailesinin, katalaz negatif olan

streptokoklar ve enterokoklardan ayirt edilmesi saglandi.

1

Resim 4. Katalaz ve koagulaz deneyleri.

3.3.4 Koagulaz Testi

Koagulaz deneyi tup ve lam seklinde iki temel yontem ile yapilir. Bu
calismamizda tup koagulaz yontemi kullanildi.
Bir deney tupu igine serum fizyolojik ile 1/5 oraninda sulandiriimis plazma konuldu.

Kanli agar besiyerinde 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda uremis bir koloni 6ze ile

50



alinip plazma igerisinde ezilerek emdilsifiye edildi. Tupler 35 °C’de inklibasyonda
tutulurken 4’Uncl saate kadar her yarim saatte bir pihti olusup olusmadigina bakildi.
Pihti olusumu pozitif sonug olarak degerlendirildi.

ilk 4 saat sonunda pihti olusmayan tiipler bir gece oda isisinda
bekletildikten sonra yeniden okundu. Bu sure icerisinde de koagulasyon vermeyen

suslar koagulaz negatif olarak kabul edildi. (Resim 4)

3.3.3 Micrococcus tiirlerinin Staphylococcus tiirlerinden ayrilmasi

Katalaz pozitif, Gram pozitif kok grubundan olan mikrokok ve stafilokoklari
ayirmak icin asagidaki testler uygulandi.

Modifiye Oksidaz Testi; Dimetil Sdlfoksit (DMSO) iginde tetrametil-p
fenilendiamin dihidroklorid eriyigi emdirilmis filtre kagitlari kullanildi. Besiyerinden
alinan koloni diskin Uzerine surtildiginde 30 saniye i¢cinde mavi-mor renk olusumu
testin pozitif oldugunu gdsterir. Oksidaz negatif suglar Stafilokok olarak kabul edildi.

Basitrasine Duyarllik; Stafilokoklar disk difizyon yonteminde basitrasine

(0.04 V) direnglidirler. Mikrokoklar duyarhdir ve 210 mm zon olustururlar.

3.4. ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERI

3.4.1 D Test Yontemi

Calismada izole edilen stafilokok suslarinda eritromisin ve klindamisin
duyarhliklarini belirlemek disinda klindamisin direncinin indlksiyonunu saptamak igin
kuru disk difuzyon yontemi olan Kirby-Bauer yontemi kullanildi. Bakteri suspansiyonu
distile su icinde yaklasik 0.5 McFarland (1x10® CFU/mI) bulanikliga esit olacak
sekilde, direkt koloni suspansiyonu yontemi ile hazirlandi. Hazirlanan sUspansiyon
kanl agar besiyeri yuzeyine yayilarak ekildi. Ekim yapilan plagin Uzerine D test igin
15 pg’lik eritromisin diski ile 2 pg’hk klindamisin diski 15-20 mm araliklar ile
yerlestirildi ve 24 saat inklibe edildi.

D test degerlendiriimesi: Eritromisine direngli iken klindamisinin
eritromisine bakan yuzinde ‘D’ harfi seklinde bir inhibisyon zonu olusturan suslar
indiiklenebilir MLSg direncli olarak kabul edildi. Hem eritromisin hem klindamisine

direngli suslar yapisal tip MLSg direngli olarak de@erlendirildi. Eritromisin direngli
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klindamisin duyarli izolatlarda D seklinin olmamasi M veya MSg efluks fenotipi olarak
kabul edildi. (Resim 5)

Resim 5. Soldan saga iMLSg, cMLSg MSg fenotipleri.

3.4.2 Agar Diliisyon Testi ile MiK Degerlerinin Saptanmasi
Agar diliisyon ile MIK hesaplanmasi ‘Clinical and Laboratory Standards

Institute’nin (CLSI) agar dilisyon yontemine uygun olarak gerceklestirildi.

3.4.2.a Agar Diliisyon Plaklarinin Hazirlanmasi

Agar dilusyon testinin yapilacagi MH agar otoklavdan alindiktan sonra
45°C’ye gelene kadar bekletildi. Besiyeri 45°C sicakhda gelince antibiyotik
sulandinmlari dagitiimadan 6énce kontaminasyonu degerlendirmek igin birka¢ adet
kontrol plagr dokuldu.

3.4.2.b Antibiyotik Konsantrasyonunun Hazirlanmasi

Agar dilusyon testi igin eritromisin, linkomisin, vankomisin, linezolid,
gentamisin, fusidik asit, levofloksasin antibiyotikleri igeren plaklar hazirlandi. Steril
distile su ile sulandirma yapilarak 128 mg/L’den 0.06 mg/L’ye dek seri dilisyonlarla
12 konsantrasyon elde edildi. ilk tiipe katilmasi gereken toplam antibiyotik su sekilde
hesaplandi:

20 ml X 0.128 mg X 4 ml = 10.24 mg antibiyotik

Hesaplanan miktarda antibiyotik 4 ml su igeren ilk tipe eklendi. Elde
edilen bu karisimdan 2 ml sivi, 2 ml su iceren 2. tipe eklenerek antibiyotik
konsantrasyonu %2 oraninda azaltildi. Ayni uygulamaya devam edilerek 12 tipte 12

konsantrasyon hazirlanmis oldu.
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Bos petri plaklarina, hazirlanan her konsantrasyondan 1 ml kondu.
Uzerlerine 19 ml MH agar eklendi. Dairesel hareketlerle cevirmek suretiyle karistirilan

plaklar katilagsmasi igin birakildi.

3.4.2.c inokulum Hazirlanmasi

Standardize inokulum hazirlamak igin, sivi besiyerine ekilen ve etuvde
yaklasik 12 saat inkiibe edilen bakteri kiltirl kullanildi. 10%ml bakteri icerdigi
varsayilan bu kultirden 50 ul alinarak 5ml steril distile su icerisine aktarildi. Boylece
ulde 10* bakteri iceren inokulum hazirlanmis oldu. Elde edilen mikroorganizma

suspansiyonlari mikrodilisyon kuyucuklarina dagitildi.

Resim 6. inokdilatér ile plaklarin inokilasyonu

3.4.2.d Agar Diliisyon Plaklarinin inokiilasyonu

Bakteri suspansiyonu replikator (Multipoint inoculator. AQS manufactoring
LTD) ile plaklara dagitildi. (Resim 6) Kullanilacak replikator givisinin ¢gapi 3mm olup
2ul sivi alabilmektedir. Sonug olarak agar yiizeyindeki son inokulum 2x10* CFU
olmaktadir. Steril replikator civileri, mikrodilisyon kuyucuklarina uyacak sekilde
plagin Gzerine birakildi. Once antibiyotik icermeyen kontrol plaga, sonra en disik
konsantrasyondaki (0.06 pg/ml) plaktan baslayarak giderek artan konsantrasyondaki
plaklara sirasi ile inokulasyon yapildi. En son olarak ikinci kontrol plagi kullanildi.
inokiile edilen plaklar 37°C’de 16-18 saat inkiibe edildi. Vankomisin igin ise 24 saat
beklendi.

3.4.2.e Minimal inhibitér Konsantrasyonlarin Belirlenmesi
inkiibasyon sonunda plaklar en kiicik konsantrasyondan baslanarak
degerlendirildi. Uremenin olmadigi ilk konsantrasyon plagi MiK degeri olarak kabul

edildi. Tek koloni uremesi ya da inokulumun neden oldugu izler dikkate alinmadi.
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Belirlenen MIK degerleri CLSI kriterlerine gore duyarli ya da direngli olarak
degerlendirildi. (Tablo VI)

Tablo VI. CLSI kriterlerine gore agar diliisyon testinde antibiyotiklerin MiK duyarhlik sinirlari

Antibiyotik Duyarli (mg/L) | Orta duyarli (mg/L) | Direngli (mg/L)

Eritromisin >2 2 <1
Linkomisin <2 4-8 > 8
Gentamisin <1 - > 1
Vankomisin <4 8 >8
Teikoplanin <4 8 > 8
Linezolid <4 - >4
Fusidik Asit <1 1 >1
Levofloksasin | < 1 2-4 >4

3.5. MOLEKULER YONTEMLER
Identifikasyon, D test ve MIK agar diliisyon yéntemlerinin uygulanmasinin

ardindan molekuler yontemlere gecildi.

3.5.1 DNA Ekstraksiyonu

Ornek sayisi kadar ependorf tiipii numaralandirilip (1’den 82’ye kadar),
her birinin igine 1 ml steril distile su konuldu. TSA’da Ureyen kolonilerden distile su
ile sispansiyon hazirlandi.

10000- 12000 rpm’de 1 dakika santrifij edilen stspansiyonda olusan
slipernatant uzaklastirildi. Pellet Gizerine 200 pl instaGene matrix (BioRad®) eklendi.
Bu yapilirken InstaGene matrix manyetik karigtiricida orta hizda karigtiriidi. Pellet
homojenize edildi ve pellet- instaGene karisimi su banyosunda 56°C’de 15-30 dakika
inkUbe edildi.

56°C su banyosundan alinan ornekler 10 sn sureyle vortekslendikten
sonra 100°C’de 8 dakika bekletildi. Cikarildiktan sonra 10 sn vortekslendi ve 10000-
12000 rpm’de 2-3 dakika santriflj edildikten sonra -20°C’de saklandi.

PCR vyapilacagi zaman -20’den cikarilan 6rnekler oda isisina geldikten
sonra 10 sn vortekslendi ve 10000- 12000 rpm’de 2-3 dak santrifuj edildikten sonra 2
pl alinarak PCR igin kullanildi.
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3.5.2 PCR Yontemi

3.5.2.a Primerlerin Hazirlanmasi

Alman MetaBion firmasina siparis edilen liyofilize durumdaki primerler 100

pikomol (pmol) olacak sekilde distile su ile sulandirildi. Ufak parmak darbeleri ile

karismasi saglandi. (Tablo VII)

Tablo VII. PCR igin kullanilan primerler ve referanslari

Primer Sekans Referans
16S20 5-AGA-GTT-TGA-TCC-TGG-CTC-AG-3’ Suau, Shagir (130-
1651390 5-GAC-GGG-CGG-TGT-GTA-CAA-3’ 131)

nucAl 5-GCG-ATT-GAT-GGT-GAT-ACG-GTT-3’ Shortle (132)
nucA2 5-AGC-CAA-GCC-TTG-ACG-AAC-TAA-AGC-3’

mecAP4 5-TCC-AGA-TTA-CAA-CTT-CAC-CAG-3’ Oliveira (133)
mecAP7 5-CCA-CTT-CAT-ATC-TTG-TAA-CG-3'

ermAl 5-TCT-AAA-AAG-CAT-GTA-AAA-GAA-3’ Sutcliffe (13)
ermA2 5-CTT-CGA-TAG-TTT-ATT-AAT-ATT-AGT-3’

ermB1 5-GAA-AAG-GTA-CTC-AAC-CAA-ATA-3'

ermB2 5-AGT-AAC-GGT-ACT-TAA-ATT-GTT-TAC-3’

ermC1 5-TCA-AAA-CAT-AAT-ATA-GAT-AAA-3’

ermC2 5-GCT-AAT-ATT-GTT-TAA-ATC-GTC-AAT-3’

msrAl 5-GCA-AAT-GGT-GTA-GGT-AAG-ACA-ACT-3’

mMsrA2 5-ATC-ATG-TGA-TGT-AAA-CAA-AAT-3’

3.5.2.b PCR igin Master Miks Hazirlanmasi

PCR igin master miks hazirlanmasi ilisikteki

Calisilacak érnek sayisi hesaplandiktan sonra master miks en az 1 6rnek fazlasi igin

hesaplanarak hazirlandi.

Tablo VIII. Universal master miksin hazirlanma oranlari.

tabloya goére yapildi.

Malzeme (Ticari) istenen Voliim 1 Tup icin Gereken | Kullanilacak Son Vol.

30 pl 1000

Buffer (10X) 1X 3 pl 100 pl
MgCl, (25mM) 2mM 2.4yl 80 pl
dNTP (10mM) 0.2 mM 0.6 ul 20 pl
Primer 1 (100 pMol) 0.4 pMol 0.12 pl 4yl
Primer 2 (100 pMol) 0.4 pMol 0.12 pl 4yl
Tag Polimeraz 0.3 ul /50yl 0.18 ul 6 ul
dH,0 Son Volime 23.58 yl 786 pl

Tamamla
TOPLAM - 30 ul 1000 pl

3.5.3 16SrRNA PCR’ 1

Orneklerin tiimiine tiir tayini icin 16S rRNA PCR calisildi. 69.6 nanomol
(nmol) olan 16S20 (5’-AGA-GTT-TGA-TCC-TGG-CTC-AG-
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3’), ve 32.6 nmol olan




16S1390 (5-GAC-GGG-CGG-TGT-GTA-CAA-3’) (130-131) primerleri sirasiyla 696
Ml ve 326 pl distile su eklenilerek hazirlandi.

Bir sonraki basamakta; sogutucuda muhafaza edilmis érnekler oda i1sisina
geldikten sonra 10 sn vortekslendi ve 10000- 12000 rpom’de 2-3 dak santriflj edildi.
Ardindan master miks drnek sayisina gore hesaplanarak hazirlandi. Mikslerle birlikte
caligilacak olan ornekler steril kabine alindi. Ardindan 0.2 mL’lik tipler, 6rnek adedi
(1’den 82’ye) kadar numaralandirilip, iclerine 28’er pl hazirlanilan MasterMix’ten ilave
edildi. Santriflj edilen 6rneklerin supernatant kisimlarindan 2’ser pl alinip, ilgili
tuplerin igerine eklendi ve agizlari sikica kapatildi. Hazirlanan tupler ardindan termal
donguleme cihazina (Eppendorf Master Cycler Gradient) yuklenip, programlandi.

Program basamaklari tablo IX'da gdsterildigi gibidir.

Tablo IX. 16S rRNA PCR islemine ait i1sil déngu ve sure diyagrami.

Basamak Doéngu Sayisi Sicaklik Suresi
Holding 1 94°C 5 dk.
Denaturating 94°C 00:30dk.
Annealing 35 50°C 00:30dk.
Extension 72°C 1 dk.
Holding 1 72°C 15 dk.
Holding 1 10°C o dk.
Tablo X. nucA PCR islemine ait i1sil déngu ve sure diyagrami.

Basamak Doéngu Sayisi Sicaklik Suresi
Holding 1 94°C 1 dk
Denaturating 94°C 00:30dk
Annealing 37 55°C 00:30dk
Extension 72°C 01:30 dk
Holding 1 72°C 03:30 dk
Holding 1 4°C o« dk.

3.5.4 nucA PCR’1

Tam orneklere S. aureusta bulunan nucA geninin saptanmasi igin nucA
PCR calisildi. 21.7 nmol olan nucA1 (5-GCG-ATT-GAT-GGT-GAT-ACG-GTT-3’) ve
25.8 nmol olan nucA2 (5-AGC-CAA-GCC-TTG-ACG-AAC-TAA-AGC-3’) primerleri
sirasiyla 217 pl ve 258 pl distile su ile 100 pmol olacak sekilde hazirlandi. 16S rRNA
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PCR’'da anlatildigi sekilde tupler hazirlandi. Termal donguleme cihazina yuklenip

programlandi. (Tablo X)

3.5.5 mecA PCR’I

Orneklerin timiine metisilin direncinin saptanmasi igin mecA PCR caligildi.
43.1 nmol olan mecAP4 (5-TCC-AGA-TTA-CAA-CTT-CAC-CAG-3’), ve 57.2 nmol
olan mecAP7 (5’-CCA-CTT-CAT-ATC-TTG-TAA-CG-3’) primerleri (Oliveira) sirasiyla
431 ul ve 572 ul distile su ile hazirlandi. 16S rRNA PCR’da anlatildigi sekilde tlpler

hazirlandi. Termal donguleme cihazina yuklenip programlandi. (Tablo XI)

Tablo XI. mecA PCR iglemine ait 1sil ddngu ve sure diyagrami.

Basamak Doéngu Sayisi Sicaklik Suresi
Holding 1 95°C 5 dk.
Denaturating 95°C 00:30dk.
Annealing 35 50°C 00:30dk.
Extension 72°C 1 dk.
Holding 1 72°C 5 dk
Holding 1 10°C o dk.

3.5.6 Makrolid Direng Genleri igin Primerlerin ve Master Misklerin
Hazirlanmasi

MIK agar diliisyon testi sonuclarina gére makrolid direnci saptanan 45
adet susa direng genlerini saptamak igin ermA, ermB, ermC ve msrA PCR yapildi.

ermA1 (5-TCT-AAA-AAG-CAT-GTA-AAA-GAA-3’), ermA2 (5-CTT-CGA-
TAG-TTT-ATT-AAT-ATT-AGT-3’) primerleri (Sutcliffe) distile su ile 100 pmol olacak
sekilde hazirlandi. 52.7 nmol olan ermB1 (5-GAA-AAG-GTA-CTC-AAC-CAA-ATA-
3’), ve 65.0 nmol olan ermB2 (5-AGT-AAC-GGT-ACT-TAA-ATT-GTT-TAC-3’)
primerleri (Sutcliffe) sirasiyla 527 pl ve 650 pl distile su eklenilerek sulandirildi. 37.0
nmol olan ermC1 (5-TCA-AAA-CAT-AAT-ATA-GAT-AAA-3’), ve 26.7 nmol olan
ermC2 (5-GCT-AAT-ATT-GTT-TAA-ATC-GTC-AAT-3’) primerleri sirasiyla 370 yl ve
267 pl distile su eklenilerek sulandiridi. 38.4 nmol olan msrA1 (5-GCA-AAT-GGT-
GTA-GGT-AAG-ACA-ACT-3’), ve 59.0 nmol olan msrA2 (5-ATC-ATG-TGA-TGT-
AAA-CAA-AAT-3’) primerleri (Sutcliffe) sirasiyla 384 pl ve 590 pl distile su ile
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sulandirildi.

16S rRNA PCR’da anlatildigi

sekilde tupler hazirlandi.

donguleme cihazina yuklenip programlandi. (Tablo XII, XlII, XIV, XV)

Tablo XIl. ermA PCR islemine ait 1sil déngu ve sure diyagrami.

Basamak Dongl Sayisi Sicakhk Siresi
Holding 1 94°C 4 dk.
Denaturating 93°C 00:30 dk.
Annealing 35 50°C 00:30 dk.
Extension 72°C 00:45 dk.
Holding 1 72°C 5 dk.
Holding 1 4°C o dk.
Tablo XlIl. ermB PCR iglemine ait 1sil dongu ve siire diyagrami.
Basamak Doéngu Sayisi Sicaklik Suresi
Holding 1 93°C 3 dk.
Denaturating 93°C 00:30 dk.
Annealing 35 52°C 1 dk.
Extension 72°C 1 dk.
Holding 1 72°C 5 dk.
Holding 1 4°C oo dk.
Tablo XIV. ermC PCR iglemine ait isil déngi ve sire diyagrami.
Basamak Doéngu Sayisi Sicaklik Suresi
Holding 1 94°C 5 dk.
Denaturating 94°C 1 dk.
Annealing 35 50°C 1 dk.
Extension 72°C 1 dk.
Holding 1 72°C 5 dk.
Holding 1 4°C o« dk.
Tablo XV. msrA PCR islemine ait i1sil déngu ve slre diyagrami.
Basamak Dongl Sayisi Sicaklik Siresi
Holding 1 94°C 5 dk.
Denaturating 94°C 00:30 dk.
Annealing 35 50°C 00:30 dk.
Extension 72°C 00:30 dk.
Holding 1 72°C 7 dk.
Holding 1 10°C « dk.
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Termal donguleme cihazlarinda PCR iglemleri tamamlanan Oornekler;

elektroforez (yuratme) igin laboratuvarin diger bir bolimune alindi.

3.5.7 Elektroforez islemi

3.5.7.a Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi

Kullanilacak olan jeli hazirlamak igin; hassas terazide 2 gr. agaroz
(Sigma®) tartilip, 500 ml'lik bir sise icerisine konuldu. Ardindan; bir dereceli silindir
mezur ile 100 ml dlgilen 0.5X TBE Buffer (Tris-Borik Asit-EDTA) (bkz.EK1), sise
icerisindeki agarozun Uzerine ilave edilerek, karistirildi. Mikrodalga firinda yaklasik 3-
5 dk. kaynatilan karisim 50°C’ye kadar sogutuldu. Halen sivi halde olan karisim, jel
kalibinin igerisine yavascga, kabarcik birakmayacak sekilde dokuldu ve igerisine
yukleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar yerlestirilerek, 15-20 dk. oda isisinda

sogumaya birakildi. Jel katilastiktan sonra elektroforez tankina dikkatlice yerlestirildi.

Resim 7. Elektroforez jelinin hazirlanmasi ve elektroforez cihazi

3.5.7.b Orneklerin Yiiklenmesi

Daha d6nce hazirlanan 6X’lik elektroforez boyasindan (loading dye) (bkz.
EK2)1 ul alinip parafilm Uzerine kondu. Amplikondan 5 pl alinarak yikleme boyasi ile
karistinldi. Karisimin hepsi pipet ile alinarak jeldeki uygun pozisyondaki kuyucuga
yuklendi. Olusan bantlarin boylarinin tespiti igin érneklerden onceki ilk kuyucuga
marker olarak Pstl enzimi ile kesilmis lambda faj DNAsI konuldu. (bkz.EK3)

3.5.7.c Yiriitme (Elektroforez)
Hazirlanmig olan jele, istenilen Oornekler ve markerlarin yuklemesi
yapildiktan sonra, elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun

pozisyonlara baglanarak, 100 Volt (V)'luk akimda 30 dk. yurataldu.
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3.5.7.d Gériintiileme

30 dk. lik elektroforezden sonra jel dikkatli bir gekilde elektroforez
tankindan cikartilarak etidiyum bromide banyosunda (bkz.EK4) 15 dk boyanmaya
yatirildi. Sdre sonunda boyanan jel, bilgisayara bagli durumdaki transilluminatér
cihazindaki (Vilber Lourmat) uygun odaciga vyerlestirilerek, UV 1s1g1 altinda

fotograflanip, degerlendirildi.

3.5.8 Amplikonlarin Sekanslamalarinin Yapilmasi

Yapilan tim o&rnek tiplendiriimesi, dogrulamalar, PCR islemleri ve
yuratmelerin ardindan, amplikonlar, sekanslarinin yapilmasi ve daha detayh olarak
tiplendiriimek Uzere Glney Kore’deki Macrogen firmasina génderildi. Bu firma sekans

icin, ABI prism 3700 DNA analyser, (Applied Biosystem, CA) cihazini kullanmistir.

3.5.9 Sekans analizi
Orneklerin sekans dizi sonuglari elektronik posta yolu ile bildirilmistir. Her
bir 6rnek icin asagidaki internet sayfasi kullanilarak mikroorganizmanin tir dizeyinde

adlandirilmasi yapildi.

‘2l Mucleotide BLAST: Search nucleotide databases using a nucleotide query - Microsoft Internet Explorer
Dosya Dizen Gorendm  SkKullardanlar  Araglar  Yardim

- - N A = L = Fol
@Gen > x] [ D A 5le skkulanianiar 6% e = ]

Adres |4 http: ffblast.ncbi.nlm.nih.govjBlast. cgi?PROGRAM=blastnBELAST_PROGRAMS=megaBlastiPAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW _DEFALLTS=on&LINK_LOC=blasthome

Home

» NCBI! BELAST/ blasin suite

blastn blastp blastx thilastn thlastx

BLASTH programs search ide datal using a query. more

Emnter Query Sequence

Enter accession number, gi. or FASTA sequence & Clear Cuery subrange &
COAAAGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT ~
AAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGT From
AAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAALCTC
AAAGGAATTGACGGGGECCCGCACAAGCGETGGAGCATGTGETTTAATTC To

[¢

Or, upload file <
Job Title 091209-19_C04_guliz-B2-165-20F.ab1 950
Enter a descriptive title for your BLAST search &
] Align two or more sequences &
Choose Search Set

Database OHuman genomic + transcript O Mouse genomic + transcript & Others (nr etc.):

#»  Mucleotide collection (nrfnt) ~l| @
Organism
u.nJaL-... 1 [ Exclude £
Enter organism common name, binormial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &
Exclude ] Models (4Ma2<P) [] Environmental sample segquences

Optional

Entrez Query
Optional
Enter an Entrez query to limit search &

<

Resim 8 . Sekans analizinin internet Gzerinden yapilmasi.
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_PROGRAMS=megaBlast
&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=0n&LINK_LOC=blasthome
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4. BULGULAR
Calismaya dahil edilen Stafilokok suslarinin 37’si cerrahi birimler, 19'u
dahili bilimler, 14’0 yodun bakim, 8'’i poliklinik ve 4’0 acil servis hastalarindan izole
edilmistir. (Sekil 4)

Acil servis; 5%

Poliklinik; 10%

Sekil 4. Suslarin izole edildigi hastalarin kliniklere gére dagilimi
Suglarin izole edildikleri klinik materyallere goére dagilimi sekilde
gorulmektedir. Buna gore stafilokoklarin en sik izole edildigi 6rnek yara yeri, bunu

takiben kateter ucu olarak belirlenmigtir. (Sekil 5)

40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -
S LEF S S &S
@ \'é@* @"o‘ \}Q\Q \{;o‘ \Q}O ?SQQ\
NN F & <&
S N

Sekils. Suslarin izole edildigi klinik materyale gore dagilimi.

Mikrobiyolojik yontemlerin yani sira 16S rRNA sekans analizi ve nucA

PCR gibi molekiler yontemler ile tir dizeyinde tanimlama yapilan stafilokoklarin
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%66’s1 (n=54) S.aureus, %34’0 (n=28) KNS olarak tanimlandi. KNS olarak
tanimlanan bakteriler S. epidermidis (n=23), S. haemolyticus (n=1), S. hominis (n=1),
S. lugdunensis (n=1), S. simulans (n=1), ve S. warneri (n=1) olarak adlandiriimigtir.
(Sekil 6, 7)

11
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Sekil6. 16S rRNA ve nucA PCR jel elektroforez gorintileme 6rnekleri. M:marker, 1-11 pozitif 16S
rRNA sonuglari ve 3,5,6,7,9,10,11,12 nolu érneklerde nucA pozitifligi
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S.aureus S. epidermidis S.hemolyticus S. hominis S. lugdunensis S. simulans S. warneri

Sekil 7. Tur dizeyinde stafilokoklarin dagilimi.

S. aureus suglarinin %51’i (n=28) metisiline direngli iken %49’u (n=26)
metisiline duyarl bulundu. KNS suslarinin %50’si (n=14) metisiline direncli bulundu.
Metisiline direngli suslar S. hemoliticus, S. hominis ve S. epidermidis (n=12)

suslarindan olugmaktaydi. (Sekil 8)
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Sekil 8 . Tirlerin metisilin direncine gore dagihmi. MRKNS: Metisiline direngli KNS; MSKNS: Metisiline
duyarli KNS.
MIK degerleri ¢alisilan suslarin hi¢ birinde vankomisin ve linezolid direnci

saptanmadi. Suslarin %54.9'u (n=45) eritromisine direngli iken linkozamid direnci
%35.4 (n=29) olarak saptandi. Gentamisin diren¢ orani %45.1 (n=37), fusidik aside
direnc orani %20.7 (n=17) ve levofloksasine diren¢ orani %53.7 (n=44),

levofloksasine orta duyarli olanlarin orani %8.5 (n=7) olarak saptandi. (Sekil 9)

100,0% -
90,0% -
80,0% -
70,0% -
60,0% -
50,0% -
40,0% -
30,0% - H direngli
ig'g:’;’ i m orta duyarh
,U70 7
0,0% T :

W duyarh

Sekil 9. MiK agar diliisyon testine gére antibiyotiklere direng oranlari

Eritromisin’e diren¢li saptanan suslarin %57.7’si (n=26) S.aureus, %42.3’'U
S.epidermidis (n=17) olarak saptandi. S.hemoliticus (n=1) ve S.hominis (n=1)

eritromisine direncli saptanan diger suslardi. (Sekil 10)
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Sekil 10. Eritromisin direncine gore suslarin dagiimi. H: Hassas, D: Direngli

Eritromisine direngli suslarin %44.5’i (n=20) MRSA, %13.4’4 (n=6) MSSA,
%24.5’i (n=11) MRKNS ve %17.3’0 (n=8) MSKNS olarak tanimlandi.

Makrolid direnci olan bakterilerde D test sonuglarina gore direng fenotipleri
belirlendi. Cahlgilan suslarin %18.3'Unde (n=15) D test pozitif saptandi. %6.1’'inde
(n=5) D test negatif (MSg fenotipi) saptandi. cMLSg olan izolatlarin orani % 30.5
(n=25) idi. Suslarin %41.5’i (n=34) hem eritromisine hem de klindamisine duyarli
bulundu. Eritromisine duyarli iken sadece linkomisine direng gdsteren 3 adet sus
(%3.6) saptandi.

Tablo XVI. D test sonugclari. (Makrolid direnci olan suglarda)

Fenotip Direnc fenotipi Sayi Yuzde, %
D test (+) iIMLSg 15 18.3
Dtest (-) MSg 5 6.1
Direncli CMLSg 25 30.5
Duyarl - 34 41.5

D test sonucunda direng fenotipine gére mikroorganizmalarin tir dagilimi
su sekilde belirlendi. induiklenebilir direng gdsteren 15 susun %46.6’s1 (n=7) MRSA,
%20’si (n=3) MSKNS, %20’si (h=3) MRKNS, %13.4’0 (n=2) MSSA idi. Yapisal
direncli suslarin %48’i (n=12) MRSA, %24’0 (n=6) MRKNS, %16’s1 (n=4) MSSA ve
%12’si (h=3) MSKNS idi. MSg fenotipinde olanlarin %40’inin (n=2) MRKNS, %40’inin
(n=2) MSKNS ve %20’sinin (n=1) MRSA oldugu saptandi. (Sekil 11)
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Sekil 11. Direng fenotipine gore tirlerin dagilimi.

Tarlere gore direng fenotiplerinin dagihiminda; S.aureus suslarinin
%29.6'sinda (n=16) yapisal, %16.6’sinda (n=9) induklenebilir, %1.6’sinda (n=1) MSg
fenotipi direng goruldi. KNS suslari icin bu oranlar sirasi ile %32.1 (n=9), %21.4
(n=6) ve %14.3 (n=4) olarak bulundu.

MRSA suglarinin %25’inde (n=7) iMLSg direnci, %42.9’unda (n=12)
yapisal direng ve %3.5'inde (n=1) MSg fenotipi diren¢ belirlendi. Bu oran MSSA’da
%15.3 (n=4) yapisal direng, %7.7 (n=2) indUklenebilir diren¢ seklinde idi. MSSA
suslarinda MSg fenotipinde direng gdézlenmemistir. MRKNS suslari igin %21.4 (n=3)
indUklenebilir, %42.8 (n=6) yapisal direng, %14.3 (n=2) MSg fenotipinde direng
saptandi. MSKNS suslarinin %21.4 (n=3) induklenebilir, %21.4 (n=3) yapisal, %14.3
(n=2) MSg tipi diren¢ oranlari ile MRKNS suglarina benzer direng sergiledidi
belirlendi. (Tablo XVII)

Tablo XVII. Metisiline diren¢ durumuna gére MLSg direng fenotiplerinin dagilhmi.

Izolat E-R (% (n)) CMLS; (% (n)) | IMLSg (% (n)) | MS; (% (n))
MRSA (n=28) | 71.4 (20) 42.9 (12) 25 (7) 3.5(1)
MSSA (n=26) | 23 (6) 15.3 (4) 7.7 (2) 0
MRKNS(n=14) | 78.5 (11) 42.8 (6) 21.4 (3) 14.3 (2)
MSKNS(n=14) | 57.1(8) 21.4 (3) 21.4 (3) 14.3 (2)
Toplam 54.9 (45) 30.5 (25) 18.3 (15) 6.1 (5)
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Makrolid direnci saptanan toplam 45 adet izolata direng mekanizmalarinin

belirlenmesi i¢cin ermA, ermB, ermC, msrA PCR yapildi.

M 29 32 M

)
O P P Oe e e e ee e e e e PP ePeCcEeeEeEEE E &

™ 1
msrA

- —— - -

I ———

Resim 9. ermA, ermC ve msrA PCR igin bazi érnekler.

Mikroorganizma tipi ve bulunan direng genleri tablo XVII'de verilmigtir.
Makrolid direncgli bir S.aureus susunda diren¢ mekanizmasi belirlenememigtir. ermB
geni sadece bir S.aureus susunda bulunmustur. ermC geni tek basina S.epidermidis
suglarinda saptanirken S.aureus suslarinda ermA ile birlikte saptanmistir. Bir

S.epidermidis susunda ermA ile birlikte msrA geni de saptanmigtir.
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Toplamda ermA geninin prevalansi %32.9 (n=27), ermB %1.2 (n=1), ermC
% 7.3 (n=6), msrA %6.1 (n=5), ermA+C %4.9 (n=4), ermA+msrA %1.2 (n=1) olarak

hesaplanmigtir.

Tablo XVIII. Turlere gore direng mekanizmalarinin dagilimi.

Direng mekanizmalari

Tarler Toplam ermA ermB  ermC  msrA  ermA+C  ermA+msrA Bilinmeyen
S. aureus 26 20 1 1 3 1
S. epidermidis 17 6 6 3 1 1
S. hominis 1 1
S. haemolyticus 1 1

Fenotip ve genotip iligkisi degerlendirildigine indUklenebilir direng fenotipi
gosteren suslarin %80’inde (n=12) ermA, %13.4’unde (n=2) ermC geni saptanmistir.
ermA ve msrA genini birlikte tasiyan ve indUklenebilir direng fenotipi gosteren bir sus
tespit edilmistir. Yapisal direng fenotipi gésteren toplam 25 susun %60’1 (n=15) ermA,
%16’s1 (n=4) ermC, %16’siI (n=4) ermA+C, %4’0 (n=1) ermB geni tasimaktadir. Bir
tanesinde ise higbir direng geni saptanamamistir. D test negatif olan yani MSg

fenotipi gosteren bes susun tuminde msrA geni bulunmustur.

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% -

Bilinmeyen

HermB

B msrA

B ermA+msrA

mermA+C

HermC

HermA

iMLSB cMLSB MSB

Sekil 12. MLSg direng fenotiplerine gore genotiplerin dagilimi

Makrolid direng fenotipine gdére metisilin, gentamisin, levofloksasin ve

fusidik asid duyarhliklar tabloda verilmistir.
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Tablo XVIX. Direng fenotipine gore diger antibiyotiklerin diren¢ durumlari.

Gentamisin %(n)

Levofloksasin %(n)

Fusidik asit %(n)

Orta

direncli duyarl direncli duyarl duyarl | direngli duyarli
E-R 60 (27) 40 (18) 66.6(30) 20(9) 13.4(6) | 35.5(16) | 64.5(29)
IMLSg 40 (6 60 (9) 60 (9) 13.4(2) 26.6(4) | 26.6 (4) 73.4(11)
cMLSg | 76 (19) 24 (6) 72(18) 20 (5) 8(2) 28 (7) 72 (18)
MSg 40 (2) 60 (3) 60 (3) 40 (2) 0 100 (5) 0
E-S 27 (10) 73 (27) 31.8 (14) 71 (22) 28(1) [2.7(Q) 97.3(36)
Toplam | 45.1(37) 54.9(45) | 53.7 (44) 37.8(31) | 8.5(7) |20.7(17) | 79.3(65)

E-R: Eritromisine direngli, E-S: Eritromisine duyarli
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5.TARTISMA

Stafilokoklar hem toplum hem de hastane kaynakli infeksiyonlarda uzun
yillardan beri 6nemini kaybetmeyen mikroorganizmalardan biridir. Tiptaki gelismelerle
birlikte santral kateter, kalp kapagi, eklem protezi gibi yabanci cisim kullanimi
yayginlasmigs ve KNS’ler de sorun mikrorganizmalar arasinda yerini almigtir.
Penisilinin kesfinden bu yana stafilokoklar, ¢esitli mekanizmalarla direng gelistirerek
tedavide sorun olusturmaya devam etmektedirler. Stafilokokal infeksiyonlarin tedavisi
igin yeni antibiyotikler gindeme gelse de klindamisin gibi daha eski, ancak etkinligi iyi
olan antibiyotikler g6z 6nunde bulundurulmalidir. Hem metisiline direngli hem de
metisiline duyarl stafilokokal infeksiyonlarda klindamisin iyi bir tedavi secenedgidir.
Kan ve dokuda ulasilan konsantrasyonlarinin iyi olmasi disinda bdbrek yetmezliginde
doz ayarlamasi gerektirmemesi 6nemli bir avantajdir. Ayrica penisilin allerjisi olan
hastalarda alternatif tedavi segenegini olusturur.

Klindamisin ile tedavide dikkat edilmesi gereken nokta iMLSg direncidir.
IMLSg direncine sahip stafilokok infeksiyonlarinda klindamisin kullanimi ile klinik
basari ve basarisizliklar bildirilmistir. Linkozamid tedavisi sirasinda duyarli suglarin
yok edilmesi ile yapisal direngli suglar seleksiyona ugramaktadir. En iyi secim siddetli
infeksiyonlarda linkomisin kullanimindan kaginmaktir. (9)

indiiklenebilir klindamisin direnci makro veya mikrodillisyon veya agar
dilisyon testi gibi in vitro duyarlilik testleri ile saptanamamaktadir. Eritromisine
direncli ancak klindamisin veya linkomisine duyarl bir sus saptanirsa iMLSg direncini
saptamak igin D test uygulanmalidir. Bu sus ya erm genine ya da effluks
pompalarina sahiptir. D test negatif ise klindamisin ve linkomisin duyarli rapor edilir.
Fakat D test pozitif ise linkozamidlere direngli seklinde rapor edilir. Bir bagka segenek
ise linkozamidlere duyarh bildirip uyari notu eklemektir. (9,134)

MLSg direnci ulkeden Ulkeye, hatta ayni ulkede merkezler arasinda bile
farklilik gosterebilmektedir. Ulkemizde ve yurt disinda stafilokoklarda MLSg direng
prevalansi ve stafiloklarin gesitli antibiyotiklere direnci ile ilgili yapiimis birgok ¢alisma
mevcuttur.

Calismamizda 54 S. aureus, 28 KNS’den olusan toplam 82 susta makrolid
direnci %54.9 (n=45) olarak bulunmustur. Makrolid direnci olan suslarin %44.5’i
MRSA, %24.5’i MRKNS, %17.3'0 MSKNS ve %13.4'0 MSSA olarak belirlenmigtir. D
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test sonucunda direng fenotip oranlarimiz %30.5 cMLSg, %18.3 iIMLSg, %6.1 MSg
olarak belirlenmistir., MRSA’da cMLSg direnci %42.9, IMLSg direnci %25 ve MSg
direnci %3.5; MSSA’da cMLSg %15.3, IMLSg %7.7, MSg %0 bulunmustur. MRKNS
suslari icin oranlar cMLSg %42.8, IMLSg %21.4, MSg %14.3; MSKNS suslar icin
IMLSg %21.4, cMLSg %21.4. MSg %14.3 olarak bulunmustur.

Ulkemizde Azap ve arkadaslarinin (135) yaptiklari bir ¢calismada toplam
408 stafilokok susunda D test ile indUklenebilir klindamisin direnci arastirilmistir. 105
MRSA’nin %5.7’sinde, 111 MSSA’nin %3.6’sinda, 94 MRKNS’nin %30.8’inde, 98
MSKNS’nin %11.2’sinde iMLSg fenotipi saptanmistir. cMLSg oranlari sirasiyla %64,
%4.6, %45.8 ve %14.3 olarak bulunmustur. Ayrica D testte eritromisin yerine
azitromisin koyduklarinda sonuglarda bir farkllik gérilmemigtir.

Uyanik ve arkadaslarinin (136) yaptigi calismada 107 S. aureus susunun
57’si (%53) MRSA, 50’si (%47) MSSA olarak bulunmustur. 32 (%56) MRSA, 2 (%4)
MSSA susunda eritromisin direnci tespit edilmis ve bunlara D test yapilmistir.
MRSA'da cMLSg orani %21, iMLSg %30 ve MSg direnci %5 olarak bulunmustur.
MSSA'da %4 oraninda iIMLSg direnci saptanirken yapisal ve MSg direnci
saptanmamistir.

Delialioglu ve arkadasglarn (137) klinik orneklerden izole edilen 230
S.aureus ve 291 KNS olmak uzere toplam 521 sus ile ¢alismiglardir. S.aureus’larin
%24.3’Unun cMLSg, %7.8’inin IMLSg ; KNS’lerin ise % 40.2’sinin cMLSg , %14.7’sinin
IMLSg ve %18.2’sinin MSg fenotipi gosterdigini bulmuslardir. Diger yandan MRSA’da
%43.7 cMLSg, %5.4 IMLSg direnci bulunmustur. MSSA'da %10.7 IMLSg direnci
saptanirken yapisal ve MSg fenotipinde direng gézlenmemistir. MRKNS’lerin %53.3’U
CMLSg, %15’i IMLSg, %13.3'U MSg fenotipi gostermistir. MSKNS suslarinda ise
%18.9 cMLSg, % 14.4 iIMLSg, %26.1 MSg fenotipi gorialmustir.

Colakoglu ve arkadaslari (138) 594 S. aureus susunda iMLSg prevalansini
arastirmiglardir.  Eritromisin  direngli, klindamisin duyarl 151 susa D test
uygulamiglardir. Sonugta iIMLSg prevalansi %19.2 olarak saptanmistir. Bu orani
MRSA igin %27.6, MSSA icin %12.1°olarak bildirmiglerdir.

Trabzon’da Yilmaz ve arkadaslarinin (107) calismasinda ise 883 (%52.3)
S.aureus ve 804 (%47.7) KNS olmak Uzere 1687 sus degerlendirilmigtir. Bu suslarin
%27.5’ini MRSA, %24.8ini MSSA, %36.17'ini MRKNS ve %11.6’'sini MSKNS
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olusturuyordu. Tum suslar arasinda makrolid direnci olanlarin orani %30.9 olarak
bulunmustur. S. aureus igin makrolid direng orani %12.6, KNS ic¢in %18.3 ‘tlr. Bu
suslara D test uygulanmistir. Tum suglar arasinda iMLSg orani %21.9 ve yapisal
dire¢ orani %28.3 bulunmustur. Bu g¢alismada metisilin direngli suslarin hem yapisal
hem de induklenebilir direnci daha yuksek oranda sergiledikleri bildiriimigtir. MRSA’da
IMLSg %24.4 ve cMLSg %44.2; MSSA'da iMLSg %14.8 ve cMLSg %4.5 olarak
bulunmustur. MRKNS’de iMLSg % 25.7, cMLSg %38.3; MSKNS'de ise iMLSg %19.9
ve cMLSg %10.2 olarak bulunmustur.

Isparta’da yapilan ve 160 S.aureus ve 372 KNS iceren bir ¢alismada
makrolid direng orani %38.5 olarak bulunmustur. Makrolid direncinin %44.4 orani ile
KNS’larda daha sik gorildigu saptanmistir. TUm suslar arasinda iMLSg orani %13.9,
CMLSg orani %24.6 olarak bulunmustur. Metisilin direncine gore degerlendirildiginde
MRKNS’de %57.5, MRSA’da %49.2, MSKNS’de %29.1 ve MSSA’da %8.9 makrolid
diren¢c orani saptanmistir. cMLSg direnci MRKNS'de %45.5, MRSA’da %23.7,
MSKNS’de %14, MSSA’da %2 bulunmustur. iMLSg direnci ise MRSA’'da %25.4,
MSKNS’da %15.1, MRKNS'de %12, MSSA’'da %8.9 bulunmustur. (11)

Hastanemizde 2001 yilinda Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
dalinda Aydin ve arkadaslarn (139) tarafindan stafilokoklarin antibiyotik direnci
Uzerine yapilan bir calismada ise 274 S. aureus ve 172 KNS olmak Uzere toplam 446
sus degerlendirilmistir. Kirby- Bauer disk difuzyon yontemi ile S. aureus kokenlerinin
%10.9’u, KNS’lerin %38.8’i oksasiline direncli bulunmustur. S. aureus suslarinda
eritromisin ve klindamisin direnci sirasiyla %21.5 ve %14.8 iken; KNS'da %54.8 ve
%44.4 oraninda saptanmistir. S. aureus ve KNS’lerde direng oranlari sirasiyla
siprofloksasin igin %7.3 ve %25; fusidik asit igin %5.7 ve % 28.1 olarak bulunmustur.

istanbul’da Diler ve arkadaslar (140) tarafindan hastane ve toplum
kaynakh 1200 stafilokok susunu igeren bir ¢calisma yapilmistir. Bunlarin 816’sin1 S.
aureus, 384’Unu KNS’ler olusturmaktaydi. S. aureus susglarinin 334’0 hastane
kdkenleri olup, metisilin direnci %30; 482’si toplum kaynakli olup metisilin direnci
%11 olarak bulunmustur. KNS igin metisilin direnci hastane suslarinda %36, toplum
suslarinda %19 oraninda saptanmigtir. Disk difizyon yontemi ile MRSA’da
eritromisin direnci %56, klindamisin direnci %32; MSSA icin eritromisin direnci %14,

klindamisin direnci %13 olarak hesaplanmigtir. MRKNS'lerde eritromisin direnci %17
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ve klindamisin direnci %16 oraninda saptanmigstir. MSKNS suslarinin %24’ande
eritromisine, %17’sinde klindamisine direng saptanmistir.

Gazi Universitesinde yapilan bir calismada kan érneklerinden izole edilen
218 KNS susu ele alinmigtir. Bunlarin 84’0 (%38.5) metisiline duyarh iken 134’0
(%61,5) direngli bulunmustur. Disk difizyon yontemi ile azitromisin kullanilarak
makrolid direnci degerlendirilmistir. MSKNS ve MRKNS’de azitromisin direnci
sirasiyla %24 ve %75; Fusidik asit direnci %11 ve %39; siprofloksasin direnci %5 ve
%53; gentamisin direnci 55 ve %48 olarak bulunmustur. Metisiline direncli suslarda
duyarllara kiyasla anlamli derecede ylUksek direng oranlari saptanmistir. (141)

istanbul Universitesi'nden Aridogan ve arkadaglari, (142) yaptiklari bir
calismada sadece S.aureus suslarini iceren 144 klinik ornegin sonuglarini
bildirmislerdir. Oksasilin disk testi ile %41’i MRSA, %59’u MSSA olarak belirlenmigtir.
Eritromisin direnci MSSA’da %19, MRSA’da %64; Klindamisin direnci MSSA’da %6,
MRSA’da %45 bulunmustur. Eritromisin ve klindamisin direncli sus orani %20; MSg
fenotipi gdsteren sus orani %17 olarak bildirilmigtir.

Doganay’'in (143) Gram pozitif koklari iceren bir calismasinda suslarin
71’ini S. aureus, 97’sini KNS, digerlerini enterokok ve streptokoklar olusturmaktaydi.
S. aureus igin metisilin direnci %23.9, KNS igin %38.8 bulunmustur. S.aureus’da
eritromisin  %37.5, klindamisin %9.6 ve S.epidermidis’de eritromisin %74.7,
klindamisin %48.7 oraninda direncli bulunmustur.

Yurdakul ve arkadaslarinin (144) calismasinda hemokdltirlerden izole
edilen 30 adet S. aureus susunda antibiyotik duyarhliklari disk difizyon yéntemi ile
arastinimistir.  Suslarin  doérdi  (%13.3) MRSA, 26’si (%86.7) MSSA olarak
belirlenmistir. Bu ¢calismada saptanan eritromisin direnci %39.9 olarak bulunmustur.

MLSg direncinin arastirildigi baska bir calismada 161’i MRSA, 58’i MSSA
olan toplam 219 S. aureus susunda, disk difiizyon testinde eritromisin direnci
gorulenlere D test yapilmistir. cMLSg MRSA’'da %62.1, MSSA'da %6.8; iIMLSg
oranlart MRSA'da %27.9, MSSA'da %6.8, MSg fenotipi MRSA'da %3.7, MSSA’da %
3.4 olarak bulunmustur. Fusidik asit duyarliigi MRSA ve MSSA’da sirasiyla % 78.2
ve %89.6, siprofloksasin duyarlihdr %3.1 ve %93.1, gentamisin duyarlligi %6.2 ve
%96.5 bulunmustur. Metisilin direngli kdkenlerde hem MLSg direncinin hem de diger

antibiyotik direnclerinin daha fazla oldugu dikkati gekmektedir. (145)
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Bizim galismamizda gentamisin direng orani %45.1, fusidik aside direng
orani %20.7 ve levofloksasine direng orani %53.7, orta duyarh olanlarin orani %8.5
olarak saptandi. Bazi calismalarla benzer sonuglar olsa da gentamisin ve
levofloksasin direng oranlarinin yliksekligi dikkat cekmistir. Hastanemizde stafilokokal
infeksiyonlarin tedavisinde fusidik asit alternatif bir segenek olarak dusunulebilir.
Calismamizda vankomisin ve linezolid direnci olan sus saptanmamigstir. Tedavide bu
antibiyotikler secilirken direng geligsiminin dnlenmesi konusu goz 6nune alinmalidir.

Tunus’ta yapilan bir calismada hematolojik malignitesi olan ndétropenik
hastalarin kan ve kateter kiltlrlerinden elde edilen S. epidermidis izolatlarinda
makrolid direnci arastiriimistir. Agar dilisyon metodu ile eritromisine %62,
linkomisine %60, oksasiline %51, gentamisine %61, teikoplanine %6.5 direng
saptanmistir. Metisiline direngli olanlar %82 eritromisine, %79.5 klindamisine direngli;
metisiline duyarli olanlar ise %39.5 eritromisine, %16 klindamisine direngli
bulunmustur. Metisiline direngli olanlarin MLS antibiyotiklere daha yuiksek oranda
direncli olduklari goralmustar. (146)

Yunanistan’da 2002- 2004 vyillari arasinda vyapilan bir c¢aligmada
MRSA’larda cMLSg direnci %47, iMLSg direnci %15; MSSA’larda ise %13 cMLSg,
%20 iIMLSg direnci bulunmustur. (12)

Guney Kore’de 2004 yilinda yapilan bir calismada MRSA’'da cMLSg %79,
IMLSg %4 oraninda saptanirken; MSSA’da cMLSg %6 ve IMLSg %9 olarak
saptanmistir. MRKNS suslarinda %33 cMLSg, %30 iMLSg saptanirken MSKNS
suslarinda cMLSg %9 ve iIMLSg %21 oranlarinda bulunmustur. (147)

Reyes ve arkadaslari (148) yedi farkli Kolombiya hastanesinden ug¢ yillik
sure iginde S. pneumoniae, S. aureus, KNS ve enterokoklari iceren Gram pozitif
koklarda makrolid direncini incelemislerdir. Orneklerin 348’ S. aureus, 175’i KNS idi.
S.aureus’ta eritromisin direnci %58 ve klindamisin direnci %57 idi. MRSA’da
eritromisin direnci MSSA suslarina oranla daha yuksek bulunmustur. (%97’ye karsi
%5.7) Eritromisin direngli 195 MRSA’nin timinin cMLSg fenotipinde oldugu
gorulmastir. KNS’de eritromisin ve klindamisin direng prevalansi sirasiyla %63.4 ve
%45.1 idi. Diger calismalara benzer sekilde metisiline direngli kdkenlerde daha
yuksek direng oranlari bulunmustur. Baskin fenotip cMLSg (%71.2) iken iIMLSg direng

orani %10.8 ve MSg direng fenotipi %18 olarak bildirilmistir. Direng oranlarinin diger
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ulkelere gore ve metisilin direnglilerde duyarlilara gore belirgin sekilde yuksek oldugu;
bu nedenle klindamisinin hastane kokenli MRSA infeksiyonlarinda etkin bir segcenek
olamayabileceg@i yorumu yapiimigtir.

Brezilya’da 2007 yilinda Perez ve arkadaslar (149) hastanede yatan
hastalarin kan kalturlerinden elde edilen 200 KNS susu ile bir calisma
duzenlemiglerdir. Tum izolatlarin %66.5’i oksasiline direngli bulunmustur. Eritromisine
direngli sus orani %63, orta duyarl olanlarin orani %3.5 ve klindamisine direngli
olanlarin orani %53.5, orta duyarli olanlarin orani %1 olarak belirlenmistir.
Eritromisine direngli, klindamisine duyarli fenotipe sahip sus sayisi 27 (%13) olarak
saptanmigtir. Bunlara D test yapilmis ve sadece 5’inde (%18.5) pozitif bulunmustur.
Diskler 10 ve 15 mm ara ile yerlestirildiginde testin daha belirgin oldugu saptanmistir.

Ciraj ve arkadaslari (150) tarafindan Hindistan’da yapilan bir ¢calismada
degerlendirilen 244 stafilokok susunun 150’si (%61.5) S. aureus, 94U (%38.5) KNS
olarak tanimlanmistir. Bu suslarin %32’sinde (78 sus) eritromisin direnci saptanmig
ve bu suglara D test uygulanmigtir. Tim suslar icinde iIMLSg oranini %13.1(n=32),
cMLSg oranini %3.3(n=8) bulmuslardir. iMLSg direnci olanlarin 16’'st MSSA, 10’u
MRSA, 6’si MSKNS suslarindan olusmaktaydi. cMLSg direnci gdsteren 8 susun
4’0n0 MRSA ve diger 4’Unu MRKNS suslari olusturmaktaydi.

Schreckenberger ve arkadaslari (151) sehir merkezi ve banliydde olmak
uzere iki farkh hastanede IMLSg direncinin insidansini arastirmiglardir. Hastanelere
gore insidanslari MRSA igin %7 ve %12, MSSA i¢in %20 ve %19, KNS igin %14 ve
%35 oraninda bulmuslardir. Bu insidans farkliliklarina dayanarak stafilokoklarda
klindamisin duyarliik sonucu verirken D testinin yapilmasinin gerekliligini
vurgulamiglardir.

Chaieb ve arkadaslan (152) diyaliz sivilari ve ignelerinden izole ettikleri
KNS’lerle yaptiklari ¢alismalarinda ATB Staph kit kullanarak eritromisine %34.4,
linkomisine %40.6, penisiline %93.8, tetrasikline %68.7, gentamisine %15.6, fusidik
asite %46.9, teikoplanine %31.3 oraninda direng saptamiglardir.

Tdim gahigmalar gdzden gegcirildiginde cMLSg direnci, iMLSg direncine
kiyasla daha yuksek oranlarda saptanmistir. Metisiline direncli suslarin, duyarli
olanlarla karsilastirildiginda daha yuksek direng oranlarina sahip olduklari

gozlenmektedir. Metisilin direng genlerini tagiyan genetik elemanlarin diger antibiyotik
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diren¢ genlerini de beraberinde tagsimasi ile bu durum agiklanabilir. MSSA suslarinin
genel olarak en duyarli grup oldugu goze ¢carpmaktadir.

Diger calismalardan farkh olarak calismamizda, MLSg direnci gdsteren
suslarda diger antibiyotiklere diren¢ durumu da degerlendirilmistir. Makrolid direnci
olmayan grupta gentamisin, levofloksasin ve fusidik asite yuksek oranlarda duyarlilik
mevcuttur. Makrolid direnci olan grupta ise gentamisin ve levofloksasin direng
oranlari da yuksek iken fusidik asit diren¢g oraninda artis goézlenmemistir. iIMLSg
direnci olan grupta levofloksasin disinda direnc¢ oranlarinda bir artis saptanmamistir.
cMLSg direnci olan grupta gentamisin ve levofloksasin direncinin; MSg direnci olan
grupta levofloksasin ve fusidik asit direncinin de fazla oldugu goérilmektedir. Genel
olarak bakildiginda MLSg direnci mevcut olan suslarda 6zellikle cMLSg direnci s6z
konusu ise, her ne kadar etki ve diren¢ mekanizmalari farkli olsa da diger
antibiyotiklere artmig direng¢ oldugu gorulmektedir.

Baskin fenotip bizim calismamizda diger calismalara benzer sekilde
CcMLSg direncidir. S.aureus suslarinda metisilin direnci olanlarda hem yapisal hem de
induklenebilir direng oranlari metisilin duyarh olanlara gore daha yuksek oranlarda
saptanmigtir. KNS suslarinda ise hem metisilin direngli hem de duyarli olanlarda tg¢
direnc fenotipi de birbirine benzer oranlarda bulunmustur. Metisilin direncgli suslarda
MLSg direng oranlarinin daha ylksek duzeylerde saptanmasi linkozamid grubu
antibiyotiklerin glikopeptip grubu ve diger yeni grup antibiyotiklere alternatif olma
olasihgini azaltmaktadir. Buna karsin, klindamisinin ucuz olmasi diginda hem
parenteral hem de oral uygulanabilir olmasi nedeniyle iyi bir segenek oldugu
digunulecek olursa, D testinin tum antibiyogramlarda mutlak uygulanma gerekliligi
ortaya ¢ikmaktadir.

Calismamizda MLSg direng genlerinin prevalansi da arastiriimigtir. ermA
geninin prevalansi %32.9, ermB %1.2, ermC % 7.3, msrA %6.1, ermA+C %4.9,
ermA+msrA %1.2 olarak bulunmustur. Baskin genotip hem S. aureus hem de KNS
suslarinda ermA-dir.

Bouchami’'nin (146) ¢alismasinda toplam 77 S. epidermidis susunun 34’0
eritromisine direncli bulunmus ve bunlarda direng genleri arastiriimigtir. En sik ermC
(%53), takiben ermA (%32) ve msrA  (%15) iken ermB ve mefA genleri

saptanmamistir. ermA veya ermC tasiyanlarda eritromisin MiK degerlerinin msrA
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tasiyanlardan yuksek oldugu gozlenmigtir. Bu g¢alismada MLSg fenotip ve genotipi
arasinda %100 korelasyon bulunmustur.

KNS susglari ile yapilan baska bir g¢alismada makrolid direng genleri
arastirnimistir. 32 susun %12.5’i ermA, %31.3'0 ermB, %53.1’inin ermC ve %68.8’inin
msrA geni tasidigi saptanmistir. mef geni tasiyan sus saptanmamistir. ermC geni
tasiyan ancak eritromisine duyarli 11 sus bulunmustur. Konvansiyonel yontemlerin
antibiyotik direncini saptamada yetersiz kalabilecedi veya direng genlerinin
saptanamayan klguk plazmidlerde olabilecegi 6ne surtlmustir. (152)

Reyes ve arkadaglarinin (148) calismasinda eritromisin direngli 195
MRSA’'nin timinin cMLSg fenotipinde oldugu ve 153 susun ermA, 38’inin ermC,
dordinin ermA+ msrA tasidigi bulunmustur. KNS suslarinda PCR ile izolatlarin
2%63.1’'inin ermC, %9unun ermA, %16.2’sinin msrA ve %1.8’'inin ermA+ msrA,
%9.9’'unun ermC+ msrA tasidigi bulunmustur. Her iki tirde baskin fenotipin cMLSg
ve baskin genlerin ermA ve KNS’de ermC oldugu sonucuna varilmistir.

Japonya’da yapilan bir calismada MRSA izolatlarinda yapisal direng
fenotipinin ve ermA geninin baskin oldugu (%95 MRSA ve %53.3 MSSA); MSSA
suslarinda ise iMLSg fenotipinin(%94) ve ermC’nin (%42) agirlikta oldugu rapor
edilmigtir. (6)

Almanya’da Gatermann ve arkadaslari (7) makrolid direng genlerini
arastirdiklari calismada sadece KNS suslarini ele almiglardir. Siklik sirasina gére en
sik ermC (%65.6) ve msrA (%23.6), ermA (%5.3) ve ermB (%2.3) bulunmustur. Diger
calismalarin aksine KNS’de yapisal direng fenotipini en sik bulmuslardir.

italya’da makrolid direncli 100 stafilokok susunda ermA, ermC ve msrA
genleri arastinlmistir. S. aureus suslarinda IMLSg olanlarda ermC ve cMLSg
olanlarda ermA geninin baskin oldugu saptanmigtir. KNS suslarinda ise ermC
hakimiyetini gézlemislerdir. (153) Bizim c¢alismamizda oldugu gibi MSg fenotipinde
olan tum suslarda msrA genini bulmuslardir. cMLSg ve iIMLSg olanlarin timinde ise
erm genlerinden birini bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda cMLSg olan bir S. aureus
susunda diren¢ mekanizmasi belirlenememigtir. Bizim c¢alismada saptanmayan
ermC+ msrA gen kombinasyonu bu galismada KNS suslarinda saptanmigtir. Bizim
calismamizda indUklenebilir dirence sahip bir S. epidermidis susunda ermA+ msrA

gen kombinasyonu bulunmustur.
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Yirmi dort Avrupa universite hastanesinden eritromisin direngli 851 S.
aureus susu ermA, ermB, ermC, msrA/B, ereA ve ereB genleri agisindan PCR ile
incelenmigtir. En sik ermA (%67), takiben ermC (%23) ve msrA/B (%6) bulunmustur.
Metisilin direncli kdkenlerde ermA, metisilin duyarlilarda ise ermC baskindir. cMLSg
suslarda ermA, iMLSg fenotipi sergileyenlerde de ermC hakimiyeti gdézlenmistir. Bizim
calismamizdan farklh olarak msrA/ msrB geni sadece MSSA kdkenlerinde
saptanmigtir. Makrolid inaktivasyon geni kodlayan ereB geni %1 oraninda cMLSg
fenotipi sergileyen MRSA izolatlarinda bulunmustur. ermA+ermC kombinasyonu %3
oraninda saptanmigtir. (154)

Stafilokoklarda MLSg direncinin genetik mekanizmalar ile ilgili tlkemizde
yapilan yayinlar aragtirildiginda U¢ adet yayina ulasiimistir.

istanbul’da Aktas ve arkadaslarinin (155) ¢alismasinda eritromisin direncli
78 KNS, 24 S. aureus susunda eritromisin direncinin prevalansi ve genetik
mekanizmalari arastiriimistir. KNS suslarinin en sik (%57.8’i) yapisal, %20.6
indUklenebilir, %21.6 MSg fenotipi sergiledigi; PCR ile %78.2’sinin ermC, %8.9’unun
ermA, %6.4’unuin ermB ve %11.5’inin msrA genini tasidigi gosterilmigtir. S. aureus
suslarinda yapisal fenotipin daha sik saptandigini ve yine ermC’nin en sik oldugunu
rapor etmiglerdir. Bizim ¢alismamizda ise ermA geni en siklikla bulunan gendir.

Ankara’dan Saribas ve arkadaslarinin (156) calismasinda 122 MLSg
direncli S. aureus izolatinda erm genlerinin prevalansi arastiriimistir. Yetmis sekizi
yapisal. 44’0 indUklenebilir direng gosteren suslarda baskin genotipin ermA+ ermC
oldugu bulunmustur. MSSA izolatlarinda iMLSg fenotipi ve ermC geninin, MRSA'da
ise cMLSg fenotipi ve ermA+ ermC genotipinin 6n planda oldugu gorulmustar.

istanbul’da yapilan diger bir calismada ise metisiline direncli 28’i KNS, 28’
S. aureus olan 56 susta ermA ve ermC genleri arastiriimistir. MRSA’ da %71.4 ermA
geni daha siklikta goérulirken, ermC geni S. aureus ve KNS suslarinda %64.3
oranlarinda gorulmagtar. (114)

ermA ve ermC, tipik olarak stafilokokkal gen siniflaridir.(9) Yapilan
calismalarda genel olarak ermC geni fazla iken bizim ¢alismamizda farkh olarak

ermA geni hakimiyeti mevcuttur.
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6. SONUG VE ONERILER

MLSg direng fenotiplerinin ve bunlara neden olan genetik mekanizmalarin
ulkeler, sehirler hatta ayni sehirde hastaneler arasinda bile farklihk gosterdigi yapilan
calismalarda gorulmektedir. Bu nedenle her merkez kendi direng profilini ortaya
ctkarmali ve empirik antibiyotik tedavi segiminde bu durumu g6z 6niane almahdir.

Diren¢ fenotipini saptamada D test yapilmasi kolay, maliyeti az olan bir
yontemdir. Rutin duyarlilik testi icin disk diflzyon metodu kullaniliyorsa, ayni esnada
eritromisin ve klindamisin diskleri yan yana vyerlestirilerek D test de kolayca
uygulanabilir. Boylece eritromisin ve klindamisin direngleri yani sira MLSg direnci olup
olmadigi, varsa hangi tipte direng oldugu belirlenebilir. Klindamisini dogru ve etkin
sekilde kullanabilmek i¢in D testi mutlaka uygulanmalidir.

Bizim calismamizda 82 adet stafilokok susu degerlendirildi. 54 adet S.
aureus disinda, 23 S. epidermidis, bir S. haemolyticus, bir S. hominis, bir S.
lugdunensis, bir S. simulans ve bir S. warneri olmak Uzere 28 KNS tanimlandi.
Suslarin 28’'i MRSA, 26’s1 MSSA, 14’0 MRKNS ve 14’0 MSKNS idi. Eritromisin direng
orani %54.9 (n=45 sus) idi. Makrolid direnci olan grupta gentamisin ve levofloksasin
direnc oranlarinin da yuksek oldugu gd6zlendi. Metisiline direncli olan suslarda MLSg
direncinin daha yuksek oranda oldugu saptandi.

D test yapildiginda induklenebilir MLSg direnci %18.3, yapisal MLSg
direnci %30.5, MSg fenotipi % 6.1 olarak belirlendi.

PCR yontemi diren¢ genlerinin saptanmasi igin altin standart bir
yontemdir. Kisa surede sonug¢ alinmasi avantajli yanidir. Ancak her laboratuarda
olmamasi, deneyimli personel ve ekipman gereksinimi de dezavantajlaridir.

16S rRNA, metisilin direnci ve makrolid direng genlerinden bazisi bu
calismamizda PCR ile arastinimistir. Toplamda ermA geninin prevalansi %32.9,
ermB %1.2, ermC % 7.3, msrA %6.1, ermA+C %4.9, ermA+msrA %1.2 olarak
hesaplanmigtir. D test ile pompa sistemine bagli ve klindamisin aktivitesini
etkilemeyen direng fenotipi (MSg fenotipi) ile direng mekanizmasi (msrA varligi) %100
oraninda dogru tespit edilmistir.

Ulkemizden direng genlerinin durumu ile ilgili az sayida yayin olmasi bu

konu Uzerinde daha fazla galigma yapilmasinin gerekliligini ortaya koymaktadir.
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7. OZET

Klinik Orneklerden izole Edilen Stafilokoklarda Makrolid- Linkozamid-

Streptogramin B Direncinin Fenotipik ve Genotipik Yontemlerle Arastiriimasi

Amag: Kilinik orneklerden izole edilen stafilokoklarda, MLSg direng

fenotipinin ve direngten sorumlu genlerin arastiriimasi amacglanmistir.

Yontem: Mikrobiyolojik yontemler ve 16S rRNA sonuglarina gore
stafilokok olarak tanimlanan suslar galismaya alinmistir. MiK agar dillisyon yontemi
ile eritromisin ve klindamisin yani sira vankomisin, linezolid, gentamisin, levofloksasin
ve fusidik asit duyarhliklari belirlenmistir. MLSg direncini fenotipik olarak saptamak
icin D test yapilmis ve suslar induklenebilir MLSg yapisal MLSg MSg ve duyarli olarak
belirlenmistir.  Eritromisine direngli olan suslarda, direng mekanizmalarinin

saptanmasi igin PCR ile ermA, ermB, ermC ve msrA genleri arastirilmistir.

Bulgular: Elli dort S. aureus ve 28 KNS olmak Uzere toplam 82 sus
calismaya alinmigtir. Metisilin direncine gore 28 sus MRSA, 26 sus MSSA, 14 sus
MRKNS ve 14 sus MSKNS olarak tanimlanmistir. MIK agar dillisyon testine gore
direng oranlari eritromisin %54.9, linkozamid %35.4, gentamisin %45.1, fusidik asid
%20.7 ve levofloksasin %53.7 olarak saptanmigtir. D test sonucunda en ylksek
oranda yapisal MLSg direnci bulunmustur. 25 susta yapisal MLSg direnci (tum
suslarin %30.5’i, makrolid direnclilerin %55.5’i). 15 susta indUklenebilir MLSg direnci
(tm suslarin %18.3'G. makrolid direnglilerin  %33.3’0G). 5 susta MSg direnci
saptanmigtir. MSg direnglilerin timinde PCR ile msrA geni bulunmustur. Toplamda
ermA geninin prevalansi %32.9. ermB %1.2, ermC % 7.3, msrA %6.1 saptanmistir.
Gen kombinasyonu olarak ermA+C %4.9. ermA+msrA %21.2 oraninda bulunmustur.

Bir susta diren¢ mekanizmasi belirlenememistir.
Sonug: Rutin duyarlihk testleri ile belirlenemeyen induklenebilir MLSg

direnci D test ile kolaylikla belirlenebilir. Bunun sonucunda stafilokokal

infeksiyonlarda iyi bir secenek olan klindamisin kullanimina daha dogru sekilde karar
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verilebilir. Diren¢ genlerinin saptanmasi i¢in hizli sonu¢ veren bir yontem olan PCR

kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Stafilokok, MLSg direnci, D test, ermA, ermB, ermC,
msrA.
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8. INGILiZCE OZET (SUMMARY)

Investigation of Macrolide- Lincosamide- Streptogramin B resistance in clinical

staphylococ isolates by phenotypical and genotypical methods

Purpose: The purpose of the present study was to determine the type and
the responbible genes for the MLSg resistance in Staphylococci isolated from clinical

samples.

Methods: The isolates were identified to the species level using
microbiological methods and 16S rRNA sequencing. Resistance rates for
erythromycin, clindamycin, vancomycin, linezolid, gentamycin, levofloxacin, fusidic
acid were determined with MIC agar dilution method. MLSg resistance phenotypes
were investigated by the D test. PCR was used to detect the presence of ermA,

ermB, ermC and msrA genes in erythromycin resistant isolates.

Results: The study included 82 staphylococcal clinical isolates consisting
of 54 S. aureus (28 MRSA and 26 MSSA) and 28 coagulase negative staphylococci.
(14 MRCoNS and 14 MSCoNS) Resistance rates were as follows; clindamycin
35.4%, gentamycin 45.1%, fusidic acid 20.7% and levofloksasin 53.7%. The most
frequently detected resistance phenotype among the total staphylococcal isolates
was the constitutive type. Of 82 isolates, 54.9% were resistant to erythromycin;
30.5% (25 strains) of the isolates exhibited a constitutive phenotype (CMLSg)
whereas 18.3% (15 strains) expressed an inducible resistance phenotype (iMLSg).
Five strains showed MSg phenotype. All of the five isolates with MSg phenotype
harboured msrA gene. The prevalence of resistance genes were as follows; ermA
32.9%, ermB 1.2%, ermC 7.3% and msrA 6.1%. Gene combinations of ermA-ermC
was 4.9% and ermA-msrA was 1.2%. In one strain resistance mechanism could not

determined.

Conclusion: Inducible MLSg resistance which can not be determined with

routine susceptibility tests can be determined easily by the D test. As a result the use
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of clindamycin which is a good option for staphylococcal infections can be decided
more accurately. For detection of resistance genes a PCR method that provides

rapid results can be also used.

Key words: Staphylococci, MLSg resistance, D test, ermA, ermB, ermC,

msrA.
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10. EKLER

EK 1: Tris- Borik asit- EDTA (TBE) tamponu 5X Hazirlanmasi

Trisbaz................... 54 g 800 ml deiyonize suda ¢ozulur

Borik asit.................. 27,59 Son hacim 1000 ml ye tamamlanir.

0,5 M EDTA ph 8,0... 20 ml

0,5 M EDTA: 186,1 G Na-EDTA + 800 ml deiyonize su. Manyetik karigtirici
Uzerine konan karigima tedrici olarak NaOH pelletleri eklenir. NaOH eklenmesi ile
birlikte EDTA ¢ozlUlmeye baslar. pH kontrol edilerek ¢ozelti 1000 ml'ye tamamlanir.

Otoklavda steril edilir.

EK 2: Loading Dye Hazirlanmasi
4 g sukroz + 2,5 mg bromophenol blue + 6 ml Tris- EDTA (TE) tamponu
icerisinde ¢ozulur. TE tamponu ile hacim 10 ml ye tamamlanir.
Tris- EDTA tamponu pH 8,0 10X : Tris HCI (istenilen pH da) 10 ml
EDTA pH 8,0 2 ml
Deiyonize su 88 ml

1X TE: 1 birim 10X TE ¢o6zeltisi 9 birim deiyonize su ile kartistirilir.

EK 3: Marker hazirlanmasi

30 pl Lambda DNA (Fermentas® 0,3 ug/l )

30 pl Pstl buffer (Fermentas®)

4 ul Pstl

236 pl distile su

37°C de 1 saat inkubasyon. Sonrasinda 30 pl 6X loading dye eklenir.

EK 4: Etidyum Bromiir Stok

Deiyonize su iginde 10 mg/ml konsantrasyonunda hazirlanir. (1 g etidiyum
bromur + 100 ml deiyonize su) Manyetik karigtiricida kanstinilir.  SolUsyonun
bulundugu sise alimtnyum folyo ile sarilmali ve 4°C de saklanmalidir. Mutajenik bir
kimyasaldir. Cevre kontaminasyonu olmamasina dikkat edilmeli ve eldiven ve maske

kullaniimalidir.
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