T.C.
ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
MiK- YL-2011-0001

METISILIN DiRENCIii Staphylococcus aureus
SUSLARININ MOLEKULER TIiPLENDIRMESI

Biyolog Zeynep ERDEM

DANISMAN
Dog. Dr. Siiheyla TURKYILMAZ

AYDIN - 2011



T.C.
ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
MiK- YL-2011-0001

METISILIN DIRENCLI Staphylococcus aureus
SUSLARININ MOLEKULER TiPLENDIRMESI

Biyolog Zeynep ERDEM

DANISMAN
Dog. Dr. Siiheyla TURKYILMAZ

AYDIN - 2011



T.C.
ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTIiTUSU MUDURLUGU’NE

AYDIN

Mikrobiyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Programi o6grencisi Zeynep ERDEM

(13

tarafindan hazirlanan “ Metisilin Direncli Staphylococcus aureus Suslarmin Molekiiler

Tiplendirmesi” bashklh tez, ........................... tarithinde yapilan savunma sonucunda

asagida isimleri bulunan jiiri tiyelerince kabul edilmistir.

Unvani, Ad1 ve Soyadt: Universitesi: Imzas:

(Bagkan)...........cooooeeees e,

Jiri tuyeleri tarafindan kabul edilen bu yiiksek lisans tezi, Enstitii YOnetim

Kurulunun....................... Sayili karartyla..................... tarithinde onaylanmistir.

Unvani, Ad1 Soyadi

Enstiti Mudura



ONSOZ

Stafilokoklar 100 yildan daha uzun bir siiredir 6nemli enfeksiyon sebeplerinden biri
olarak tip diinyasin1t mesgul etmektedir. 1960 yilinda stafilokoklar tarafindan {iretilen
penisilini parc¢alayan enzimlere (penisilinaz) dayanikli semisentetik bir penisilin olan metisilin
gelistirilmistir. Bu sayede, stafilokok infeksiyonlarinin tedavisinde ikinci biiyiik basar1
kazanilmistir. Ancak bu basarinin iizerinden heniiz bir yil gegmisken (1961), stafilokoklarda
metisilin direnci tanimlanmis ve 1970’11 yillarin sonu ile 1980’11 yillarin baslarindan itibaren
de Metisilin diren¢li Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinda ¢oklu antibiyotik direnci
ortaya ¢ikmaya baslamistir. Glinlimiizde diren¢ sorununun giderek yayginlasmasi ile birlikte
MRSA tiim diinyada oldugu kadar yurdumuzda da hem insanlarda hem hayvanlarda ciddi bir
sorun haline gelmistir.

Molekiiler tiplendirme teknikleri, epidemik hastaliklara neden olan Staphylococcus
aureus suslarmin yayilimini izlemek i¢in kullanilmistir. Bunlar arasinda pulsed- field gel
electrophoresis (PFGE), Stafilokokal protein A (spa) dizi tiplendirme ve ¢ok lokuluslu sekans
tiplemesi (MLST) ayrica Staphylococcus aureus suslarinin hastane mi toplum kaynakli mi1
oldugunu anlamamizi saglayan Staphylococcal Kaset Kromozom mec (SCCmec)
tiplendirmesidir. Bu molekiiler tiplendirme teknikleri yiiksek ayrim giiciine sahiptir.

MRSA enfeksiyonlarinin kontrol ¢cabalarmin basaris1 biiylik dlciide, etkenin tespiti ve
klonal ozellikleri, muhtemel bulas kaynagi ve tasiyicilar ile bulas yolu gibi lokal
epidemiyolojik Ozelliklerin tespitine baglidir. MRSA suslarmin klonal iligkilerinin tespitinde
PFGE altin standart olarak kabul edilmistir. Son derece yiiksek ayirim giiciine sahip olan bu
yontemin uzun siirede sonu¢ vermesi pahali ekipmanlara ihtiya¢ duymasi gibi problemlere
sahip oldugu bilinmektedir. Son yillarda klonal iliski tespitinde yapisal enzimlerin
iretimindeki polimorfizmi dikkate alan Cok lokuluslu enzim elektroforezi (MLEE),
genomdaki rastgele bolgelerin amplifiye edildigi; RAPD-PCR ve yapisal genlerin genomik
analizini dikkate alan MLST ve SCCmec multiplex PCR gibi molekiiler temelli yontemler
kullanilmistir. MLST; Maiden ve arkadaslar1 tarafindan 1998 yilinda, gen {iriinlerinin yerine,
korunmus metabolik faaliyetlerden sorumlu (housekeeping) genlerin dizilerinin
karsilagtrmasma yonelik yaklagimi ileri siirmiislerdir. Bu yontemde, yedi farkli yapisal
metabolik genin yaklasik 50 bp parcalarmin dizi analizi yapilmakta ve elde edilen her bir
allele bir kod verilerek, her kdken i¢in bir dizi tipi (sequence type, ST) saklanarak, diinyanin
herhangi bir bolgesinden elde edilen diger kokenlerle karsilastirilabilmekte ve global
epidemiyolojik caligmalar agisindan onemli bilgi ve hizli islem avantaji saglamaktadir.
Tekrarlayan tinitelerdeki tek lokuluslu DNA sekansina dayanan spa geni, MRSA suslarinin
tiplendirilmesinde oldukca gilivenilir, dogru ve ayrimi saglayan bir yontemdir. Son yillarda
yapisal genlerden olan ve genomik polimorfizmin en sik goriildiigii spa dizi analizi ile MRS A
suslar1 arasindaki klonal iliskinin PFGE kadar duyarli tespit edilebildigi, ancak yontemin
PFGE’ine gore, daha ucuz ve hizli sonu¢ veren bir yontem oldugu gosterilmis, lokal
epidemiyolojik bilgi olusturulmasi ve hastane enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde spa-dizi analizi
sonuglarina dayali bilginin son derece yararli oldugu ileri siiriilmiistiir. MLST ve spa dizi
tipleme metotlariin yardimu ile elde edilen sonuclarin tasinabilmesi, karsilastirmaya uygun
olmasi ve tekrarlanabilmesi bakimmdan PFGE’ye gore avantajli oldugu kabul edilmektedir.
PCR temelli SCCmec tiplendirmesi ise; hastane ve toplum kokenli suslarin ayirimmda 6nem
kazanmustir.



Yurdumuzda veteriner sahada molekiiler tiplendirme yontemleri (PFGE, spa, MLST
ve SCCmec) kullanilarak yapilan calisma sayist yok denecek kadar azdir. Bu caligmada
sigirlardan ve sektor ¢alisanlarindan izole edilen 12 adet MRSA susu SCCmec, PFGE, MLST,
spa dizi tiplendirme yontemleri ile genotipik olarak incelenmis ve PFGE yontemi ile suslar
arasindaki klonal iliski, SCCmec yontemi ile suslarin hastane ya da toplum kokenli olup
olmadiklarmin belirlenmesi, MLST ve spa dizi tiplendirme yontemleri ile ise izolatlarimizin
diinyadaki epidemiyolojik dagilimlarmnin ortaya konulmasi amaglanmistir.

Bu arastirma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (VTF
11035 no’lu proje) tarafindan desteklenmektedir.
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1. GIRIS
1. 1. Tarihce

Stafilokoklarin, fare ve kobaylarda hastalik yaptigi 1881 yilinda Alexander Ongston
tarafindan gosterildikten sonra, ilk kez 1898 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanmis ve o
zamandan bu yana yaklasik 100 yildan daha uzun bir siiredir 6nemli enfeksiyon etkenlerinden

biri olarak tip diinyasini mesgul etmektedir (Boyce 1994, Haznedaroglu 2009).

Stafilokoklar o donemlerde insanlarda tedavisi giic, ¢ok agir seyreden Olimciil
enfeksiyonlara sebep olmaktaydi. Alexander Fleming’in 1928 yilinda penisilini bulmasmni
takiben 1940 yilinda bu antibiyotigin kullanima bagslanmasi ile birlikte stafilokokal
enfeksiyonlarinin tedavisinde 6nemli basarilar saglanmistir. Bununla birlikte, penisilinin
yaygin kullanimi sonucunda, penisilini etkisizlestiren stafilokok tiirleri ortaya c¢ikmustir.
Stafilokoklarda penisilin direnci 1940’11 yillarin ortalarindan itibaren giderek artmustir,
1950’11 yillarda penisilinin yani sira tetrasiklin, eritromisin ve streptomisin gibi antibiyotiklere

de direng gelisimi gézlenmistir (Boyce 1994, Wenzel 1998, Haznedaroglu 2009).

1960 yilinda stafilokoklar tarafindan dretilen penisilini pargalayan enzimlere
(penisilinaz) dayanikli semisentetik bir penisilin olan metisilin gelistirilmistir. Bu sayede,
stafilokok enfeksiyonlarmin tedavisinde ikinci biiyiik basar1 kazanilmistir. Ancak bu basarinin
iizerinden heniiz bir y1l gecmisken, 1961 yilinda stafilokoklarda metisilin direnci tanimlanmig
ve 1970’11 yillarin sonu ile 1980°li yillarin baslarindan itibaren de metisilin direncli
Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinda ¢oklu antibiyotik direnci ortaya c¢ikmaya
baglamistir. Giiniimiizde diren¢ sorununun giderek yaygimlasmasi ile birlikte MRSA tiim
diinyada oOzellikle hastane enfeksiyonu salginlarina yol agan ¢ok ciddi bir sorun haline

gelmistir (Boyce 1994, Wenzel 1998, Haznedaroglu 2009).



Hayvanlarda ilk MRSA izolasyonu 1972 yilinda mastitisli sigirlardan elde edilirken,
bunu 1988 yilinda kedi ve 1989 yilinda kopek izolasyonlar1 izlemistir. Daha sonra diinyanin
pek cok yerinde izolat sayisinin artmasi ile MRSA enfeksiyonlarinin hayvanlarda da 6nemli
bir sorun olmaya basladig1 goriilmiistiir (Leonard ve Markey 2008, Morgan 2008). MRSA
suslarmimn artik insan ve hayvanlar arasinda bulasabildigi bildirilmektedir (Juhasz-
Kaszanyitzky ve ark. 2007, Morgan 2008). Hem mastitisli sigirlardan hem de onlarin
bakicilarindan MRSA izolasyonu, MRSA suslarmin insan ve hayvanlar arasinda
bulasabildigini yani zoonotik 6nemlerinin olabilecegini gdstermistir. Hastane kokenli MRSA
klonlarinin képeklerde (Rich ve ark. 2005) ve mastitisli sigir siitlerinde (Tirkyilmaz ve ark.
2010) bulunmas1 MRSA suslarinin insanlardan hayvanlara bulasabilecegini diisiindiirmiistiir.
Weese ve ark. (2005), hem at ¢iftliklerinde hem de kliniklerde tedavi goren atlarda 6nemli
oranlarda MRSA belirlemis ve yaptiklar1 alt tiplendirme c¢alismalarinda karsilikli at-insan
bulasini ortaya koymustur. Ayrica Kanada’da yapilan bir ¢alismada burada izole edilen
bolgesel MRSA suslariin saglikli atlarin nazal mukozalarina adapte ve kolonize oldugu, bu
hayvanlarla yakin temas sonrasi insanlara bulasabilecegi bildirilmistir (Willey ve ark. 2006).
Duijkeren ve ark. (2004), saglikli bir kopegin burnundan ve sahibinden ayni MRSA susunu

izole etmisler ve insandan képege MRSA susunun gecebildigini bildirmislerdir.

Son 25 yildir ¢oklu direncli MRS A suslarina bagli enfeksiyonlarin artmasi nedeniyle
stafilokokal nozokomiyal (hastane kaynakli) enfeksiyonlarin tedavisinde glikopeptid grubu
antibiyotiklerden &zellikle vankomisin kullanilmaya baslanmistir. Ilk olarak 1995°de
Fransa’da (Ploy ve ark. 1998), 1996’ da Japonya’da (Hiramatsu ve ark. 1997), 1997°de ABD
(CDS 2004), Honk Kong (Mcmanus 1999), Kore’de (Mi-Na ve ark. 2000), Tiirkiye’de
insanlarda ve hayvanlarda (Tiirkyilmaz ve ark. 2010) vankomisine orta derecede duyarl S.
aureus (Vankomisin Intermediate S. aureus-VISA) suslariin izole edilmesi direng sorununun
ne kadar énemli oldugunu gostermistir. Insanlarda vankomisine direncli ilk S. aureus (VRSA)
susu Haziran 2002’de ABD’de diyaliz tedavisi goren 40 yasindaki bir erkek hastanin
kataterinden izole edilmistir (CDS 2002). VRSA suslari ¢esitli lilkelerde gittikce artan sayida
bildirilmesine karsin, iilkemizde heniiz boyle suslarin varhigi bildirilmemektedir. Ancak
Tiirkiye’de heterojen direngli suslar goriilmeye baslanmustir. Ik heterojen direng susu
(hVISA) 1998 yilinda bildirilirken (Giilay ve ark. 1998), heteroglikopeptid (vankomisin ve
teikoplanin) direnci, koagulaz negatif stafilokok suslarinda S. aureus suslarma gore daha

yiiksek oranda (%11 ve %13) bildirilmistir (Yasar ve ark. 2004).



1. 2. Genel Ozellikleri

Bergey’in 1986 yilinda yaptig1 sistematik bakteriyoloji siniflandirmasina gore,
Staphylococcus cinsi “Micrococcus™, “Stamatococus” ve “Planococcus” cinsleriyle birlikte
“Micrococcaceae” familyasi icerisinde yer almaktadir. Yunanca iiztim salkimi anlamina gelen
staphyle ve coccus sozciiklerinden tiiretilmistir. Bu ylizden Staphylococcus, bu Gram pozitif
koklarm iiziim tanelerinin kiimelenmesine benzer sekildeki iiremesini ifade etmek i¢in
kullanilir. Ancak klinik materyallerde bu mikroorganizma tek, ¢ift veya kisa zincirler halinde

de goriilebilir (Bilgehan 2004).

Stafilokoklar Gram pozitif bakterilerdir. Cogu ortamda kolayca {ireyebilir ve
metabolik olarak aktiftirler. Karbonhidratlar1 fermente edebilirler ve beyazdan koyu sariya
kadar degisebilen pigmentler iiretirler. Bazi tiirleri insan ve hayvan miik6z membranlar1 ve
derilerinde normal flora bakterisi olarak yasarken digerleri cerahat, apse olusumu, cesitli
piyojen enfeksiyonlar ve dldiiriicii septisemilere neden olmaktadir (Koneman ve ark. 2006,

Brooks ve ark. 2007).

Patojen stafilokoklar genellikle kan1 hemoliz ederler, plazmay1 pihtilastirirlar ve ayrica
cesitli ekstraseliiler enzim ve toksinleri tiretirler. Stafilokoklar antimikrobiyal ajanlara direng

gelistirerek gii¢ tedavi sorunlarina yol agarlar (Koneman ve ark. 2006, Brooks ve ark. 2007).

Staphylococcus cinsi igerisinde en az 35 tiir yer almaktadir. Bu cins i¢inde en cok
bilineni S. aureus’ tur. Diger tiirlerden farkli olarak S. aureus, koagulaz pozitiftir ve en 6nemli
patojendir. Hemen herkes hayatlar1 siliresince S. aureus enfeksiyonlarmmin bazi tipleri ile
karsilagmaktadir. Gegmiste sadece normal flora bakterisi olarak kabul edilen koagulaz negatif
stafilokok (KNS) tiirlerinin giinlimiizde zararsiz etkenler olmadig1 bilinmektedir (Taponen ve
Pyorola 2009). Klinik 6rneklerden en sik izole edilen stafilokok tiirii deride flora etkeni olan
Staphylococcus epidermidis’tir (Kawamura ve ark. 1998, Alen ve ark 2006). Stafilokoklar
genelde bulunduklar1 yerde konakla iy1 huylu ve simbiyotik bir iliskiye sahiptirler, ancak deri
ve mukoza travma, enjeksiyon veya cerrahi miidahaleler sonucu olusan portantreler ile

dokuya girerek patojen olabilirler (Bannerman 2003).



1. 3. Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

1. 3. 1. Goriiniim ve Boyanma

Stafilokoklarm ¢ogu 0,5-1,5 wm capinda; hareketsiz, sporsuz, kisa zincirler ya da
diizensiz kiimeler olusturan kiiresel sekilli Gram pozitif boyanan mikroorganizmalardir

(Bilgehan 2004).

1. 3.2. Ureme ve Kiiltiir Ozellikleri

Stafilokoklar aerop ve fakiiltatif anaerobik bakterilerdir. Yiksek tuz
konsantrasyonunda (%10 NaCl) ve 18-40°C arasinda klasik besiyerlerinde {tireyebilme
ozelliklerine sahiptir. Optimal tireme 1sis1 30-37 °C ve pH: 7-7,5°dir. Kanli agarda 18-24
saatte yuvarlak, diizglin kenarl,, hafif konveks, opak, 1-4 mm capinda koloniler olustururlar
(Bilgehan 2004). S. aureus, 18-24 saatte pigmentli (sari-portakal rengi, krem rengi), S tipli,
yuvarlak, hafif kabarik ve ¢ogunlugu kanli agarda beta hemoliz yapan koloniler olusturur.
Belirgin kapsiil olusturan suslar parlak ve nemli bir goriiniime sahiptir. S. aureus’ un kanl
besiyerinde kiigiik, pigmentsiz ve hemoliz olusturmayan kiiciik varyantlar1 tanimlanmistir
(Bannerman 2003, Peacock 2005, Morgan 2008). Yiiksek tuz yogunlugunda iireyebilen S.
aureus’un diger stafilokoklardan ayirimi Mannitol Salt Agar (MSA)’da mannitolii fermente
ederek koloniler etrafinda sar1 bir hale olusturmasiyla ayrilir. Ancak S. saprophyticus gibi
diger baz1 stafilokoklar da mannitolii fermente ederek benzer koloniler olusturabilirler

(Bannerman 2003, Peacock 2005, Morgan 2008).

Kuvvetli slaym tabakas1 olusturan nadir tiirler mukoid koloni morfolojisine sahiptirler.
Koloni biiylikliigii S. haemolyticus’da S. epidermidis ve S. hominis’e gore belirgindir. S.
aureus ile birlikte S. epidermidis ve S. saprophyticus suglarinin bazilarinda da beta hemoliz

goriilebilir (Bannerman 2003, Alen ve ark. 2006).

1. 3. 3. Biyokimyasal Ozellikleri

Stafilokok identifikasyonunda en 6nemli test koagulaz aktivitesinin belirlenmesidir.
Bugiin S. aureus identifikasyonu i¢in tiip koagulaz testi referans olarak kabul edilmektedir.

Stafilokaklar, streptokoklardan farkli olarak katalaz iiretmektedirler. Stafilokoklar
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karbonhidratlar1 asit olusturarak yavas bir sekilde fermente ederler fakat gaz {iretmezler.
Stafilokoklar glukozu fermente eder ve son iirlin olarak laktik asit olusturular. Ayrica laktoz,
siikroz, mannoz, trehaloz ve maltozu da fermente edebilirler. Mannitolii ise sadece S. aureus
fermente eder (Juhasz- Kaszanyitzky ve ark 2007, Morgan 2008). Patojen stafilokoklar ¢ok
sayida ekstraseliiler madde tiretmektedir. Stafilokoklar kuru hava kosullarina, 1siya (50°C’ye
30 dakika) ve %9 sodyum kloriire dayaniklidirlar. Fakat hekzaklorofen (%3) gibi giiclii
kimyasallar ile kolayca inaktive edilirler. Furazolidon ve lizostafine duyarli olmalarina
karsilik, basitrasin ve lizozime direng gosterirler. Nitratlar1 nitritlere indirgerler. Stafilokoklar
cogu antimikrobiyal ilaglara duyarlidir (Bannerman 2003, Alen ve ark 2006, Brooks ve ark
2007). S. aureus’un biyokimyasal ve diger Ozellikleri Cizelge 1. 1’de (Cengiz 1999), S.
aureus’un diger stafilokok tiirleri ile karsilastilirilmasi Cizelge 1. 2’de (Joklik 1992)

gosterilmistir.

Cizelge 1. 1. S. aureus’ un biyokimyasal ve diger ozellikleri

Ozellik S. aureus Ozellik S. aureus
Aerobik ortamda iireme + Ksiloz -
Anaerop ortamda tireme + Sellobioz -
Hemoliz + Glikoz +
Koagulaz + Hiicre duvari

DNA’ase (Endoniikleaz) + Ribitol +
TMPA’da renk degisikligi + Gliserol -
Asetoin + Protein A +
Mannitol (asit olusturma) + Alfa toksin +
Trehaloz + Novobiosin duyarlilig +
Maltoz + Basitrasin duyarliligi -
Laktoz +

Cizelge 1. 2. S. aureus’un diger stafilokok tiirleri ile karsilastilirilmast

S. aureus S. epidermidis S. saprophyticus
Koagulaz + - -
Anaerobik  ortamda  iireme ve  glikoz | + + -
fermentasyonu
Mannitol
Aerobik ortamda asit iiretimi + Degisken Degisken
Anaerobik ortamda asit iiretimi + - -
o toksin + - -
Isiya dayamkh endoniikleazlar + - -
Ureme icin biyotin ihtiyaci - + Test edilmemis
Hiicre duvari
Ribitol + - +
Gliserol - + Degisken
Protein A + - -
Novobiosin hassasiyeti Hassas Hassas Direngli




1. 3. 4. Genomik Yapi

Genomu yaklasik 2000-3000 kbp biiyiikliikte kromozom ile profajlar, plazmidler ve
transpozonlardan olusmaktadir. Stafilokoklarm DNA’larindaki G+C orant %30-90°dir
(Tiinger 2004, Peacock 2005). S. aureus genomu, 2500°¢ yakin geni kodladig1 diisiiniilen
2800 kbp uzunlugunda tek bir kromozomdan olusup, G+C igerigi yaklasik %32’ dir (Baba ve
ark. 2002, Holden ve ark. 2004, Gill ve ark 2005). Bakterinin virulensinde ve direncinde
sorumlu olan genler diger S. aureus kokenlerine, stafilokok tiirlerine ve farkli cins Gram-

pozitif bakterilere en sik olarak transdiiksiyon ile aktarilmaktadir ( Tiinger 2004).

1. 3. 5. Viriilens ve Patojenite

Stafilokok tiirleri konak organizmaya girdikleri bolgede ekstraseliiler ¢esitli maddeler
olusturarak degisik klinik tablolara sebep olabildikleri gibi konak dokular1 arasinda ve/veya

kanda yayilmak suretiyle de enfeksiyona neden olabilirler (Koneman ve ark. 1997).

Stafilokoklar hiicresel komponent, enzim, ekstraseliiler toksin ve hemolizin iireterek
konak hiicrede tahribata sebep olmaktadirlar. S. aureus’ da bulunan kalin peptidoglikan
tabaka virulense katkida bulunmaktadir. Peptidoglikan tabaka ayni zamanda beyaz kan
hiicrelerinin agregasyonu ve komplement sisteminin aktivasyonu ile sonu¢lanan makrofajlar
tarafindan cesitli sitokinlerin salgilanmasmi da uyarir. Ayn1 zamanda S. aureus 6zellikle

MRSA suslarinda bulunan 5 serotip igeren mikrokapsiil de salgilamaktadir (Lowy 1998).

S. aureus gibi primer hiicre dis1 bakteriyel patojenler; konagin hiicre disi1 matriks
(Ekstraseliiler Matriks-ECM) komponentlerine kolonize olmak i¢in baglanir. Yapigsma hiicre
dis1 peptidoglikan tabakasina “Adhesiv Matriks Molekiilleri” olarak bilinen “Mikrobiyal
Yiizey Komponentleri” (MSCRAMM)’nin kovalent olarak baglanmasi ile gerceklesir (Foster
ve Hook 1998). MSCRAMM olarak bilinen yiizey proteinleri asagida 6zetlenmistir.

Fibrinonektin baglayan yiizey komponentleri (FnBPA-FnBPB): Bakterinin
yapismasinda rol oynayan stafilokokal proteinler fibrinonektine baglanan proteinlerdir.
Fibrinonektine baglanma, ¢ogu S. aureus susu i¢in temel bir 6zelliktir ve S. aureus’da iki gen
tarafindan kodlanan 2 adet fibronektin baglayan protein vardir. Bunlar; fibronektin baglayan

Protein A (FnBPA) ve fibronektin baglayan Protein B (FnBPB)’ dir (Jonsson ve ark. 1991,
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Greene ve ark. 1995). Bu proteinler in vitro kosullarda fibronektine baglanarak S. aureus’un
biyomateryallere yapismasini saglar. Bu durum bazi enfeksiyonlarm gelisimi ile sonuglanir

(Vaudaux ve ark. 1993, Greene ve ark 1995).

Stafilokokal Protein A (spa): S. aureus un en 6nemli ylizey proteinlerinden biri olan
spa, 42 kDa agirligindadir ve hiicre duvarmin %7’sini teskil eder. Bu protein IgG’nin Fc
bolgesine baglanarak opsonofagositozu inhibe eder. Bu baglanma ayni zamanda hem klasik
hem de alternatif yolla komplementin aktivasyonuna neden olur (Palmqvist ve ark. 2002, Gao
ark 2004, Todar 2005). Spa; S. aureus suslarininn %90-95 inde bulunur ve sadece S. aureus
suslarinda bulunan gruba 6zgii bir antijendir. Protein A’dan yoksun S. aureus suslarinin, in
vitro kosullarda kolayca fagosite oldugu gosterildiginden spa 6nemli bir virlilens faktori

olarak kabul edilir (Akan 1993, Todar 2005).

Fibrinojen baglayan MSCRAMM ’lar (CIfA- CIfB): S. aureus’un fibrinojen kapl
substratlara baglanma ve fibrinojen varliginda agliitine olabilme yetenegini saglayan bu
protein, kiimelenme faktorii (Clumping Factor — CIfA) admi alir (Foster ve Hook 1998). Bagh
koagulaz olarak da adlandirilan kiimelenme faktorii Stafilokoklarin hiicre ylizeyinde meydana
gelir ve serbest birakilmaz (Akan 1993). S aureus’ un fibrinojene spesifik olarak baglanmasi
temel olarak CIfA ve CIfB ile saglanir. C/fA’nin inaktivasyonu, in vitro ve in vivo kosullarda
fibrinojen kapli yiizeylere S. aureus’ un baglanmasini inhibe eder ( Wolz ve ark. 2002). CIfA
bakterinin tiim ¢ogalma donemlerinde bulunmasma ragmen; CIfB sadece erken ¢ogalma
fazindaki hiicrelerde bulunur ve duragan fazdaki hiicrelerin yiizeyinden kaybolur (Foster ve

Hook 1998).

Kollajen Baglayan Protein (Cna): Kollajen baglayan protein (Cna) kollajen
maddelere ve kollajen dokulara bakteri hiicrelerinin tutunmasina yardimei olur. In vitro
kosullarda S. aureus’ un kikirdaga yapismasi icin Cna gereklidir. Crna’ya karst olusan
antikorlar, kollajen dokulara bakterinin baglanmasini inhibe ederek kikirdaga bakteri

tutunmasini engeller (Foster ve H660k 1998).

1. 3.5. 1. Kapsiil ve Slaym Tabaka

Kapsiil; bakteriyi fagositozdan korur. Genetik faktorler ve iireme ortamlarina bagl

olarak, ¢ogu stafilokok tarafindan monosakkarid, protein ve kiigiik peptidlerin olusturdugu,
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suda ¢oziinebilir, gevsek bagli ince bir yap1 olan slaym tabaka iiretilir. Bu ekstraseliiler yap1
bakteriyi dokulara ve katater, greft, protez materyallere ve sant gibi yabanci cisimlere baglar.
Bu da 6zellikle avirulan KNS’larin yasami i¢cin 6nemlidir. Stafilokoklarin hiicre duvarinin en
dis tabakasi polisakkarid kapsiil ile ortiilebilmektedir. S. aureus’ da 11 kapsiiler serotip
tanimlanmaktadir. Enfeksiyonlarin ¢ogu serotip 5 ve 7 ile iliskilidir. Serotip 1 ve 2 ¢ok kalin

bir kapsiile sahiptir ve mukoid goriiniimlii koloniler olusturur ( Muray ve ark. 2005).

1. 3.5. 2. Hiicre Duvan

1. 3. 5. 2. 1. Peptidoglikan Tabaka: Hiicre duvarinin temel yapisini olusturan, hem
Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerde bulunan karmasik bir makromolekiildiir.
Stafilokoklarin hiicre duvar1 agirhgmin yaris1 bu tabakadan olusmaktadir. Insan hiicrelerinde
bulunmayip bakteri hiicresinde bulundugundan antibakteriyel ilaglar icin i1yi bir hedef
olusturmaktadir. Glikan zincirlerin tabakalarindan olusan peptidoglikan iskelet N-
asetilmuramik asit (NAMA) ve N-asetilglukozaminin (NAGA) 10-12 farkli subiinitesinden
meydana gelir. NAMA subiinitelerine baglanan oligopeptid yan zincirler pentaglisin
kopriileriyle ¢apraz baglanirlar. Capraz baglar hiicre duvarmin saglamligmi saglar ve bu
baglarin yapisi tiirler arasinda farklilik gosterir. S. aureus’ da ¢apraz baglanti orani yiiksektir
ve bu dzellik bakterinin lizozim enzimine kars: direngli olmasini saglar (Unal 2004, Lodise ve

ark. 2005, Muray ve ark. 2005).

Hiicre duvari sentezi coklu enzimatik adimlardan olusan bir siirectir. Ozetle; disakkarit
peptid seklindeki prekiirzorler plazma membranindan transport edilir ve hiicre duvari
sentezine katilmasi saglanir. Son basamakta, olusan peptid zinciri heniiz ¢apraz baglanmis
peptid ve 6nceden hazirlanmis peptidoglikan arasinda peptid bagi olusturur. Bu baglanma
transpeptidaz enzimleri tarafindan gerceklestirilir. Bu transpeptidasyon olay1 3 boyutlu bir ag
olusumuna sebep olur ve hiicre duvarina tam bir saglamlik kazandirir (Cottagnoud 2002).
Transpeptidaz ve karboksipeptidazlar gibi hiicre duvari sentezinin son basamagina katilan
biitlin enzimler plazma membranma sikica baglanmigs durumdadirlar. Bu enzimler beta-laktam
antibiyotiklere kovalent olarak baglandiklar1 ve yine bu antibiyotikler tarafindan inaktive
edildikleri i¢in penisilin baglayan proteinler (PBP) olarak isimlendirilirler (Cottagnoud 2002).
PBP’ler hiicre duvarinda bulunan transpeptidaz, karboksipeptidaz ve endopeptidaz gibi
enzimlerdir. Bu enzimler bakterinin biiylime ve boliinmesi sirasinda hiicre duvarmin olusumu

ve sekil almasindan sorumludurlar. Bakteriler yapilar1 birbirine benzeyen 4 ayr1 6zellikte PBP
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olustururlar (Cottagnoud 2002). Bakteri tiirlerinde PBP’ lerin sayisi, biiyiikliigii, penisilinlerin
bunlara afinitesi ve bu proteinlerin inaktivasyonlar1 sonucunda bakteride farkli etkinlikler
ortaya ¢ikar. Penisilinler baglandiklar1 PBP’lere gore bakteride farkli etki gosterirler. S.
aureus’larda hiicre duvari sentezinde normalde PBP 1,2 ve 3 gorev alir. Bunlara ek olarak
MRSA’lar farkli bir PBP olan PBP2a’ ya sahiptirler. PBP’lerin inaktivasyonu bakterinin
Oliimiine yol acarken PBP’nin beta-laktam antibiyotiklere olan afinitesindeki azalma ise

dirence neden olur (Cottagnoud 2002).

1. 3. 5. 2. 2. Teikoik Asit: Teikoik asit, suda eriyebilen, fosfodiester baglar1 ile
peptidoglikan tabakasma kovalent olarak baglanan uzun zincirler olusturan seker-alkol-fosfat
polimerleridir. Hiicre duvart kuru agiligmin yaklasik olarak %30-50 sini olusturur.
Kalmlhiginin yaklagik 10-12 nm arasinda oldugu belirlenmistir. Ribitol teikoik asit ve gliserol
teikoik asit olmak iizere iki tipi bulunmaktadir (Unal 2004, Lodise ve ark. 2005, Moreillon ve
ark 2005). Tipe ozgiildiir. S. aureus’da ribitol teikoik asit ile NAGA rezidiileri bulunur.
Teikoik asit S. aureus’un mukozal yiizeylerde fibronektine baglanmasina aracilik eder.
Teikoik asit zayif immiinojen olmakla birlikte, peptidoglikana baglandiginda 6zgiil antikor
cevabini uyarir. Antikor cevabinin izlenmesi, sistemik stafilokok enfeksiyonlarmin tespitinde
kullanilsa da diger tanisal testlere gore daha az duyarlidir (Murray ve ark 2002). S. aureus'da
peptidoglikan yapinin igerdigi diger proteinler olarak adezinler, fibronektin baglayan protein,

kollajen baglayan protein ve clumping (kiimelenme) faktor sayilabilir (Winn ve ark. 2000).

1. 3. 5. 2. 3. Yiizey Proteinleri: Protein A, elastin, kollajen, fibronektin baglayan
protein ve kiimelesme faktorii kimyasal yapilar1 ve hiicre duvari yerlesimleri birbirine
benzeyen stafilokoklara 0zgili yiizey proteinleridir. Bu proteinler stafilokoklarin konak
dokularina kolonize olmalarmi1 saglar (Cengiz ve ark 1999, Tiinger 2004, Peacock 2005, Alen
ve ark. 2006). Protein A, 42 kDa agirliginda olup bu grubun protipidir. Ilk olarak 1940°da
Werney tarafindan tanimlanmistir. Biiyiik bir kismi peptidoglikan yapiya kovalent olarak
baglanmistir. Bir kismi ise hiicre dis1 ortama salgilanmaktadir (Moreillon ve ark 2005,
Peacock 2005, Alen ve ark 2006). En 6nemli 6zelligi 1gG3 disinda tiim IgG, IgA2 ile bazi
IgM’lerin Fc reseptorleri ile birlesebilmesidir. Bu 6zelligi Protein A’ya antikomplementer ve

antifagositer etkinlik kazandirir (Cengiz ve ark. 1999, Alen ve ark 2006).



1. 3.5. 3. Stoplazmik Membran

Stoplazmik membran; protein, lipid ve az miktardaki karbonhidratlarin birlesmesinden
olugsmaktadir. Hiicrede osmotik bariyer olarak calisir. Hiicre biyosentezinde ve solunum

enzimlerinin sentezlenmesinde gorevlidir (Muray ve ark. 2005).

1. 3.5. 4. Enzimler

1. 3. 5. 4. 1 Katalaz: Tiim stafilokoklar tarafindan tretilir. Bu enzim stafilokoklarin
fagositozunda olusturulan toksik hidrojen peroksiti su (H,O) ve oksijene (O) ayristirr.

Boylece bakterinin fagositoz sonrasi yasamasi kolaylasir (Koneman ve ark. 1997).

1. 3. 5. 4. 2. Koagulaz: Konak dokuda stafilotrombin adi verilen proteolitik etkinligi
olan stabil bir kompleks olusturur. Stafilotrombin, fibrinojeni fibrine doniistiirerek
pihtilagsmay1 saglar (Todar 2005). Koagulazin 4 farkli antijenik tipi vardir ve bunlar cesitli
memeli plazmalarmi pihtilagtiran birbirlerinden farkli 6zelliklere sahip enzimlerdir. Koagulaz
fibrinojen ile dogrudan reaksiyona girmez, fakat plazmanin bir faktorii olan CRF-protrombin
ile reaksiyona girerek trombin benzeri bir madde olusturur (Akan 1993). Tim S. aureus
suslar1 plazmay pihtilastiran bir enzim olan koagulaz: iiretir. Koagulaz olusturan biitiin suslar
S. aureus olarak tamimlanir ve klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda S. aureus
identifikasyonu i¢in kullanilan geleneksel bir gostergedir. Bu enzimin patojenitedeki rolii,
bakterinin {izerini fibrinle Orterek fagositozu inhibe etmesinden ileri gelmektedir. Ayrica
bakteriyi 16kosit i¢i1 yikima karsi korumalar1 ve serumun normal bakterisidal aktivitesine kars1
antagonist bir etki gostermeleri nedeni ile kogulazin viriilensde 6zel bir 6nemi vardir (Akan
1993, Todar 2005). S. aureus suslarimin ¢ogu, hem tiipde yapilan koagulaz testinde plazmay1
jele geviren serbest koagulazi hem de lam iizerinde yapilan koagulaz testinde koklar1 agliitine
eden bagl koagulazi olusturur. Az bir kisim sus ise sadece birini iiretir (Mackie ve McCartney

1989).

Hiicreye bagli olan koagulaz kiimelenme faktorii tasiyan stafilokoklar plazma ile
karistirildiginda, koagulaz aktivesi i¢in “Coagulase Reacting Factor (CRF)”’e gereksinim
gostermezler. Fibrinojenin direkt olarak fibrine doniisimii ile hiicre yiizeyinde fibrin
presipitasyonu meydana gelir ve bunun sonucu olarak da stafilokoklar agliitinasyona ugrarlar.

Bu nedenle etki mekanizmasi, serbest koagulazin etki mekanizmasiyla ayni1 degildir. Serbest
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koagulaz protein yapidadir ve proteolitik enzimlerle kolaylikla inaktive edilir. Bu enzim,
fibrinojenin fibrine doniismesi ile plazmanin pihtilagsmasina neden olan ve normal olarak

plazmada var olan CRF’ii aktive ederek is goriir (Akan 1993).

1. 3. 5. 4. 3 Slaym Faktor: Slaym maddesi amorf yapida glikokaliks materyalleri olup
%40 karbonhidrat, %27 protein icermektedir. Kuvvetli antijenik yapida oldugundan,
tavsanlara siringa edildiginde ¢ok yiiksek titrede antikor cevabi elde edilir. Slaym pozitif
stafilokok suslarinin daha viriilan ve antibiyotiklere daha direngli olduklar1 bildirilmektedir.
Slaym faktor hiicresel immun yaniti baskilar, opsonizasyonu, notrofil kemotaksisini ve

notrofil fagositozunu inhibe eder ( Cengiz ve ark 1999, Alen ve ark 2006).

1. 3. 5. 4. 4. Lipazlar: S. aureus’ un tiim suslar1 ve KNS’lerin %30’undan fazlasi
birka¢ farkli lipaz tretir. Lipidleri hidrolize eden bu enzimler viicudun yagli bolgelerinde

stafilokoklarin lokalizasyonunu saglayan bir fonksiyona sahiptir (Cauwelier ve ark 2004)

1. 3. 5. 4. 5. Penisilinaz (Beta-laktamaz): Penisilinin ilk klinik kullanima girdigi
1941 yilinda stafilokoklar biiyiik oranda penisiline duyarli iken, organizmanimn {irettigi
penisilinaz sayesinde bugiin stafilokoklarin %90’indan fazlasi penisilinaz direngli durumdadir
(Murray ve ark. 2002). Betalaktamaz enzimi; penisilin, sefalosporin ve benzer beta-laktam
antibiyotikleri hidrolize ederek bu antibiyotiklere diren¢ gelisimine neden olur. Beta-laktam
halkasindaki karbonil grubu ile bir ester kopriisii olusturan bu enzimler siklik amid bagmni
bozar ve bir agil-enzim tiirevi olusturur. Bu reaksiyonlar sonucunda beta-laktam antibiyotikler
ile reaksiyona giren 3 grup protein vardir:
1-Karboksi peptidazlar (Diisiik molekiil agirlikli penisilin baglayan proteinler (PBP))
2-Transpeptidazlar (Yiiksek molekiil agirlikli PBP’ler)
3-Beta-laktamazlar (Berger-Bachi ve ark. 2002)

Biitiin PBP’ ler yanisira, betalaktamazlarin ¢ogunlugu aktif bolgelerinde bir serin
aminoasidine sahiptir. Bu nedenle “serin peptidazlar” olarak adlandirilan bir enzim ailesinde
yer alirlar. Bu enzimin beta-laktam ajanlara baglanmasi sirasinda once bir agil-enzim tiirevi
olugsmaktadir. Bunu izleyen basamakta, bir diacilasyon islemi gergeklesir ve enzim agil
molekiiliinden ayrilarak rejenere olur. PBP’ler ve beta-laktamazlar arasindaki farki bu
deacilasyon basamagmin hizi belirler. Beta-laktamazlar acil tiirevinden kisa siirede ayrilir,

ancak PBP’lerde bu basamak gerceklesmez. Sonugta reaksiyon betalaktamazlarin aksine
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enzim inaktivasyonu ile sonlanir. Genis bir enzim grubu olan beta-laktamazlar molekiil
yapilarma ve islevsel 6zelliklerine gore smiflandirilirlar. Bu giline kadar 4 farkli molekiil sinif1
(A, B, C, D) tanimlanmistir. A, C ve D molekiil siniflarinda yer alan beta-laktamaz yukarida
aciklanan serin-ester aracili mekanizma ile islev goriir. Smif B beta-laktamazlar ise kofaktor
olarak c¢inko gerektiren metalloenzimlerdir. A sinifi, tercihen substrati penisilinler olan beta-
laktamazlardan olusur. Bu grup enzimler i¢cinde S. aureus’ un beta laktamazlar1 da (grup 2a)
yer alir (Giilay 1999). Gram pozitif bakteriler arasinda beta-laktamaz {ireten en 6nemli patojen
stafilokoklardir. Stafilokokal beta-laktamazlar tercihen penisilinleri hidrolize ederler. Cogu
indiiklenebilen ve ekstraseliiler olarak salmabilen enzimlerdir. Stafilokokal beta-laktamazlar
genellikle kiigiik plazmidlerle veya transpozonlarla tasinmakla beraber, biiyiikk plazmidlerin
kodladig1 beta-laktamazlar ve diger diren¢ mekanizmalari da bulunmaktadir. Bu beta-
laktamaz enzimini kodlayan genler sadece S. aureus’lar arasinda degil, S. aureus ve S.

epidermidis arasinda da konjugasyonla transfer edilebilir (Kuyucu 2007).

1. 3. 5. 4. 6. Hyaluronidaz: Hyaluronik asiti hidrolize eder. Bu enzim S. aureus’un
dokuda yayilimimi kolaylastirir. S. aureus suslarinin %90°dan fazlasi bu enzimi iiretir (Cengiz

1999, Bilgehan 2000, Murray ve ark. 2002, Winn ve ark. 2006).

1. 3. 5. 4. 7. Fibrinolizin (Stafilokinaz): Bircok S. aureus susu stafilokinaz olarak
adlandirilan bir plazminojen aktivatorii salgilar. Bu faktor fibrinolitik etkinlige sahiptir ve
iiretilmesi lizojenik bakteriyofajlarla saglanir. Stafilokinaz ve palzminojen arasinda olusan bir
kompleks, fibrin pihtilarinin erimesine sebep olan proteolitik aktiviteyi indiikler. Tipta
koroner trombozu olan hastalar1 tedavi etmek icin kullanilan streptokinaz ile benzer
mekanizmaya sahiptir. Stafilokinaz, streptokinazin aksine 1siya direnclidir (Akan 1993, Todar
2005). S. aureus suslarinin ¢ogu tarafindan olusturulmasma ragmen ve lokalize fibrinolizinin
bakteriyel yayillmaya yardim edebildigi diisiincesine karsilik stafilokinazin bir viriilens faktori

olduguna dair ¢ok kuvvetli bir kanit yoktur (Todar 2005).

1. 3. 5. 4. 8. Fosfatid-Spesifik Fosfalipaz inositol C: Ozellikle eriskin tip solunum
zorlugu sendromu ve dissemine intravaskiiler koagiilasyon bulunan hastalardan izole edilen
suslarda saptanan bir enzimdir. Bu suslar, antimikrobiyal ajanlara 6zellikle de penisiline daha

direnglidir (Alen ve ark. 2006).
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1. 3. 5. 4. 9. Termostabil niikleaz (TNaz): Tim S. aureus suslari endo ve
ekzoniikleolitik Ozelliklere sahip DNA veye RNA’y1 parcalayabilen 1siya dayanikli bir
termoniikleaz enzimini salgilarlar (Bannerman 2003). TNaz dretimi, S. aureus
identifikasyonunda dogrulayict bir test olarak kullanilmaktadir. TNaz aktivitesinin
belirlenmesi i¢in, toluidin mavili deoksiriboniikleik asit agar besiyeri kullnilmaktadir. Bu
besiyerinde 1s1ya dayanikli niikleaz enzimi duyarl bir sekilde belirlenmektedir (Lachica 1971,

Barry ve ark. 1973, Cords ve Tatini 1973, Boothby 1979).

1. 3. 5. 4. 10. Deoksiriboniikleaz (DNaz): Koagulaz pozitif S. aureus suslarmin %99’
undan fazlast DNA’y1 hidrolize eden, 1stya direncli niikleaz enzimini iiretir, ancak koagulaz

negatif suslarm %20’ sinin de bu enzimi iirettigi bilinmektedir (Mackie & Mccartney 1989).

S. aureus’un 6nemli virulens faktorleri Sekil 1.1.’de gosterilmistir.

Proteina, Y‘L oG
Mikr okapsal \l\\Y ),-

e

Hacre duwar

a e oa

- e }Hucre membran Tarari

.
L

A T, & Toksinler:

= -

s TeaT

O

*r Ta_ SEAG
-

Toksik gok
Eksfoliasyon
Husma
Invazinler:
Hiyaluronidaz
Stafilizin
Lokosidin
Lékotoksin
Hoagllaz
Stafilokinaz Adhezinler: - :
Hilcreye badlanan protein

\\\ T Fibrin
\ Fibronektin

\. Hasarh coku

Sekil 1. 1. S. aureus’ un virulens faktorleri

1. 3.5.5. Toksinler

S. aureus, bes sitolitik veya membran yikimlayici toksin (alfa, beta, gama, delta ve
Panton-Valentine 16kosidin (PVL)), 2 eksfolyatif toksin (A ve B), 8 enterotoksin (A, B, C, D,
E, G, H ve I) ve toksik sok sendrom toksin (TSST)’1 iceren ¢ok sayida viriilans faktorii liretir.
Sitotoksinlerin notrofilleri pargalamasi sonucu salinan lizozomal enzimler cevre dokuda
yikima neden olur. Sitotoksinlerden biri ve PVL siddetli pulmoner ve kutantz enfeksiyonlarla
iliskilendirilmektedir (Muray ve ark. 2005). Eksfolyatif toksin A, TSST ve enterotoksinler

siiper antijenler olarak bilinen polipeptidler sinifina aittir (Muray ve ark. 2005).

1. 3. 5. 5. 1. Alfa toksin: Hem bakteriyel kromozom hem de plazmid tarafindan
kodlanabilen 33.000 Da polipeptidden olusan alfa toksin, S. aureus’un bir¢ok susu tarafindan

iretilmektedir. Bu toksin, kan damarlarindaki diiz kaslar1 yikimlar. Eritrosit, 16kosit,
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hepatosit, trombosit ve hiicre kiiltiirlerini de igeren bir¢cok hiicrede toksik etki gosterir
(Bilgehan 2000, Murray ve ark. 2002). Konak hiicre membraninin hidrofobik bdlgelerine
integre olarak 1-2 nm’lik por olusumuna neden olur. Potasyumun hizla disar1 ¢ikmasi ve
sodyum, kalsiyum ile diger kii¢iik molekiillerin iceri akis1 osmotik lizis ile sonu¢lanir (Murray
ve ark. 2002, Winn ve ark. 2006). Alfa toksinin subkutandz enjeksiyonu dermonekrotik etkili
olup intravendz yolla verildiginde O6liime neden olur. Toksinin ndrotoksik etkisi hayvan
modeli deneylerinde miyelin kiliflarinin demiyelinizasyonu ile gosterilmistir. Toksinin bu
sayilan Ozellikleri, S. aureus enfeksiyonunun patogenezinde Onemli rol oynadigmi
diistindiirmektedir. S. aureus a-toksini, koyun kanli agarda eritrositlerin hemolizine de neden

olmaktadir (Winn ve ark. 20006).

1. 3. 5. 5. 2. Beta toksin: Sfingomyelinaz C olarak da isimlendirilen beta toksin,
35.000 Da molekiil agirliginda 1siya duyarli proteinden ibarettir. Hemoltik aktivite icin
magnezyum iyonlar1 gerekir, substrat 6zgiilliigli sfingomyelin ve lizofosfatidilkolinle sinirhidir
(Murray ve ark. 2002, Winn ve ark. 2006). Fibroblast, makrofaj, l6kosit ve eritrositleri igeren
bircok hiicreye toksik etki gosterir. Duyarli hiicrelerde membran fosfolipidlerinin hidrolizini
katalize eder. Hiicre ylizeyindeki sfingomyelin konsantrasyonu ile orantili lizise neden olur.
Stafilokokal enfeksiyonlarda doku harabiyeti ve apse olusumunda alfa ve beta toksin birlikte
rol oynar (Murray ve ark. 2002). Beta toksin grup B streptokoklarca tiretilen CAMP faktor ile
birlikte, B grubu streptokoklarin teshisinde kullanilan CAMP testinde gozlenen sinerjistik

hemolizden sorumludur (Winn ve ark. 2006).

1. 3. 5. 5. 3. Delta toksin: S. aureus suslar1 ve diger stafilokoklar tarafindan iiretilen 3
kD’luk bir polipeptiddir. Bu toksin eritrosit, l6kosit, makrofaj, lenfosit ve trombositler iizerine
etkilidir. Diger memeli hiicreleri ve hiicre i¢ci membran yapilarini da iceren genis bir sitolitik
aktiviteye sahiptir. Delta toksin kismi nonspesifik membran toksisitesiyle deterjan benzeri etki

gosterir. Antijenik 6zellige sahip degildir (Pereira ve ark. 2007).

1. 3. 5. 5. 4. Gama toksin ve Panton-Valentin Lokosidin (PVL): Hemen hemen tim
S. aureus suglar1 tarafindan iretilen gama toksin ve S. aureus suslarinin %5’inden azi
tarafindan tretilen PVL, 2 polipeptid zincirinden olusan ¢ift komponentli (S (yavas) ve F
(hizlh)) toksinlerdir. Simdiye kadar 3S ve 2F protein tanimlanmustir. Her iki toksini tiretebilme
yetenegindeki bakteri bu proteinlerin tiimiini 6 farkli toksin {iretme potansiyeli ile

kodlayabilir. Bu toksinler ndtrofil ve makrofajlar1 parcalayabilir. PVL toksini 16kotoksiktir
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ancak hemolitik aktivitesi yoktur. Bu toksinlerin sitolitik etkisi, membranlarda por olusumunu
takiben hiicre katyon gradiyetindeki degisikliklere bagli gelisen osmotik degisikliklerden
kaynaklanmaktadir (Martins ve ark. 2007).

1. 3. 5. 5. 5. Eksfolyatif Toksin: Stafilokokal haslanmis deri sendromu, eksfolyatif
toksinin neden oldugu, eksfolyatif dermatitle karakterize bir hastaliktir. S. aureus tiirlerinde
toksin olusturma prevalansi cografik cesitlilik gdstermekle birlikte bu oran %5-10’dan azdir
(Murray ve ark. 2006). Herbirinin molekiil agirligi 24 kDa olan ETA ve ETB olmak tizere iki
proteinden meydana gelmistir ve her ikisi de hastalik olusturabilir (Murray ve ark. 2006,
Winn ve ark. 2006). Bu iki protein biyokimyasal ve immiinolojik olarak farkhdir fakat
biyolojik aktiviteleri birbirine benzer (Winn ve ark. 2006). ETA 1s1ya direngli ve kromozomal
iken, ETB 1s1tya duyarl ve plazmid kaynaklidir (Bilgehan 2000, Murray ve ark. 2006, Winn
ve ark. 2006). Yapilan detayli ¢alismalar bu toksinler ile karsilasma sonrasinda, epidermisin
stratum graniilosum tabakasinda intraseliiler kopriilerde (desmozom) ayrilma oldugunu
gostermistir (Murray ve ark. 2006, Winn ve ark. 2006). Toksinler sitoliz veya inflamasyonla
iliskili olmadigindan, epidermisin etkilenen tabakasinda tipik olarak ne stafilokok ne de
1okosit bulunmaz. Epidermisin toksin ile karsilasmasi sonrasinda, koruyucu nétralizan
antikorlar gelisir ve bu antikorlar toksik siirecin rezoliisyonuna onderlik eder (Murray ve ark.

2006, Winn ve ark. 2006).

Stafilokokal haslanmis deri sendromu, en fazla kii¢iik cocuklarda goriilmekte, yetiskin
ve biiylik cocuklarda ender olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bunun sebebi ETA ve ETB’nin duyarl
yenidoganlarin epidermisinde bulunan GM4-benzeri glikolipidlere baglanmasidir. GM4-

benzeri glikolipidler erigskin ve ¢ocuklarda bulunmaz (Murray ve ark. 2006).

1. 3. 5. 5. 6. Enterotoksin: Serolojik olarak sekiz farkl stafilokokal enterotoksin (A-
E, G-I) ve enterotoksin C’nin {ii¢ alttipi tanimlanmistir. Enterotoksinler 100°C’de 30 dakika
1sitmaya ve gastrik-jejunal enzimlere direnglidirler. Bu nedenle besin maddesi enterotoksin
iireten stafilokoklarla kontamine oldugunda yiyecegin tekrar isitilmasi ya da sindirim siireci
onleyici olmayacaktir. Biitiin S. aureus suslarinin %30-50’si bu toksinleri liretmektedir
(Cengiz 1999, Winn 2006). Stafilokokal iiremeyi destekleyen yiyeceklerde (dondurma, et
gibi) olusmus toksinlerin almmmasi sonucunda 2-8 saatte kusma goriiliir, bazen ishal de bu
tabloya eslik edebilir. Enfeksiyon 24-48 saatle sinirlidir ve yalnizca destek tedavisi yeterlidir
(Cengiz 1999, Winn 2006). Hastalikla en fazla iliskisi olan enterotoksin A’dir. Enterotoksin C
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ve D kontamine siit iirlinlerinde bulunmustur. Enterotoksin B stafilokokal pseudomembrantz

enterokolit nedenidir (Murray ve ark. 2006).

Belirli bir hayvan modeli bulunmadigindan toksin aktivitesinin kesin mekanizmasi
tam anlagilamamistir (Murray ve ark. 2006, Winn ve ark. 2006). Bu toksinler birer
siiperantijenlerdir, T hiicrelerini nonspesifik olarak uyararak sitokin salinimina neden olurlar.
Mide ve jejenumdaki karakteristik histolojik degisiklikler; epitelyum ve lamina propriada
notrofil infiltrasyonu ve jejenumda villus kaybidir (Bilgehan 2000, Murray ve ark. 2006,
Winn ve ark. 2006 ).

1. 3. 5. 5. 7. Toksik sok sendrom toksin (TSST): Onceden pirojenik ekzotoksin C ve
enterotoksin F olarak isimlendirilen TSST, 22.000 Da agirliginda, 1s1 ve proteolize direncli,
kromozomal kaynakli bir ekzotoksindir. TSST bir siiperantijendir, makrofa; ve T-
lenfositlerden nonspesifik sitokin salmimma neden olur. TSST diisiik konsantrasyonlarda
endotelyal hiicrelerin gecirgenligini saglarken, yiliksek konsantrasyonlarda hiicrelere
sitotoksik etki gosterir. TSST, vajina veya yara bolgesinden mukozal bariyerlere penetre
olabildigi i¢in Toksik Sok Sendromunun (TSS) sistemik etkisinden sorumludur. TSS’de 6liim,
hipovolemik sokun sebep oldugu coklu organ yetmezligi sonucu olusmaktadir (Bilgehan
2000, Dinges ve ark. 2000, Murray ve ark. 2002). S. aureus tarafindan iiretilen toksik

komponent ve toksinler Cizelge 1. 3.’de verilmistir (Timbury ve ark. 2002)

Cizelge 1. 3. S. aureus taratindan iiretilen toksik komponent ve toksinler

TOKSIN ETKI

Hemolizinler (0,B,y) Sitolitik: ¢esitli hayvan tiirlerinde eritrositlerin lizisi
Koagulaz Plazmayi pihtilagtirir. Laboratuarlarda KPS ve KNS ayriminda kullanilir
Fibrinolizin Fibrinin yikimlanmasi

Lokosidin Lokositlerin tahribi

Hyaluronidaz Hyaluronik asidin yikimlanmasi

DNA’se DNA hidrolizi

Protein A Lipolitik

Kapsiil Antifagositik

Epidermolitik toksin Epidermal yayilma ve eksfolyasyon
Enterotoksinler Kusma ve ishale sebep olan gida zehirlenmesi
Toksik sok sendromu toksini Sok, deri dokiintiisii

KPS: Koagulaz Pozitif Stafilokok, KNS: Koagulaz Negatif Stafilokok
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1. 4.S. aureus’ un identifikasyonu

1. 4. 1. Biyokimyasal identifikasyon:

S. aureus’u tanimlamada en giivenilir testlerden biri koagulaz testidir. Serbest

koagulaz “tlip koagulaz” ve bagl koagulaz “lam koagulaz™ yontemleriyle tespit edilir.

1. 4. 1. 1. Lam Koagulaz Testi: S. aureus suslarinin cogu hiicre duvarinda bagh
koagulaza veya ‘clumping factor’e sahiptir. Bu faktor hizli hiicre agliitinasyonuna sebep olan
plazmadaki fibrinojen ile direkt tepkimeye girer. Bu test kanli agar, Columbia Colistin
Nalidixic Agar ya da diger nonselektif nutrient besiyerinde lireyen kolonilerden yapilabilir.
Fakat yliksek tuz konsantrasyonu S. aureus 'un bazi suslarinda otoagliitinasyona sebep oldugu
icin bu test, yiiksek tuz iceren besiyerlerinde yapilmamalidir. Clumping faktore sahip olmayan
suslar serbest koagulaz iiretecegi i¢in, herhangi bir sus lam koagulaz testinde negatif ¢ikarsa
bu sonug bir tiip agliinitasyon testi ile dogrulanmalidir. S. lugdunensis ve S. schleiferi gibi
koagulaz negatif bazi suslar clumping faktor {iretip lam koagulaz testi ile pozitif sonug

verebilirler (Winn ve ark. 2000).

1. 4. 1. 2. Tiip Koagulaz Testi: Bu metod ile saptanan koagulaz ekstraseliiler olarak
salinir ve bir kompleks olusturmak i¢in plazmadaki Coagulase Reacting Factor (CRF) ile
reaksiyona girerek stafilotrombin olusturur. Stafilotrombin de fibrinojenle reaksiyona girerek
fibrin olusumunu tetikler. Baz1 suslar, 35°C’ de uzayan inkiibasyon periyodunda pihtinin
cOziilmesine sebep olan fibrinolizin {iretecegi icin testler 35°C” de 4 saat inkiibasyondan sonra
oda 1sisina alimmali ve 18-24 saat sonra tekrar degerlendirilmelidir. Nadiren bazi S. aureus
suslar1 koagulaz negatif olabilmektedir. Hem tiip hem de lam koagulaz testi i¢cin Onerilen
EDTA’l1 tavsan plazmasidir. Enterococcus tiirleri gibi organizmalar sitrat1 kullanabildigi i¢in
sitrath plazma kullanilmamalidir. Tiip koagulaz testi S. aureus identifikasyonu i¢in referans
bir testtir. Bu test, pozitif kan kiiltiiriinden dogrudan tavsan plazmasi icerisine inokiile

edilerekte yapilabilir (Winn ve ark. 2006).

1. 4. 1. 3. Lateks Agliitinasyon: Bu yontemde plazma ile kaplanmis lateks parcalari
kullanilir. Latekse bagl fibrinojen clumping faktorii saptar. Ayrica parcaciklarda bulunan
immunglobulin molekiilleri stafilokokal hiicre duvar proteini olan protein A’y1r da

saptayabilir. Bu protein IgG molekiillerine Fc reseptorii ile baglanabilmektedir. Bir agar
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plagindan almman kolonilerin test materyali ile karismasi sonucu lateks-mikroorganizma
stispansiyonu hizli bir kiimlesme gosterir. Ayrica S. lugdunensis ve S. schleiferi’ nin bazi

suslar1 da clumping faktor iiretir ve bu test pozitif reaksiyon verebilir (Winn ve ark. 2006).

1. 4. 1. 4. Pasif Hemagliinitasyon: Eritrositler ya da sentetik olarak hazirlanmis
polistren lateks gibi pargaciklar, ¢esitli yontemlerle ¢ok ¢esitli antijenlerle kaplanabilirler. Bu
sekilde kaplanmis oldugu antijenin tasiyicis1 durumuna gelen eritrosit ya da pargaciklar,
elektrolitli ortamda bu antijenlerin antikorlar1 ile karsilastiklarinda agliitinasyon verirler.
Dolayli hemagliinitasyon denilen bu testler ¢cok duyarli olup, ortamda cok az antikor
bulunmasi1 bile sonu¢ i¢in yeterli olmaktadir. S. aureus hiicrelerinin ylizeyindeki clumping
faktorii saptamak i¢in fibrinojen ile sensitize edilmis koyun eritrositleri bu amagla kullanilir

(Winn ve ark. 2006).

1. 4. 1. 5. Deoksiriboniikleaz (DNaz) Testi: Baz1 S. aureus suslar1 zayif ya da stipheli
tiip koagulaz reaksiyonu olusturabilir. Bu vakalarda koagulaz ile ¢cok iyi uyum gdsteren ek
testler yapmak gerekebilir. S. aureus endoniikleotik ve ekzoniikleotik aktiviteye sahip olan
DNaz ve termostabil niikleaz iiretir (Gudding 1983). Bu enzimlerin her ikisi de niikleik asiti
hidrolize eder. DNaz iceren bakteriler, DNA igeren besiyerinde DNA’y1 pargalayip
oligoniikleotidler olustururlar. Bu deneyde DNA’l1 plak besiyerine saf kiiltiirden ¢izgi ekimi
yapilip 35°C’ de 18-24 saat bekletildikten sonra plak yilizeyine 1N HCIl damlatilmasi ile
bakteri DNaz olusturuyorsa ekim c¢izgisinin ¢evresinde saydam bir zon olusur. Bu test S.
aureus 'un identifikasyonunda ek bir test olarak yardimci olmakla birlikte bagka stafilokoklar

da DNaz pozitif reaksiyon verebilir (Waller ve ark. 1985).

1. 4. 1. 6. Termostabil Endoniikleaz Testi: Bu test icin yine ayn1t DNaz test besiyeri
kullanilir. Sadece agar icerisinde 3 mm capinda ¢ukur agilir ve 15 dakika su banyosunda
kaynatilmig 14 saatlik siv1 kiiltiir ile bu kuyucuklar doldurulur. Plaklar 35°C’de 1 gece inkiibe
edilerek c¢ukurlarin cevresinde pembe bir hale olusup olusmadigi izlenir. Bazi hayvan
izolatlar1 1s1ya direncli termoniikleaz iiretir. Baz1 koagulaz negatif stafilokoklar zayif pozitif
reaksiyon verebilir. S. aureus endoniikleaz testinin 6zgiilliigii, S. aureus enzimlerine karsi
hazirlanmis monoklonal veya poliklonal antikorlarla seroinhibisyon reaksiyonu veya S.
aureus 1s1 stabil endoniikleazin1 kodlayan nuc geni Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile

gosterilerek dogrulanabilir (Mason ve ark. 2001).
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1. 4. 1. 7. Mannitol Fermentasyonu: S. epidermidis ve diger koagulaz negatif tiirlerin
aksine S. aureus mannitolii fermente etmektedir. S. aureus’ un diski, ¢evre 6rnekleri ile nazal
tastyicilarin taranmasinda bu 6zelligi kullanilir. Kullanilan besiyeri “mannitol salt agar”dur.
Bu besiyerinin bilesiminde mannitol (%1), NaCl (%7,5), fenol kirmizist ve pepton igerir. Bu
yiiksek tuz konsantrasyonu, enterekoklar disindaki diger mikroorganizmalarin {iremesini
engeller ve secici olarak stafilokoklar iirer. Izole edilen S. aureus kolonileri, ¢evresinde
mannitolden asit olusumunu gosteren sar1 bir zon varligi ile saptanir. Nadiren bagka stafilokok
tiirleri de mannitolden asit {retilebilir. Bu sebeple bu besiyerinde iiretilen mannitol pozitif
organizmalar kanli besiyerine pasajlanip koagulaz iiretimi agisindan test edilmelidir (Winn ve

ark. 2006).

1. 4.2. Genotipik Identifikasyon

S. aureus'un identifikasyonunu saglayan molekiiler yontemlerin ¢ogu PCR bazlidir.
Eskiden kullanilan testler ile identifkasyon i¢in amplifikasyon {irtinlerinin Southern blotting
ile belirlenmesi gerekiyordu (Brown ve ark. 2005). Fakat daha sonra, tiire spesifik hedef
bolgelerin amplifikasyonu i¢in diizenlenmis, protein genleri gibi hedef bolgeler igeren primer
cesitliligi gelistirildi. Niikleaz (nuc), koagulaz (coa), protein A (spa) ve yiizey iliskili
fibrinojen baglayan protein genleri gibi genler de S. aureus 'un tanimlanmasinda onemlidir.
Ayrica stafilokokal metisilin direncinin tespiti i¢in mecA ve 16S rRNA gibi spesifik gen
bolgelerini degerlendiren multipleks PCR yonetmi de mevcuttur (Grisold ve ark. 2002). Ticari
olarak bulunan real time PCR ile basar1 saglanmistir. Real-time PCR, ekipmani olmayan rutin
laboratuvarlarda PCR’ye alternatif sunmak icin bir kolorimetrik mikrokuyucuk formatinda,
coa geninden mRNA transkripsiyonunun izotermal sinyal aracili amplifikasyonunu kullanan

yeni molekiiler bir yontemdir (Levi ve ark. 2003).

Molekiiler tiplendirme teknikleri, epidemik hastaliklara neden olan S. aureus
suslarinin  yayilimini izlemek i¢in kullanilmistir. Bu teknikler arasinda Pulsed-Field Gel
Electrophoresis (PFGE), Stafilokokkal Protein A (spa) Dizi Tiplendirme ve Cok Lokuslu Dizi
Tiplendirme (Multi Locus Sequence Typing: MLST) ve stafilokokal kromozomal kaset mec

(SCCmec) yiiksek ayrim giiciine sahip olan ve en ¢ok kullanilanlardir.
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1. 4.2.1. PFGE

Molekiiler tiplendirme ydntemleri siklikla ayni tiire ait iki mikroorganizmanin ayni
klondan olup olmadiklarini belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Maiden ve ark. 1998, Aanensen
ve Spratt 2005). PFGE, S. aureus ve diger birgok patojen bakterilerin genetik farkliliklarini
arastrmak i¢in molekiiler epidemiyolojide kullanilan 6nemli bir genetik tiplendirme
metodudur. 1990 yilindan beri kullanilan PFGE, bir¢cok bakteri i¢in etkili ve ¢ok yoOnli
genetik tiplendirme metodudur. PFGE temel olarak bozulmamis bakteri hiicrelerinin yumusak
agaroz jele gomiilmesini daha sonra hiicre duvart lizisini ve kromozomun kesilmesi
islemlerini icermektedir. Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile genomun kesilmesinden
sonra agaroz jel elektroforez yontemi ile ayirma islemi gergeklestirilir. Meydana gelen
fragmentlerin konvansiyonel elektroforez sistemlerle ayrilmast c¢ok zordur. PFGE
sistemlerinde bu fragmentleri aymrmak miimkiin olabilmektedir. Sistemlerde baslangic
vuruslar1 kisadir ve elektroforez devam ettigi siirece artar. Bant paternleri bir goriintiileme
sistemi araciligiyla degerlendirilir (Goering ve Winters 1992, Maslow ve ark. 1993, Tenover
ve ark. 1994, Tenover ve ark. 1995, Matushek ve ark. 1996, Stemper ve ark. 2004, Kurt ve
ark. 2007).

1984 yilinda David Schwartz yeni bir teknik olarak periyodik araliklarla yoni
degistirilen elektrik alaninin DNA molekiillerini jel i¢inde ilk yerinden ayirip bir hat iizerinde
dizecegini ileri siirmiistiir. Ozellikle agarozda 30-50 kb’dan 10 Mb’a kadar olan biiyiik
parcalar yiiriitiilebilmektedir. Bu metotla yiizlerce kilo baz agirliktaki mantar kromozom
parcalarmin uzunlamasina ayristirildigr gosterildi. 1982 yilinda ilk kullanimindan sonra
gelistirilen bir¢ok cihazla ¢oklu elektrik alanlar1 kullanilarak biiyiik molekiil agirlikli DNA
parcalarinin ayrimima g¢alisilmistir (Hosoglu 2010). PFGE tiplendirme yOnteminin ¢aligma

mekanizmasi Sekil 1.2.”de gosterilmistir.
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Sekil 1. 2. PFGE tipleme yonteminin calisma mekanizmasi
A: Besiyerinden kolonilerin toplanmasi B: Kolonilerin tampon icinde siispanse edilmesi, C: Eritilmis agar ve
bakteri siispansiyonunun plastik kalip i¢ine yerlestirilmesi, D: Agaroz kaliplarinin lizis solusyonuna atilmasi, E:
Jellerin elektroforez taraklarma uygun sekilde kesilmesi, F: Kesilen kaliplarin restriksiyon endoniikleaz
enzimleri ile kesilmesi, G: Kesilen pargalarin kuyulara yerlestirilmesi, H: Jelin Chef Drll sistemine
yerlestirilmesi ve ayarlanmasi, I: Jelin Ethidium Bromide ile boyanip goriintiilenmesi (Matushek ve ark. 1996).

PFGE yonteminin ve sonuglarmin yorumlanmasinin kolaylasmast bu metodu daha
kullaniglt hale getirmistir. Birgok merkezde basta metisiline direngli S. aureus klonlarmi
tanimlamaya yonelik olmak {izere ¢ok sayida bakteri icin epidemiyolojik tiplendirmeler
yapilmaktadir. PFGE bakteri ve mantarlarin hemen tamaminda yeterince ayrim saglamaktadir
ve tekrarlanabilmesi nedeniyle gittikge daha fazla kullanilir hale gelmis bulunmaktadir. PFGE
ile tiplendirme; arastirmacilarin ayni hastada enfeksiyon ve kolonizasyona yol agan suslar
arasindaki iliskiyi gozlemlemesinde, kontaminasyon ve enfeksiyona yol agan suslarin
ayriminda, hastane i¢cinde hastalar arasindaki bulasmay1 takipte, tedavi sonrasinda tekrarlayan
enfeksiyonun reenfeksiyon mu yoksa niikks mii oldugunu belirlemede ve antibiyotiklere
direncli suslarin hastane i¢i ve hastaneler arasinda yayilimini takip etme konularinda yardimei
olur. Farkli hastalardan izole edilen suglar ayn1 PFGE tiplendirme profilini paylasiyorlarsa bu
suslarn ayni klondan kaynaklandiklari, hastadan hastaya veya ortak bir kaynak ya da

mekanizma ile bulastiklar1 biiylik olasiliklidir (Hosoglu 2010).
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Diger epidemiyolojik tiplendirmelerde oldugu gibi PFGE’de de baslica iki yaklagim
kullanilir: “Karsilastirma Metodu™ ile suslarin tamami ayni anda c¢alisilarak elde edilen
paternler karsilastirilir. “Kiitiiphane Tiplendirme Metodu”nda ise olusturulan “fingerprint”
kataloglar1 kullanilarak elde edilen paternlerin epidemiyolojik baglantilar1 ortaya konulmaya
calisilir. Birincisi salginlarda kullanilirken ikincisi sorveyans caligmalarinda kullanilan
sistemdir. Daha ¢ok klinik sonuglarla ilgilenen mikrobiyoloji laboratuvarlar: kiitiiphane tipi

tiplendirmeyi pek kullanmazlar (Hosoglu 2010)

Ideal olarak, bir salginin kokenini temsil eden PFGE izolatlar1 bir digerinden ayrilmaz
ve epidemiyolojik iligkisiz kokenlerden tamamen farklhidir, bdylesi durumlarda salgini
saptamak nispeten kolaydir. Alternatif olarak, rastgele genetik olaylar (DNA’da nokta
mutasyonlari, insersiyonlar, delesyonlar) salgin esnasinda elde edilen restriksiyon profilini

degistirebilir (Hosoglu 2010).

Standard jel elektorforez metodlarinda molekiiller statik elektrik alan altinda hareket
ederler. Elektrik alaninin etkisi altinda DNA parcalar1 bir hat iizerinde ilerleyerek agirliklarina
gore dizilirler. DNA parcalarinin hareketini etkileyen bir¢ok faktér vardir. Jelin icerigi ve
yogunlugu, elektrik alaninin gradiyenti, elektroforez tamponun 6zellikleri ve sicaklik en basta
gelen faktorlerdir. Normalde standart metodla yapilan DNA elektroforezinde 20 kb’dan daha
biiyiik parcalar ayni1 yondeki sabit akimla yiiriitiilerek ayristirilamaz. Baslangigta bliyilk DNA
parcalarmni yiiriitmek i¢in disiik yogunluklu agaroz jelleri ve diisiikk voltaj gradiyenti
kullanilmistir. Ancak bu farkl sartlarda bile DNA parcalarinin ayristirilmas: pek miimkiin
olmamistir (Hosoglu 2010)

Biiyiik DNA pargalarinin yiiriitiilebilmesi i¢in 6zel 6rnek hazirlama ihtiyaci ortaya
cikmustir. Biiylik DNA kolay kirilir ve yliksek viskozitesinden dolay1 pipetlenmesi giictiir. Bu
nedenle 6nce bir agaroz plak i¢ine yliklenmesi ve daha sonra bu plaklarin enzimlerle muamele
edilerek bakteri\mantar hiicre duvar1 ve proteinlerinin uzaklastirilmasi yoluna gidilmistir. Bu
sekilde saflastirilan saglam DNA agaroz plagin uygun biiyiikliikte bir pargasi restriksiyon
enzimi ile muamele edilerek, kromozomal DNA daha kiiclik pargalara kesilmis olur. Bu
agaroz plak parcalar1 jeldeki kuyucuklara yerlestirilerek elektroforeze tabi tutulur. PFGE’de
yanlis bakteri adlandirilmasi, kontaminasyon sonucu RNaz aktivitesi, ¢ok az ya da ¢ok fazla

DNA, kullanilan kimyasallarin kalitesi, suyun safligi, plazmit DNA’smin eklenmesi, jel

22



kuyucuklarmin genisligi ile bantlarin kaymasi, kotii fotograflama ve yliriitme 1s1smin yiiksek

ya da diistik olmasi gibi sorunlarla karsilasilabilir (Hosoglu 2010).

PFGE yonteminde degerlendirme olusan bant sayilarina gore yapilir. PFGE’de ii¢ bant
farki tek bir genetik olayla olusabilir; bu nedenle boyle kokenler yakin iligkili olarak
siniflanir; alt1 bantlik fark olmasi iki genetik olayla, yedi banttan biiyiik fark {ic veya daha
fazla genetik olayla iligkilidir. Kokenler %100 benzerse ayn1 koken, %80’den fazla benzerse
klonal iliskili bir koken kabul edilir (Singh ve ark. 2006).

1. 4. 2. 2. spa Dizi Tipleme

Tekrarlayan tinitelerdeki tek lokuluslu DNA sekansina dayanan stafilokokal protein A
geni (spa), MRSA suslarinin tiplendirilmesinde oldukca giivenilir, dogru ve ayrimi saglayan
bir yontemdir. S. aureus’ta bulunan iki korunmus gen bdlgesi olan protein A (spa) ve
koagulaz (coa) SSR bolgesinde ayr1 ayri diizenlenir. Bu korunmus gen bdlgeleri 24 ve 81
bp’lik ardi ardina tekrarlayan {initelerden olusur. Her iki gende, SSR {initelerinde diizenlenir
ve tekarlayan lniteler seklinde organize olur. SSR bolgesinde nokta mutasyonlar ve gen i¢i
rekombinasyonla meydana gelen genetik degisimler; kromozom replikasyonu boyunca

siirerek yiiksek oranda polimorfizme neden olur (Shopsin ve ark. 1999, Shopsin ve ark. 2000)

Polimorfik DNA sekanslarinda daha once bildirilen; 3’kodlama bolgesinde, S. aureus
suslarina 6zel 24 bp spa salgm arastirmalarinda genetik ayirimi saglamak icin kullanilir
(Shopsin ve ark. 1999). Birden fazla PFGE’de genotipleme yOontemi karsilastirmali olarak
degerlendirilirse S. aureus suslarinin ayriminda spa tiplendirmesinin 6nemi ortaya ¢ikar

(Crisostomo ve ark. 1998, Oliveira ve ark. 2001).

1. 4.2.3. MLST

MLST, molekiiler biyolojide kullanim1 giderek artan ve mikroorganizmaya ait birden
cok lokusun tiplendirilmesinde kullanilan bir tekniktir. Cok sayida bakteriyel patojenin
molekiiler analizinde yaygm olarak kullanilan bir yontemdir ve bu yontemle virulan veya
antibiyotiklere direng¢li klonlarin tiplendirilmesinin yaninda, klonlarin evrimsel gelisimi de
izlenebilmektedir. Maiden ve arkadaslar1 1998 yilinda, gen {riinlerinin yerine, metabolik

faaliyetlerden sorumlu korunmus gen (housekeeping) dizilerinin karsilastirmasina yonelik
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yaklagimi ileri siirmiigler ve yonteme “Multilokus Sekans Tiplemesi (MLST)” adini
vermiglerdir. Yedi farkli yapisal metabolik genin yaklasik 50 bp parcalarinin dizi analizi
yapilmakta ve elde edilen her bir allele bir kod verilerek, her kdken i¢in bir dizi tipi (sequence
type, ST) saklanarak, diinyanin herhangi bir bolgesinden elde edilen diger kokenlerle
karsilastirilabilmekte ve bu sayede global epidemiyolojik ¢aligmalar icin 6nemli bilgi ve hizli

islem avantaj1 saglamaktadir (Maiden ve ark. 1998).

MLST, bir organizmadaki “yasamsal faaliyetleri kodlayan” yedi adet gene ait
parcalarmn dizilimleri ile ayni organizmanin farkli suslarindaki 6zdes gen gruplarmin
karsilagtirilmasint igerir. Bu genlerin, hiicrenin temel fonksiyonlarmi kodladigi ve
plazmitlerden ziyade kromozomlar iizerine yerlestikleri bilinmektedir. Her bir gen i¢in
yaklagik 450 bg’lik dizi PCR ile ¢ogaltilir ve dizilenir. Daha sonra karsilastrmali dizilem
verileri bir dendogram ile ifade edilir (Madigan ve ark. 2000).

MLST’de bir gen i¢in benzer dizilere sahip suslarin, o gende ayni allele sahip oldugu
sOylenir ve o gen i¢in ayni say1 tahmin edilir. Bir gen pek ¢ok farkli allelle sahip olabilir ve
ayni tiir icerisindeki bir grup susa ait bir gende genelde 10 ila 30 adet allel bulunabilir. Her
tiire, o tlire 6zgil bir seri say1 (¢cok lokuslu dizi tipi) verilerek sonuglandirilir. Daha sonra her
dizi tipi arasindaki O (benzersizlik)’dan 1 (suslar benzerdir, sadece uzaktan iligkilidir)’e kadar

olan baglhlik uzaklig1 bir dendogramu ¢izilerek ifade edilir (Madigan ve ark. 2000).

Bugiin i¢in internet ortaminda, www.pubmlst.org, www.mlst.net gibi ¢ok sayida

mikroorganizmaya ait bilgi iceren genis veritabanlarmin yani swra www.shigatox.net,

www.neisseria.org, www.mlstoslo.uio.no gibi tek mikroorganizmaya yonelik veri tabanlarina
da ulasmak miimkiindiir. www.mlst.net veri tabaninda, 15 Haziran 2007 tarihinden itibaren
tiim diinyada tamimlanmis ve veri tabaninda yer alan dizi tiplerine ait haritalar da yer almaya
baslamistir. Boylece, arastiricilara ellerindeki mikroorganizmaya ait dizi tipinin diinya
cografyasindaki dagilimini izleme imkani sunulmaktadir (www.mlst.net). Sekil 1.3. ve Sekil

1. 4. de MLST analizi 6zetlenmistir.
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Sekil 1. 3. MLST Analizi
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7 MLST lokusunda alel numaralarl izolatlarin alellik profilini
vermektedir

Internet volu (www .inlst.net) ile ag tizerinde merkezi bir data da tim
izolatlarin alellik prifilleri karsilastirilir.

Sekil 1. 4. MLST Analizi

MLST c¢ok yakin akraba suslarini bile ayirt edebilme giiciine sahiptir. Bu nedenle
organizmalari tiir seviyesine kadar tanimlamada, rRNA dizilenmesine gore ¢ok daha iyi bir

yontemdir. MLST analizlerinde incelenen yedi genle ve gen bagina 20 allele birka¢ milyar
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farkli genotipin aymriminin yapilabildigi hesaplanmistir. Bunun aksine MLST organizmalari
tiir seviyesinin iizerinde karsilastirmak i¢cin uygun degildir, ¢iinkii ¢oziinlirliigli daha yiiksek
seviyedeki bir taksonun anlamli bir filogenisini olusturamayacak kadar duyarlidir (Madigan

ve ark. 2000).

MLST yontemi ile elde edilen verilerin degerlendirilmesi ve cesitli epidemiyolojik
arastirmalarda kullanilmas1 6nemli bir c¢alisma alamidir. Klonal iliskili topluluklari
belirlemeye yonelik algoritmalar kokenin genetik olarak iligkisini ortaya koymak icin
uygundur. Fakat MLST gibi ¢ok sayida koken iceren veri tabanlarinin analizinde
uygulanmalar1 pratik degildir. Ayrica bu yontemler, populasyondaki evrimsel degisimleri

taramak agisindan ¢ok kullanish degildir (Feil ve Enright 2004).

MLST patojen suslarin ayiriminda klinik mikrobiyolojiye dnemli katkilar saglamistir.
Escherichia coli tiirli i¢gin bu durum diisiintildiiglinde K-12 gibi baz1 suslar zararsiz iken,
O157:H7 gibi baz1 suslar ¢ok ciddi Oliimciil enfeksiyonlara yol acabilmektedir. MLST
yontemi ile bir bakteriyel patojenin viriilent bir susu takip edilebilir ve populasyonda
yakindan akraba pek ¢ok organizma olsa bile, susun kesin teshisi yapilabilir. Bunun yani sira
teknik PCR temelli oldugundan, klinik numuneleri laboratuvar kiiltiiriinden izole etmeden de
test edebilme imkani saglar. Bu durum, klinik bir numuneden patojenik bir susun DNA’s1
izole edildiginde MLST analizlerinin kolaylikla yapilabilecegini gostermektedir (Madigan ve
ark. 2000).

MLST analizleri bakterilerde bazi ilging genetik desenler ortaya cikarir. S. aureus gibi
baz1 prokaryotlar ¢ok kiiciik MLST degisiklikleri gosterebilmektedir. Bu degisiklikler, bu
organizmalarin ekolojisindeki farkliliklar1 ve onlar1 farkli kilan faktorleri kesin olarak yansitir.
Bu tiir bilgiler, bir patojenin genetik kararliligina veya kararsizligina dayanan ilag ve as1

gelistirme stratejilerine de katkida bulunabilir (Madigan ve ark. 2000).

S. aureus suslarinin molekiiler tiplendirmesi ile ilgili olarak yapilan MLST
analizlerinde hayvansal kaynakli izolatlarda en yaygin sekans tipinin ST 348 oldugu yapilan
calismalarda bildirilmistir (Carmen ve ark. 2011 ve Nathaus ve ark. 2011). Boliimiimiizde
yapilan bir arastirmada 2002-2006 yillar1 arasinda izole edilen S. aureus suslarinda PFGE ve
varyantlar1 ile birlikte 3 pulsotipin varlig1 belirlenmistir. Bu arastirmada Pulsotip B suslar1

SCCmec tiplendirmesi ile tip IV, MLST ile ST8 (USA 300 olarak da bilinen ABD’de toplum
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kokenli izolatlar arasinda en yaygin olarak goriilenlerden bir tanesi) spa ile t190; pulsotip A
ve C suslarinin ise SCCmec tip III, spa tiplendirmesi ile t030 ve MLST ile ST 239 ve ST 239
benzeri bir klon oldugu belirlenmistir. Bu klonlardan ST 239 Brezilya klonu olarak bilinir ve

onemli hastane kokenli klonlardan birisidir (Tiirkyillmaz ve ark. 2010).

1. 4.2.4. SCCmec

SCC, stafilokok tiirleri arasinda genetik madde aligverisine aracilik eden hareketli bir
elemandir. Yapi1 olarak patojenite adasma benzemekle birlikte hi¢c virlilens geni
icermemektedir. MRSA suglarmin  en belirleyici 06zelligi  Staphylococcal Casette
Choromosome mec (SCCmec)’e sahip olmalaridir. Bu hareketli genetik eleman mecA geni
tarafindan kodlanan genis spektrumlu betalaktam direnci i¢in 6nemli bir belirleyicidir.
Metisilin direngli stafilokok suslarinin ortaya ¢ikmasi duyarli suslarin kromozomlarina
SCCmec elemanlarmin aktarilmasi yolu ile olmaktadir (IWG-SCC 2009). SCCmec kasetinin
kokeni hala bilinmemekle birlikte S. sciuri’ nin PBP’si ile PBP2a’s1 arasinda %87,8 oraninda

homoloji nedeniyle kokeninin bu bakteri oldugu diisiiniilmektedir (Said-Salim ve ark. 2003).

SCCmec elemanlar1 oldukga farkli yapisal organizasyonu ve genetik igerigi ile tip ve
alt tiplere ayrilmistir. Giinimiizde MRSA klonlar1 yaygin olarak pratikte SCCmec tipi ve
kromozomal yapisina dayanan sekans tipleri ile tanimlanmaktadir (Enright ve ark. 2002).
Eskiden mecA tasimayan SCC ve SCCmec tip ve alt tipleri herhangi bir standardizasyon
yapilmadan bildirilmekteydi. Bu nedenle giiniimiize kadar SCC elemanlarinin
siniflandirilmasinda tutarsizlik ve belirsizlik olmustur. Bu konuda Stafilokokal Kromozom
Kaset Elemanlarmin Siiflandirilmasi Uluslararast Calisma Grubu (International Working
Group on the Classification of Staphylococcal Casette Choromosome Elements (IWG-SCC))’
nun caligmalar1 sayesinde SCCmec ve diger SCC elemanlarinin basarili bir sekilde

smiflandirilmasi yapilmistir (IWG-SCC 2009).

PBP2a, 2 kb’lik DNA segmentine lokalize bir gen olan mecA geni tarafindan
kodlanmaktadir. mecA geninin kodladigi PBP2a diger PBP’lerden farkl olarak beta-laktam
antibiyotiklere afinitesi zayiftir. Beta-laktam antibiyotiklerin varliginda diger PBP’ler inhibe
olurken, PBP2a ‘nim islevselligi devam ederek hiicre duvar sentezi gorevini siirdiiriir. Bu
nedenle metisilin direnci olan bir stafilokok kokeninin, duyarlilik testi yapilmaksizin tiim

beta-laktam grubu antibiyotiklere (penisilinler, betalaktam+betalaktamaz inhibitor
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kombinasyonlari, tiim sefolosporinler, monobaktamlar, karbapenemler) direngli oldugu kabul

edilir (CLSI 2005).

Bazen bu gen indiiklenebilir ve direngli suslardan duyarh suglara transfer edilebilir.
mecA geni reglilasyonunu saglayan mecl (baskilayici gen) ve mecR1 (sinyal doniistiiriicii gen)
ile birlikte SCC iizerinde taginir ve stafilokok tiirleri arasinda transfer edilebilen hareketli bir
genetik eleman olarak kabul edilir. mecA’nmn farkh stafilokok tiirlerine yaygin olarak
dagildig anlasildiktan sonra, bunun stafilokok tiirleri arasinda nakledilen hareketli bir genetik

eleman tizerinde tasidig ileri siirtilmiistiir (IWG-SCC 2009).

Casette Choromosome Recombinases (ccr) olarak bildirilen yer spesifik gen
kompleksi SCCmec gen kasedinin ikinci ana genetik yapisidir ve kasedin bakteriyel genoma
integrasyonu ve eksizyonundan sorumludur (Ito ve ark. 1999, Katayama ve ark. 2000).
SCCmec’in tanmimlanmasindan kisa siire sonra SCCmec’in birgok farkli elemanlar
tanimlanmistir. Bu elemanlarin 6nemli 6zellikleri soyledir: a) mec gen kompleksinde
mecA’nin tasmmasi b) ccr gen kompleksinde ccr gen(leri) nin tasmmasi c) stafilokokal
kromozomda ccr ile ilgili rekombinasyonlarda hedef olarak islev yapan ve SCC i¢in
integrasyon bolge dizileri (integration site sequence (ISS)) olarak isimlendirilen stafilokokal
kromozomda 6zel bir integrasyon bolgesi d) ISS iceren direkt tekrar dizilerinin varligi. Son
siniflandirmaya gore S. aureus’da belirlenen SCCmec tipleri Cizelge 1.4.’te verilmistir (IWG-

SCC 2009).

Cizelge 1. 4. S. aureus’ ta belirlenen SCCmec tipleri

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

11 2(A2B2) A

111 3(A3B3) A

v 2(A2B2) B

\Y 5(0C) C2

VI 4(A4B4) B

VII 5(0C) Cl

VIII 4(A4B4)** A

*gen kompleksinde ccr genleri parantez iginde gosterilmektedir.
**ccrAd4B4 genleri SCCmec tip VIII” de bulunur.

SCCmec Elemanlarimin Siniflandiriimasi
SCCmec ii¢ 6nemli gen kompleksi tarafindan olusturulur; ccr gen kompleksi, mec gen

kompleksi ve J bolgesi (IWG-SCC 2009).
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a. ccr gen kompleksi: ccr gen allotipleri tarafindan olusturulur. Bir¢ogunun etrafinda
fonksiyonu tam olarak bilinmeyen Open Reading Frames (ORFs) olarak isimlendirilen diziler
bulunur ve kasetin bakteriyel genoma integrasyon ve eksizyonundan sorumludur. Bunlar
invertaz\resolvaz ailesinden ccrA, ccrB ve yeni tanimlanan ccrC olmak tlizere 3 farkl
rekombinaz kodlayan genlerdir. SCCmec’in mobilitesini saglarlar. ccrA invertaz varlhiginda,
SCCmec kromozomun dogru bolgesine girer ve ccrB resolvaz ile kromozomdan tam bir

sekilde, eksiksiz olarak ayrilir (Zhang ve ark. 2005, Martins ve Cunha 2007).

Farkli allotiplere ait ccr genleri % 60-82 arasinda niikleotid benzerligi gosterirken,
genelde %85 ‘in iizerinde niikleotid benzerligi gosteren ccr genleri ayni allotip i¢inde toplanir.
Ayirt edilen tiim ccrC varyantlarinda % 87 nin lizerinde dizi homolojisi saptandigi i¢in sadece
tek bir ccrC allotipi vardir. ccrC genlerinin farkliliginin numara kullanilarak allellerle ifade
edilmesi onerilmektedir (6rn ccrCl allel 2 veya ccrCl1 allel 8 gibi). ccrA ve ccrB genleri 4,
ccrC genlerinin ise 1 allotipi bulunmaktadir. ccr genlerinin siniflandirilmast Sekil 1. 5.7 te

gosterilmistir.

cor genes class B mec
" ¥

cerA cer8 1S1272 mecRT mecA IS431 mec  orfx

= =]

Region |

Sekil 1. 5. ccr genlerinin smiflandirilmast

S. aureus’dan baska stafilokoklar1 da iceren tiirlerde ccr gen temsilcileri filogenetik
iligki icindedir. Diger stafilokok tiirlerinde bulunan DNA dizileri S. aureus’ dan farklilik
gostermesine karsin, bunlarin hepsi ccrA, ccrB veya ccrC olarak simiflandirilmistir. S. aureus
disindaki stafilokoklarda birkag ekstra ccr allotipi bulunmustur. Bunlar; ccrAS S.
pseudintermedius KM241 susunun ccrA genidir, ccrB6 S. saprophyticus ATCC 15305
susunun ccrB genidir ve ccrB7 S. saprophyticus TSU33 susunun ccrB genidir. ccr gen
kompleksleri bulunus sirasina goére numaralandiriir. Bugiline kadar iki farkli grup
bildirilmistir. Bunlardan biri ccrA ve ccrB’ yi birlikte tasir, digeri ise ccrC’yi tasir. ccr’deki
allellik varyasyonlara dayanan bir seri allotip tanimlanmstir. S. aureus’ da bulunan ccr gen
kompleksi, tip 1 (ccrA1BI tasiyan), tip 2 (ccrA2B2 tasiyan), tip 3 (ccrA3B3 tasiyan), tip 4
(ccrA4B4 tasiyan) ve tip 5 (ccrC tasiyan)’i igerir ve bunlar PCR ile saptanabilir.
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Onerilen adlandirma sisteminde, DNA dizi benzerligi % 50 nin altinda ise ancak o
zaman yeni bir ccr geni bulunmus kabul edilmekte, yeni bir allotipin tesisi i¢in ise dizi
homolojisinin % 50-85 arasinda olmas1 gerekmektedir. Bu kosullar saglanmadiysa ccr geni

adlandirilabilir.

b. mec gen kompleksi: mec gen kompleksi; mecA, regiile edici genler ve insertion
sequence denilen IS elemanlarindan olusur. Beta—laktam diren¢ fenotipidir ve metisilin
direncinden sorumludur. Igerdikleri yapilara gdre mec gen kompleksi 4 smifta incelenir
(Hiramatsu ve ark. 2001, Hanssen-Ericson 2006, Martins-Cunha 2007). mec gen kompleksi
siniflart Sekil.1. 6°’da (Bigcer 2009) gosterilmistir.

15437

—_— -

ol H - e

mecd iRl mMecA

Class A[ 1S43171 15437
- -

=g Bl H ==

AlS 1272 AmecRi 154317

- it o —

Class B 3 H H p—
IS43T AmecHl 1IS431

—— e —— i

rc1 H S |
Class C 1S431 A meckHI 154371
ok

- ca2 al 4 ===
A macRi 154317

Class D = H ] E==
1 kb

Sekil 1. 6. mec gen kompleksinin siniflar

Smif A mec gen kompleksi (class A mec) mec A’nin yukarisinda tam mecR1 ve mecl
diizenleyici genlerini, asagisinda hyper variable region (HVR) olarak isimlendirilen asir1
degisken bolgey1 ve insertion sequence IS431 igeren prototip komplekstir. Sinif B mec gen
kompleksi mecA’nin yukarisinda kisa bir mecR1, insertion sequence 1S1272 asagisinda HVR
ve insertion sequence IS431 igeren komplekstir. Siif C mec gen kompleksi, muhtemelen
bagimsiz olarak evrimlestiklerinden, C1 ve C2 olmak iizere mecR1 bdlgesinin uzunluguna ve
[S431’in yerlesimine gore iki farkl tipte olabilir. mecA’nin yukarisinda kisa bir mecR1 ile
birlikte IS431 ve asagisinda HVR ve [S431 icerir. Smif D mec, mec gen kompleksi mecA’nin
yukarisinda mecR1 ve asagismda HVR ve [S431° den olusur. Ana mec gen kompleksi
siniflarinda ¢esitli varyantlar bulunmustur. Bunlar simif A mec gen kompleksinde mecA’nin

yukarisina IS431 veya [S1182 insersiyonu, veya smif B mec gen kompleksinde mecA’nin
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yukarisina Tn4001 insersiyonudur. Bu varyantlar sinifa eklenmis alt numara olarak gosterilir

(IWG-SCC 2009).

c. J bolgesi: SCCmec eleman1 mec ve ccr gen komplekslerinden bagka {iciincii bir
bolge olan J bolgesi olarak isimlendirilen, mec ve ccr gen komplekslerinden bagka bir bolge
olarak tanimlanan, SCCmec tipleri arasinda farklilik gosteren diziler icerir. J dizileri arasinda
“insertion sequence” denilen IS elemanlar1 farkli antibiyotiklere direngten sorumlu
transpozonlar yer almaktadir. Ismi ilk olarak L-C, C-M ve I-R bdlgeleri olarak bildirilen bu
yap1 daha sonra J bolgesi olarak degistirilmistir. Ancak J bolgesi “birlesme bolgesi”(junkyard
region) olarak isimlendirilmektedir. J1 (eskiden L-C) bolgesi ccr kompleksi ile sag kromozom
arasinda, J2 (C-M) ccr gen kompleksi ve mec geni arasinda ve J3 (I-R) mec gen kompleksi ile
sol kromozomal bolge arasindaki bdlgedir. Ayni mec-ccr kompleksinde J bdlgesindeki

degisiklikler SCCmec alttiplerini tanimlamak i¢in kullanilmaktadir IWG-SCC 2009).

SCCmec Tipleri:

Glinlimiize kadar yukarda belirtilen kriterlere gore sekiz farkli SCCmec tipi
tanimlanmistir. Ik olarak tanimlanan SCCmec tip I, II ve III (Ito ve ark 1999, Ito ve ark
2001)’ i, SCCmec tip IV, V, VI, VII; VIII izlemistir (Ma ve ark. 2002, Ito ve ark 2001,
Oliveira ve ark 2006, Berglund ve ark. 2008, Zhang ve ark 2009). Yeni SCCmec
elemanlarinin tanimlanmasinda mevcut mec sinifi ve ccr tipi esas alinarak isimlendirilmesi
onerilmektedir. Ornegin SCCmec tip I (1B) tip I ccr ve class B mec gen kompleksi tasir.
Diger SCCmec tipleri tip 11 (2A), tip 1T (3A), tip IV (2B), tip V (5C2), tip VI (4B), tip VII
(5C1) ve tip VI (4A) olarak adlandirilir. Bu nedenle SCCmec tipleri roma rakamlar1
kullanilarak tanimlanir bunu parantez igerisinde ccr ve mec komplekslerinin tipinin birlikte
yazimu izler. Tip III ve tip VI SCCmec elemanlar1 yeni sekans bilgilerine gore diizenlenmistir.
Tip III SCCmec elemani 67kb uzunlugundadir ve en uzun SCCmec elemani oldugu
bildirilmektedir. Bununla birlikte, 2006 yilinda, bu 67 kb’lik elementin SCCmercury ve tip 111
(3A) SCCmec (tip 3 ccr ve class A mec tagityan) olarak bilinen iki kiiciik SCC elementinin ard
arda gelmesinden olustugu bildirilmistir. SCCmec ile SCCmercury’ 1 birbirine karigtirmamak
icin bu yeni yap1 SCCHg olarak isimlendirilmistir. S. aureus HDE288 susu ilk olarak tip IV
SCCmec (Oliviera ve ark. 2001) olarak isimlendirilmis ancak daha sonra Tip VI SCCmec
(4B) olarak yeniden tanimlanmistir (Oliviera ve ark 2001).

Gilintimiizde tanimlanmis 8 SCCmec tipi asagida 6zetlenmistir:

31



SCCmec Tip I; smif B mec gen kompleksi ve tip I ccr gen kompleksinden
olugsmaktadir. 34,364 bp olup, transpozon veya plazmid tasimamaktadir. Metisilin ve agir

metaller disindaki ilaglara kars1 direng geni tasimamaktadir.

SCCmec Tip II; smif A mec gen kompleksi ve tip II ccr kompleksinden olusmaktadir.
53,017 bp olup metisilin direnci olusturan mecA ve mecR1 genleri disinda, J bolgesinde
pUB110 plazmidi ve Tn554 transpozonu tasimaktadir. Tn554; makrolid, klindamisin ve
streptogramin B’ ye kars1 direngten, pUB110 ise aminoglikozidlere kars1 direngten

sorumludur.

SCCmec Tip III; smif A mec gen kompleksi ve tip III ccr gen kompleksinden
olugsmaktadir. Bes tipin en biiyiigii (66,896 bp) olup, mecA, mecR1 disinda pT181 plazmidi
Tn554 transpozonu ve pseudo Tn554 (YTn554) tasimaktadir. YTn554 kadmiyuma karsi
direngten, pT181 tetrasiklin ve civaya kars1 direngten sorumludur. Diger tiplerde bulunmayan

Yccr geni adi verilen geni de igerir.

SCCmec Tip 1V; smif B mec gen kompleksi ve tip2 ccr gen kompleksinden

olugmaktadir. Bu yap1 kii¢iik olup mecA disinda direng geni tasimaz.

SCCmec Tip V; smif C2 mec gen kompleksi ile tip5 ccr gen (ccrC) igermektedir. Ito
ve ark. tarafindan bir Avustralya susundan tanimlanmistir. Bu kasetin boyutu 27,624 bp olup
tip IV’ den biraz daha biiytiktiir. Sadece metisilin direnci kodlayan genlere sahiptir (Ito ve ark.

2001, Zhang ve ark 2005, Martins- Cunha 2007).

SCCmec Tip VI; smif B mec gen kompleksi ile tip4 ccr gen igermektedir.

SCCmec Tip VII; sinif C1 mec gen kompleksi ile tip5 ccr gen (ccrC) igermektedir.

SCCmec Tip VII; simif A mec gen kompleksi ile tip4 ccr gen icermektedir (IWG-
SCC 2009).

SCCmec tip 1, 11 ve III esas olarak hastanede kazanilmis metisilin direngli stafilokok

suslarinda bulunur. Bunlar plazmid veya transpoze olabilen genetik elemanlar iizerinde
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tasmir. SCCmec tip 11 ve 1II ¢oklu betalaktam dis1 antimikrobiyallere dirence neden olur.
SCCmec tip IV ve V tipik olarak toplumda kazanilmis metisilin direngli stafilokok suslarinda
bulunur. Bu SCCmec tiplerinin boyutlar1 daha kiiciiktiir ve diger coklu direng genleri
tasimazlar (Zaoutis ve ark 2006). Bu gen kasetleri diger gen kasetlerine kiyasla ¢cok daha
kiigiiktiir ve bu 6zelligin diger suslara aktarimi kolaylastirdig1 diisiiniilmektedir. Ayrica bu
gen kasetlerinde betalaktam dis1 antibiyotiklere direng geni bulunmaz. Toplum Koékenli
Metisilin Direncli S. aureus (TK-MRSA)’da metisilin diren¢ kazanim mekanizmasi1 SCCmec
gen kasedi araciligiyladir. Bu gen kasetinin boyutunun kiiciik olmasi ve hareketliligini
saglayan genlere sahip olmasi nedeniyle, gelecekte ciddi saglik problemlerine neden olmasi
ve diger Gram pozitif bakterilerde de goriilmeye baslamasi, gerekli Onlemler alinmazsa
kagmilmaz bir son olacagmi gostermektedir (Unal 2006). TK-MRSA prevalansinda artis
goriilmesi ve insanlarin yami sira hayvan rezervuarlarinin belirlenmesi ile arastirmalar farkli
bir boyut kazanmistir (Kollef-Micek 2006, Aygiin ve ark. 2007). TK-MRSA’ nn
yayilmasinda; hastane kaynakli klonlardan kdken alarak toplumda yayildigi ya da metisiline
duyarl stafilokoklarin (MSSA) mecA genini MRSA lardan kazanarak yayildig1 seklinde iki
goriis lizerinde durulmaktadir (O’Rourke 2003). TK-MRSA’ nin, baslangigta bakim evlerinde
yasayan, damar ici ila¢ bagimlilar1 ya da kronik hastaligi bulunan insanlarda goriilmesine
ragmen son zamanlarda askerler, sporcular, ¢ocuklar, tutuklular ve homoseksiiel bireyler gibi
yakin temasla populasyonlarda da salgmlar gelistirebildigi belirtilmektedir (CDC 2011).
Farkli SCCmec tiplerinin 6zellikleri Cizelge 1. 5.’te (File 2008) verilmistir.

Cizelge 1. 5. SCCmec tiplerinin ozellikleri

Sus SCCmec Antibiyotik Direnci PFGE | Toksinleri PVL Infeksiyon
Tipi Tipi genleri Spektrumu
HK-MRSA | Tip I, II ve | Coklu direng USA Az Nadir Kan, solunum ve
I 100 iiriner sistem
infeksiyonlari
TK-MRSA TipIVveV | Coklu diren¢ | USA Genellikle Yaygin Deri ve yumusak
goriilmesine  ragmen | 300 PVL doku
eritromisine ve beta varhiginda infeksiyonlar1 ve
laktamlara direng tipik fazla nekrotize
olarak smirlidir pnémoni

TK-MRSA: Toplum kdkenli metisilin direngli Staphylococcus aureus
HK-MRSA: Hastane kokenli metisilin direngli Staphylococcus aureus
PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis

Ito ve ark. tarafindan ii¢ Onemli SCCmec elementinin yapisi tiimiiyle ortaya
konmustur. ingiltere’de 1961 yilinda izole edilen ilk MRSA (NCTC 10442) susunun Tip I,
Japonya’ da 1982 yilinda izole edilen MRSA( N315) susunun Tip II, Yeni Zelanda’ da 1985
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yilinda izole edilen MRSA (85/2082) susunun ise tip III SCCmec igerdigi saptanmistir (Ito ve
ark. 1999, 2001). 1990’lh yillarin sonlarina dogru izole edilmeye baslanan TK-MRSA
suslarinin Tip IV SCCmec igerdigi goriilmiistiir (Frangois ve ark. 2004). SCCmec Tip 1V
MRSA, agrirlikli olarak daha once hastane ortaminda bulunmamis kisilerde saptanmamastir.
Diinya genelinde MSSA epidemilerine neden olan kdken ¢esidi ¢cok fazla, buna karsin MRS A
epidemilerine neden olan kdken ¢esidi sinirli sayidadir. Bu durum mec elemaninin geg¢isinin
daha c¢ok horizontal oldugunu diisiindiirmektedir. MRS A biyotipi ve tek bir kokenin evrimsel
profili alict MSSA ile SCCmec’in DNA parmak izi analizi ile ortaya konmustur (Okuma ve
ark. 2002, Unal 2004). Sekil 1.7.’de SCCmec elemanlarinmn yapilar1 gosterilmistir IWG-SCC
2009).
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Type 1(1B)
(NCTC10442)

Type II(ZA)
(N315)

Tvpe ITI3A)
(B5/2082)

St

L SOCH,

Type IV(2B)
(CADS )

Type IV(ZB&S)
(ZHA4T )

Type V(5C2)
(WIS)

Type V(5C2&5)
(TSGH17, PM1)

Type VI(4B)
(HDE288)

Type VII(5CI)
(JCSC6082)

Type VIIT(4A)
(C10682)

Sekil 1.7. SCCmec elemanlarmimn yapilar1 (IWG-SCC 2009).
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1. 5. MRSA’nin Epidemiyolojisi

Stafilokoklar enfeksiyon etkeni olarak tanimlandiklar1 1881 yilindan bu yana insan ve
hayvanlarda gelistirdikleri hastaliklarla patojen mikroorganizmalar arasinda ilk siralarda yer
almiglardir. Beseri hekimlikte metisilinin, penisiline direngli stafilokoklarin tedavisinde
kullanilmasindan kisa bir siire sonra metisiline direnglili§i ortaya c¢ikmis MRSA’lar
tanimlanmis ve bu bakteriler nozokomiyal patojen olarak tiim diinyada 6nemli bir saglik
sorunu haline gelmistir. MRSA’lar hastaligin kaynagina gore hastane ya da toplum kaynakli
olabilmektedir (Cetinkaya ve Unal 1996). Toplumdan kdken alan MRSA tiirleri (TK-MRSA),
deri ve yumusak doku enfeksiyonlarmm yam sira artan oranda invaziv enfeksiyonlara da
neden olmaktadir. Hastane kaynaklit MRSA (HK-MRSA) enfeksiyonlari, yillarca insanlarda
onemli hastaliklara ve 6liimlere neden olmustur. Yiiksek mortalite olusturmalar1 ile hastane
kaynakli bakteriler arastrmalarin odagi haline gelmistir. Bununla birlikte TK-MRSA
prevalansinda artig goriilmesi ve insanin yani sira hayvan rezervuarlimin belirlenmesi ile

arastirmalar farkli bir boyut kazanmistir (Kollef ve ark. 2006).

Stafilokoklar her yerde bulunabilirler. Insan ve hayvanlarin derilerinde KNS vardir ve
nemli deri kivrimlarinin S. aureus’la gecici kolonizasyonu yaygindir. Yeni doganda kesilmis
gobek kordonu, deri ve perineal bolgenin S. aureus la kolonizasyonu sik rastlanir. S. aureus
ve KNS’ler orofarinks, gastrointestinal sistem (GIS) ve iirogenital sistemde de bulunurlar.
Biiyiik cocuk ve eriskinlerde kisa siireli veya kalici S. aureus tasiyiciligi, nazofarinkste
orofarinksten daha yaygindir. Normal saglikli eriskinlerin yaklasik %15’inde nazofaringial S.
aureus tastyiciligit bulunmakla birlikte; yatan hastalar, saglik personeli, ekzematdz deri
hastalig1 olanlar ve stirekli ila¢ kullananlarda bu oran daha ytiksektir. Bu mikroorganizmalarin
mukozal epitele yapigsmasi stafilokokal hiicre ylizey adezinleri tarafindan saglanir (Murray ve
ark. 2005). Stafilokoklarin deri ve nazofarinkste bulunmalarindan dolay1 yayilmasi kolaydir
ve birgok hastane kaynakli enfeksiyondan sorumludurlar. Stafilokoklar yiiksek 1s1,
dezenfektanlar ve antiseptik solusyonlara duyarhdir ancak, kuru yiizeylerde uzun siire
canliliklari siirdiirebilirler. Bu mikroorganizmalar duyarl kisilere direkt temas ve kontamine

materyallerle transfer edilebilir (Murray ve ark. 2005).

MRSA enfeksiyonlar1 1970’lerin sonlarina dogru oncellikle Avrupa’da daha sonra
Amerika’da endemik olarak goriilmeye baslanmistir. Daha az siklikla olmakla birlikte,

MRSA’lar yashh bakim evleri, kresler ve kronik intravendz ila¢ kullanicilar1 gibi toplum

36



kaynakli enfeksiyonlarda da etken olabilmektedir. Nozokomiyal enfeksiyonlarin yaklagik 2/3’
i yogun bakim birimlerinde goriilmektedir. Metisiline direngli stafilokoklarin kolonizasyon
veya enfeksiyon olusturmasinda, uzun siireli hospitalizayson, ¢esitli antibiyotiklerle ve uzun
siireli tedavi, metisiline direngli stafilokoklarda kolonize veya enfekte hastalarla ayni kapali
ortamda bulunma hastalara ait 6nemli risk faktorlerini olusturmaktadir. Yanik vakalarmdaki
bireylerde bu risk oldukca yiiksektir. Bu nedenle, nozokomiyal kokenli S. aureus
enfeksiyonlarinin identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik paternlerinin erken ve dogru olarak
tespiti son derece Onemlidir (Durupmar 2001). Son yillarda, tiim diinya da oldugu gibi
iilkemizde de hastanede yatan hastalardan izole edilen S. aureus suslarinda metisilin

direncinde ciddi artiglar saptanmaktadir (Derbentli 2005).

MRSA enfeksiyonlarmin siklig1 iilkeden {ilkeye, hastaneden hastaneye ve hatta
hastane i¢inde degisik servisler arasinda bile biiyiik farkliliklar gostermektedir. Bu bakteri ile
goriilen enfeksiyonlarm sikhig1 Iskandinav iilkelerinde %]1°den, Yunanistan, Italya, Ispanya,
Japonya ve Fransa’ da oldugu gibi % 80’ lere kadar degismektedir (Martins ve Cunha 2007).
ABD’de yogun bakim iinitelerinden izole edilen S. aureus suslarinin %52’sinden, yogun
bakim harici tinitelerin ise % 42’sinden metisilin direnci saptanmistir (NNIS 2004). KNS
acisindan bakildiginda ABD’de bakteriyemilerden izole edilen suslarin % 65’inin metisilin

direngli oldugu bildirilmistir (Martins ve Cunha 2007).

Tiirkiye’de MRSA enfeksiyonlar1 6zellikle beseri hekimler tarafindan yillardir takip
edilmektedir. 1996-1999 yillar1 arasinda yapilan 9 ayr1 c¢alismada metisilin direncinin
ortalama % 47.5 oldugu hesaplanmis, 2000-2003 yillarinda 8 ayr1 calisma sonuglarmin
ortalamasi da bu orana ¢ok yakin (% 46.6) bulunmustur. Ancak son yillarda hastanede yatan
hastalardan izole edilen S. aureus suslarna iligkin verileri iceren yaymlar, metisilin direncinin
% 52’ye yiikseldigini gostermistir (Derbentli 2004). Tiirkiye geneline bakildiginda KNS’
lerde 2003-2004 yillarinda belirlenen metisilin  direng oraninin  (%50), S. aureus
suslarindakine benzer oldugu gozlenmistir (Derbentli 2005). Cukurova Universitesi Tip
Fakiitesi Balcali Hastanesi’nde 2007-2008 yillarinda, metisilin diren¢ orami S. aureus
suslarmda % 49, KNS suslarinda % 60 olarak bulunmustur. Bozca ve arkadaslari izmir Egitim
ve Arastirma Hastanesi’nde 2005-2006 yillarinda izole ettikleri 720 S. aureus ve 1169 KNS
susunu metisilin diren¢ oranlarin1 yoniinden inceledikleri bir calismada; S. aureus suslarinda
% 34, KNS suslarinda % 56 oraninda metisiline direng belirlemislerdir (Bozca ve ark. 2008).
Yapilan calismalarda bildirilen MRSA oranlari; Marmara Universitesi’nde 2000°de % 67,
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2001°de % 60 (Korten 2003), Gazi Universitesi’nde 2001 de % 73, 2002’ de % 77 (Kagmaz
ve ark. 2002), Erciyes Universitesi’nde % 66 (Esel ve ark. 2003), Ankara Universitesi’nde
1988°de % 32, 1995°te % 45; Hacettepe Universitesi’nde 1988°de % 20, 1995°te % 25 olarak
bildirilmistir (Cetinkaya 2000). Adnan Menderes Universitesi'nde 2009 yili hastane
enfeksiyonlarindan izole edilen 198 susun 31’1 (% 15,6) MRKNS, 23’14 (% 11,6) MRSA
olarak tespit edilmistir (Ineg6l 2010). Genelde yillar gectikce direngli s1s sayisinda bir artis
gdzlenmektedir. Ancak Sipahi ve arkadaslari Ege Universitesi Hastanesi’nde yaptiklar:
calismalarda metisilin direncinin 2001°de % 73,8 iken 2005°de % 55,3 oldugunu, 2003 biitce
uygulama talimat1 sonrasinda metisilin ve diger antibiyotiklere karsi direncteki istatistiksel
olarak anlamlhi diisiis uygulamanin yalnizca antibiyotik harcamalarinda diisiise degil,
antibakteriyel direncte azalmaya da neden oldugunu diisiindiirdiigiinii bildirmektedir (Sipahi

ve ark. 2007).

1. 5. 1. Evcil Hayvanlarda MRSA Tasiyicihgi

Veteriner hekimlikte MRSA 1ile ilgili ge¢mis yillarda az sayida olgu mevcut olmasina
karsim, giiniimiizde evcil hayvanlarda MRS A enfeksiyonlar1 ve tagiyiciligi ile ilgili ¢alismalar
artmustir. Ozellikle de at, domuz, kedi ve kopek gibi cesitli evcil hayvanlarda MRSA
tastyiciligi ve hayvan rezervuarhigi bildirilmistir. Ev veya ciftlikte beslenen evcil hayvanlar
MRSA kaynaklari ile temas sonrasi etkeni alarak rezervuar olabilmekte, bu suretle bireylerde

enfeksiyonlara ya da niikslere neden olabilmektedirler (Duijkeren ve ark. 2004).

TK-MRSA’nin insan ve hayvanlar1 kapsayan genis bir rezervuar spekturumunun
olmas1 miicadeleyi zorlastrmaktadir. Evcil hayvanlarda MRSA enfeksiyonlar1 ve tasiyicilik
hayvan orjinli S. aureus ve KNS (S. intermedius, S. felis, S. schleiferi, S. simulans, S. sciuri, S.
hominis, S. xylosus, S. haemolyticus, S. epidermidis ve S. saprophyticus) mecA geni ve

metisilin direncliligi belirlenmistir (Gortel ve ark. 1999).

Metisiline direncli ya da duyarli olan S. aureus’lar, hayvanlarda sistemik ve lokal
cesitli enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu hastaliklar; pndmoni, rinitis, bakteriyemi, septik
artiritis, osteomyelitis, omfaloflebitis, metritis, mastitis, fistiil, apse, dermatitis, pyoderma ve
postoperatif yara enfeksiyonlar1 seklinde goriilmektedir. Insanlarda oldugu gibi hayvan izolati
olan MRSA enfeksiyonlarinda da inkiibasyon siiresi klinik sendroma gore degisebilir ve

hayvanlar klinik bulgu gdstermeden degisik periyotlarda kolonize olabilir. Kopek, kedi, at ve
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diger evcil hayvanlar arasinda asemptomatik MRSA tasiyiciligi bulunabilmekte ve bu
hayvanlar hem insanlar hem de diger hayvanlar icin rezervuar olarak goérev almaktadir.
Cesitli tilkelerde yapilan caligmalarda evcil hayvanlar arasinda MRSA enfeksiyonlari, kedi,
kopek, at, sigir, koyun, domuz, tavsan, papagan ve tavuklarda bildirilmistir. Hayvanlarda
MRSA tastyiciligima yonelik yapilan aragtirmalar insan ¢alismalar1 kadar fazla olmasa da her

gecen giin artmaktadir (Weese ve ark. 2006).

Atlarda MRSA Tasyiciligi:  Atlarda  veteriner kliniklerde belirlenen MRSA
enfeksiyonlarinda hayvanlarin tedavisi giliclesmekte mortalite ylikselmektedir. Bir yas alt1
atlarda endemik olarak MRSA tasiyiciligi bulunabilmekte ve bu durum rezervuar hayvanlarin
iilke i¢i ya da iilkeler arasi sevkiyatlarinda kaygi verici olarak ifade edilmektedir. Kanada
veteriner arastirma hastanesi at kliniklerinde {i¢ yili kapsayan bir ¢alisma baslatilmis; 2002
yilinda 17, 2003 yilinda 10 ve 2004 yilinda 36 atta MRSA kolonizasyonu tespit edilmistir.
Kanada at izolatlarinn (CMRSA-Kanada Epidemik MRSA) molekiiler tiplendirilmesine
yonelik bir ¢alismada, 79 MRSA’ nin 75’ 1 tiplendirilmis bunlardan 72 sinin CMRSA-
5/SCCmecA tip IV oldugu ve bu tiiriin toplum kokenli MRSA tipleri arasinda yer aldigi
bildirilmistir. Hem at ciftliklerinde hem de kliniklerde tedavi goren atlarda 6nemli oranlarda
MRSA belirlenmis ve alt tiplendirmelerde karsilikli at-insan bulasi ortaya konulmustur.
CMRSA’ nin hastane kdkenli insan izolatlar1 arasinda pek yaygin bir tiir olmadig1 ancak geng
atlar ve taylarda, at bakicilarinda ve riskli meslek gruplarinda bu tipin yaygin oldugu
belirlenmistir. Ayrica CMRSA-5’ in saglikli atlarin nazal mukozalarina iyi adapte ve kolonize
oldugu, bu hayvanlarla yakin temas sonras1 insanlara bulasabilecegi bildirilmistir (Weese ve

ark. 2006).

Domuzlarda MRSA Tagsiyiciligi: Domuz yetistiriciliginin yapildig: tilkelerde 6zellikle
Hollanda’da, domuz populasyonunda MRSA tastyiciligmin arastirildigi bir calismada bu
hayvanlarin TK-MRSA’ nin yayilmasinda 6nemli bir rezervuar oldugu belirtilmistir. Domuz
yetistirciliginde MRSA bulas1 risk gruplarini; domuz yetistiricileri, hayvan nakliyecileri,
mezbaha c¢aligsanlar1 ve veteriner hekimler olusturmaktadir (Neeling ve ark. 2007). Voss ve
ark. domuz temas1 olan 3 kisiden MRSA tasiyiciligi belirlemislerdir (Voss ve ark. 2005).
Neeling ve arkadagslar1 Hollanda’ da 9 farkli domuz kesimhanesinde 540 saglikli domuzun
burun deliklerinden kesim oOncesi siirlintii numunesi almiglar ve drneklerin 209 (%39)’unda
MRSA tespit etmislerdir. Ayrica bu tiirlerde yliksek oranda tetrasiklin, doksisiklin, eritromisin

ve klindamisin direngliligi saptanmistir (Neeling ve ark. 2007).
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Ciftlik  Hayvanlarinda MRSA Tasyiciligi: MRSA’lar, sitgiiliik  sektoriinde
olusturduklar1 mastitisler ile insan ve hayvan saghigmin yani sira ekonomiye de biiyiik zarar
vermektedir. 1997-2004 tarihlerinde Kore’de 153 farkli c¢iftlikte, 3047 mastitisli inek
sitlinden 835 S. aureus ve 763 KNS izole edilmistir. Bu izolatlarin metisilin direngliligi
arastirildiginda 21 (% 2,5) S. aureus ve 19 (% 2,4) KNS susunda direnglilik tespit edilmistir
(Moon ve ark. 2007). 2001 de antibiyotik direncliligine yonelik Macaristan’ da yapilan bir
sorveyde, hayvanlarda ve hayvansal {iriinlerde hi¢cbir vakada mecA pozitif stafilokok izole
edielmemis ancak 2004’ de devam eden bu ¢alismada si8ir siiriilerinde 5 MRSA izolasyonu
yapilmstir (Kaszanyitzky ve ark. 2002). Ulkemizde sigirlarda yapilan bir ¢alismada, mastitisli
siit orneklerinden 2 MRSA ve 1 MRKNS susu izole edilmistir (Kire¢ci ve ark. 2002).
Portekiz’ de, subklinik mastitisli ineklerden izole edilen 9 S. epidermidis susunda metisilin
direngliligi belirlenmistir (Nunes ve ark. 2007). Biiyiikbaslarin yani sira koyun ve keci gibi
kiigilkbas hayvanlarda da metisline direngli Stafilokoklar tespit edilmistir (Bochev ve ark.
2005). Hayvanlarda ve hayvansal tiriinlerde MRSA/MRKNS varligi, giiniimiizde ¢ok yaygin
olmasa da gelecekte bu bakterilerin gidalar ile olusturacagi saglik sorunu goéz ardi

edilmemelidir.

Pet Hayvanlarinda MRSA Tasviciligi: Pet hayvanlarinda tasiyicilik oraninin ortaya
konulmasi gii¢ olup boyle vakalar genellikle insan ya da hayvan hastaliklarinin takibi
sirasinda ortaya cikmaktadir. Amerika’da bir hemsirede MRSA tespitini takiben yapilan
incelemelerde, bu bireyin ¢ocugunda ve evinde besledigi kopegin oral-nazal, anal
mukozasinda MRSA izolasyonu yapilmis ve ev ortaminda aile i¢i bulagsma oldugu
anlasilmistir. Bu calismada kopegin daha Once antibiyotik tedavisi goérmedigi ve bu

bulagsmanin hayvan sahibinden kaynaklandig tespit edilmistir (Duijkeren ve ark. 2004).

1998’de Kore’ de ilk kez evcil kopeklerde MRSA bildirimi yapilmig ve veteriner
kliniklerinde tanis1 konulan 12 kopekte MRS A izole edilmistir. Bu izolatlarda, beta laktamlar,
aminoglikozidler ve kinolonlar’ a kars1 diisiik sensitivite, mupirasin ve glikopeptidlere ise
yiiksek sensitivite belirlenmistir (Pak ve ark. 1999). Brezilya’da saglili kedilerin tastyicilik
yoniinden arastirilmasinda, 148 kediden 11° 1 MSSA ve 3° it MRSA olmak iizere toplam 14 S.
aureus susu izole edilmistir (Lilenbaum ve ark. 1998). Ingiltere’de ev hayvanlarma ydnelik
kapsamli bir caligmada, yapilan sérveyde 6519 hayvanin 95’inde (69 kopek, 24 kedi, 1
tavsan,l at) MRSA tespit edilmistir (Rich ve ark. 2004). Asemptomatik tasiyict insanlardan,
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veteriner kliniklerinde tedavi goren hayvanlara MRSA bulasabilmektedir. Irlanda veteriner
kliniginde cerrahi operasyon sonrasi bir kopekte MRSA izolasyonu yapilmis ve ameliyati
gerceklestiren veterinerin nazal florasinda da ayni sus tespit edilmistir. Ayrica caligmalarda
kopek izolati MRSA’ nm yaygin bir insan susu olan epidemik MRSA-15 oldugu
belirlenmistir (Leonard ve ark. 2006). Loeffler ve arkadaslar1 veteriner kliniklerinde
personelin % 17.9’unda MRSA tasiyiciligr saptamiglar ve bu kisilerin bulagsmada rol
aldiklarini belirtmislerdir (Loeffler ve ark. 2005).

Bu arastirmalar, gerek ev ortaminda gerekse veteriner kliniklerinde yakin temas
sonrast hayvan ile hayvan sahibi arasinda MRSA bulasinin oldugunu ortaya koymaktadir.
Hayvanlarin tasiyiciligi, enfeksiyon kaynagi olarak ¢ogu zaman goz ardi edilmekte ve TK-
MRSA yayginlastikca bu oran sahipli evcil hayvanlara da yansimaktadir. Bulagsmanm ilk
olarak hayvandan mi1 yoksa sahininden mi kaynaklandigini belirlemek giic olmaktadir. Ancak
sonug olarak hayvanlar etkeni nazal olarak bulundurabilmekte ve MRSA genis bir rezervuar
potansiyeline ulasarak insanogluna kars1 varligim1 daha da giliclendirmektedir. Evcil
hayvanlarda MRSA tasiyicilig ile miicadelede, insanlarda MRS A nazal tasiyiciligini elimine
etmek icin intranazal mupirasin uygulamasi gibi antibakteriyel tedaviler yapilmaktadir.
MRSA, nazal yerlesimin disinda viicudun diger bolgelerinde kolonize olmus ve mupirasin
direncliligi varsa, Ozellikle ayni ailenin bireylerinde ya da pet hayvanlarinda tasiyicilik
bulunuyorsa, nazal tedaviyi takiben reenfeksiyonlar siklikla goriilebilmektedir (Van Duijkeren

ve ark. 2004).

Hayvanlarda nazal tasiyiciligin eliminasyonunda topikal aplikasyonlar pratik
olmadigindan ya da tedavide elverissiz kaldigmmdan sistematik tedavi gerekmektedir
(Duijkeren ve ark. 2004). Giinimiizde hayvanlarda, nazal tasiyiciligi Onlemede kabul
edilebilir ve giivenli eradikasyon segenekleri bulunmamaktadir. Ulkeler arasi canli hayvan ya
da hayvansal besin ithalat1 nedeniyle TK-MRSA’nin yayilarak uluslar arasi1 zoonotik bir risk
olabilecegi vurgulanmaktadir (Wulf ve ark. 2008). Hollanda’ da hastane kaynaklit MRSA’ nin
diisiik bir orana (%]1) sahip oldugu ve bu durumun ise kat1 saglik kurallar1 ile saglandigi
bildirilmektedir. Ayrica benzer bir miicadelenin TK-MRSA i¢in yapilmasi gerektigi ve bu
amacla hastane girislerinde risk gruplarinda taramalar, hayvan tastyiciligina yonelik ise “bul

ve yok et” uygulamalarinin 6nemi vurgulanmaktadir (Wulf ve ark. 2008).
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Gilinlimiizde MRSA’lar hem insanlarda hem da evcil hayvan populasyonunda gittik¢e
biiyliyen bir kiiresel sorun haline doniismektedir. Hayvanlarda MRSA tasiyiciligmin
belirlenmesi ile TK-MRSA yayiliminda evcil hayvanlarin rezervuar olarak son derece dnemli
oldugu ortaya konulmustur. Hayvan-insan bulasmasina karsi, cogu iilkede ciddi saglik
tedbirleri bulunmamaktadir. Bununla birlikte hayvanlarda MRSA tasiyiciligi ile miicadelede
yapilacaklar; risk gruplarinda hayvan temasi1 dncesi ve sonrasinda el hijyeni, tarama testleri,
bariyer uygulamalar1 ile silirii taramalarinda tasiyict oldugu belirlenen hayvanlarin
eradikasyonu seklinde 6zetlenebilir. Aktif sorveyans ve enfeksiyon kontrol dnlemleri sadece
insanlarda degil ayn1 zamanda evcil hayvanlarda da uygulanmali, yani miicadele her iki
populasyona yonelik olmalidir. Insan vakalarini takiben ev halki ile evde bakilan hayvanlar
taranmali ve tasiyicilar en uygun yontemlerle sagaltilmalidir. Bu uygulamalar hem toplum
kaynakli MRSA prevalansinin azalamasma hem de hayvanlardaki enfeksiyonlarin erken

teshis ve tedavisine olanak saglayacaktir (Kirecci 2009).

1. 6. Antimikrobiyal Direnc

Hem hastane hem de toplum kaynakli enfeksiyonlara neden olan S. aureus’un
antibiyotiklere hizla uyum saglama yetenegi dikkat cekicidir. Ozellikle MRSA’un, tiim beta-
laktam antibiyotiklere intrinsik direnci ve ayrica diger antibiyotiklere de diren¢ gelistirme

egilimi vardir (Berger ve Rohrer 2002).

1.6.1. Penisilin Direnci

Stafilokoklar siklikla hayvan ve insanlarin deri ve mukoz membranlarinda kolonize
olurlar ve hizli bir sekilde 6zellikle klinik kullanima yeni giren antimikrobiyal ilaglara direng
kazanma kapasitesine sahiptirler. Birgok stafilokok susu icerisinde S. aureus en patojenik
potansiyele sahiptir ¢iinkii S. aureus tarafindan diren¢ genlerinin kazanilmasi stafilokokal

enfeksiyonlarin tedavi ve kontroliine mani olan en 6nemli sorundur (Jevons 1961).

Bugiin stafilokoklarin % 90’indan fazlasi penisilinaz tiretmektedir. Beta-laktamazi
kodlayan gen, plazmid {izerinde lokalize olmus, aktarilabilir bir elementtir ve ¢cogu kez ek
antimikrobiyal direng genlerini de tasir. Stafilokoklarin penisilin direncine beta-laktamazi
kodlayan blaZ geni aracilik eder. Beta-laktamaz ekstraseliiler bir enzim olup, stafilokoklar

beta-laktam antibiyotiklere maruz kaldigi zaman sentezlenir. Bu enzim, beta-laktam halkasini
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hidrolize ederek penisilini inaktive eder. blaZ, represor blal ve antirepresdr blaRI olmak

iizere iki regiilatuar genin kontrolii altindadr (Lowy 2003).

1.6.2. Metisilin Direnci ve Mekanizmalarn

Penisilinaza direnc¢li semisentetik bir penisilin tiirli olan metisilin ilk olarak 1961°de
tanitilmigtir. Takibinde de metisilin direngli izolat rapor edilmistir (Lowy 2003, Pottumarthy
2005). Bu tarihten itibaren bircok farkli MRSA klonu diinyanm her tarafina yayilmastir.
MRSA ilk baslarda tipik bir nozokomiyal patojenken, son zamanlarda artik toplumda da
goriilmeye baslanmistir. Nozokomiyal suslarin aksine TK-MRSA, sadece birkac direng
determinant1 tagimaktadir. Bu yeni tip toplum kaynakli MRSA bugiinlerde metisilin
direncinin yayiliminin yeni halkasini baslatmistir (Berger ve Rohrer 2002, Winn ve ark 2006).

Bazi TK-MRSA enfeksiyonlarinin yliksek mortalite ile iliskili olmasi endise
dogurmaktadir. Klonal olarak iliskili MRSA suslarmin dort saglikli cocukta Sliime neden
oldugu gosterilmistir. Bu enfeksiyonlarda ilk olarak beta-laktamlarin ampirik olarak se¢ilmesi
morbiditenin artisina katkida bulunmustur. Ek olarak bazi toplum kaynakli enfeksiyonlarda
enterotoksinler veya Panton-Valentin Lokosidin gibi viriilens genlerinin bulunmasi hasta

morbiditesini artirir (Lowy 2003).

TK-MRSA’ nm ytiksek viriilens potansiyelinin, PVL subiinitlerini kodlayan /ukS-PV
ve lukF-PV genleriyle iligkili oldugunu gosteren epidemiyolojik ve klinik veriler vardir. PVL
genleriyle ilgili takip eden caligmalar, TK-MRSA izolatlarindaki PVL’nin siddetli cilt ve
yumusak doku enfeksiyonlari ile nekrotizan pndmoni ve sepsis ile iliskisini ortaya koymustur

(Boyle ve Daum 2007).

1.6.2.1. Penisilin Baglayan Proteinler

Stafilokoklar 20-40 nanometre kalinliginda, peptidoglikan olarak adlandirilan ag
benzeri bir yapi ile ¢cevrilmistir (Stapleton ve Taylor 2002). Peptidoglikan tabaka 3 bolimden
meydana gelir: 1-Polisakkarit yapida bir iskelet, birbirine B (1,4) baglariyla bagli, tekrarlayan
N-asetil glukozamin (NAGA) ve N-asetil muramik asit (NAMA) alt birimlerinden olusur. 2-

N-asetil muramik asite bagli D ve L aminoasitlerden olusmus tetrapeptid zincir. 3-Bir
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tetrapeptidin dordiincii aminoasitinin (alanin) a-terminal karboksil grubu ile komsu N-asetil

muramik asit’deki tetrapeptidin iiglincii aminoasitinin amino grubu arasindaki ¢apraz baglar.

NAGA ve NAMA, B (1,4) baglar1 ile baglanarak peptidoglikan iskeletini olusturur.
Muramik asite bagli tetrapeptid zincirlerindeki alanin aminoasitinin karboksi terminali ile
lizin aminoasitinin amino grubu pentaglisin peptid zincirleri ile c¢apraz baglanir (Cengiz
1999). Pentaglisin ¢apraz koprileri, fem (factor essential for resistance to methicillin)
genlerinin kodladig1 FemX, FemA, FemB proteinleri ile sitoplazmada olusturulur. Bu Fem
proteinleri ana peptitdeki L-lizin rezidiilerine, glisin rezidiilerini baglar. Capraz baglama veya
transpeptidasyon reksiyonlarini sitoplazmik membranin dis yiizeyinde yer alan “Penisilin

Baglayan Proteinler” (PBP) katalize ederler (Stapleton ve Taylor 2002, Lowy 2003).

S. aureus’da dort penisilin baglayan protein PBP1-PBP2-PBP3-PBP4 vardir. Bu
PBP’ler yiiksek molekiil agirlikli iki protein domainine sahiptir. Birisi transpeptidasyon
(capraz baglamada) digeri ise transglikolizasyonu (glikan zincirini biiyiiten) igerir. Ana
peptide bagli terminal D-alanin-D-alanin’e benzeyen beta-laktam antibiyotikler, PBP’lerin
transpeptidasyon domainlerini inhibe ederler. Boylece capraz baglanma reaksiyonuna
miidahale ederler. Peptidoglikanin ¢apraz baglanmasi olmayinca hiicre duvar1 mekanik olarak
zayiflar, stoplazmik igeriklerin bazilar1 disar1 salinir ve hiicre 6liir (Chambers 1988, Berger ve

Rohrer 2002, Stapleton ve Taylor 2002, Lowy 2003, Hardy ve ark. 2004).

Metisilin direnci, metisilini hidrolize eden beta-laktamaz ekspresyonundan ve normal
PBP2’lerle karsilastirildiginda daha diisiik penisilin baglama afinitesi olan, PBP2’nin
degismis formlarmin ekspresyonu yoluyla ortaya cikar. Bununla birlikte S. aureus’ daki
metisilin direncinin ana mekanizmast PBP2a’nin ekspresyonu ile olur. Bu PBP2 ile
karigtirilmamalidir. PBP2a’nin sentezi normalde diisiik seviyelerdedir, fakat bu sentezi
diizenleyen genlerde mutasyon olusursa sentez seviyesi artar (Hackbarth ve Chambers 1989,
Berger ve Rohrer 2002, Stapleton ve Taylor 2002, Lowy 2003, Hardy ve ark. 2004, Velasco
ve ark. 2005, Akcam ve ark. 2007, Perez ve ark. 2007).

1. 6.2.2. PBP2a

MRSA, MSSA izolatlarindan genetik olarak kromozomlarindaki “mec elementi”

denilen yabanc1 DNA’nin varligiyla ayrilir. mecA geni, 76 kDa agirhiginda PBP2a ’y1 kodlar.
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Mekanizmas1 tam olarak bilinmemekle beraber mecA geninin orjininin S. sciuri oldugu ileri
stiriilmektedir. Diger PBP’lerle benzer olarak PBP2a’da penisiline baglanma ile iligkili ortak
yapisal motif gosterir. Fakat beta-laktam antibiyotiklere afinitesi olduk¢a diisiiktiir. Bunun
sonucunda diger PBP’lerin transpeptidasyon aktivitesini inhibe edebilecek metisilin
dozlarinda, PBP2a peptidoglikanda glikan zincirlerinin ¢apraz baglanmasmi saglayacak
sekilde aktif kalir. Bundan dolay1 metisilin direncinde sefalosporinleri de iceren tiim beta-
laktam antibiyotiklere diren¢ vardir. (Berger ve Rohrer 2002, Stapleton ve Taylor 2002, Lowy
2003, Hardy ve ark 2004).

1. 6. 2. 3. Metisilin Direnc¢ Diizeyini Etkileyen Faktorler

Metisilin direnci; mecl, mecR proteinleri, blaZ sisteminin regiilator sinyal verici
proteinleri, fem gibi metisilin direnci i¢in gerekli olan faktdr genler ve diger bazi faktorlerce
diizenlenir (Chambers 1997, Hiramatsu ve ark. 2002, Unal 2004). Cogu MRSA susu heterojen
metisilin direnci gostermektedir. Bu fenotipteki hiicrelerin kii¢iik bir kisminda yiiksek
diizeyde metisilin direnci vardir. Yiiksek diizeydeki diren¢ bir¢cok farkli mekanizmaya bagh
olabilir ancak bunlardan heniiz ¢cok az bir kismi tanimlanabilmistir. Yiiksek diizeyde direng
gosteren subklonun %1’ den az kisminda lytH inaktivasyonu vardir (Unal 2004). IytH;
asetilmuramil-L-alanin amidaz ile homoloji gdsteren bir litik enzimi kodlar ve bu enzim
yiiksek diizeyli dirence neden olur. Bunun disinda yiliksek diizeyli direng nedeni olan farkli

mekanizmalarda bulunabilmektedir (Chambers 1997, Bachi ve Rohrer 2002).

Metisilin direncinin insersiyon ile dnlendigi deneysel ¢alismalar fem ve aux (auxiliary)
diye adlandimrilan iki grup genin tanimlanmasina yol agmistir. Tanimlanan bu faktorler
housekeeping genlerdir ve koruyucudurlar. Bunlar S. aureus’ un yaban tip suslarinin
genomlarinda bulunur ve aktiviteleri direncin aktarilmasinda ¢ok onemlidir. fem veya aux
faktorlerinin sayis1 20’den fazladir. Bircogu direkt veya indirekt yolla peptidoglikan
sentezinde rol oynar. Fakat hicbirinin PBP2a ekspresyonunu etkiledigi gosterilmemistir

(Chambers 1997, Bachi ve Rohrer 2002).
Metisilin Diren¢ Diizeyini Etkileyen Internal Faktérler: Genetik ve biyokimyasal

calismalar PBP2a’ nin fonksiyonelligi icin bazi substratlara ihtiyac1 oldugunu ortaya

koymustur. Bu substratlarin olusumunu engelleyen faktoriin metisilin direncini etkileme
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thtimali vardir. Yapilan ¢caligmalarda PBP2a’nin asagida belirtilen faktorlere ihtiyact oldugu

gosterilmistir (Chambers 1997, Bachi ve Rohrer 2002, Unal 2004).

a. Belirli Uzunluktaki Glikan Zincirleri: PBP2a, PBP2’nin transglikozilaz aktivitesine
bagimlidir. Beta laktamlar yiiksek molekiil agirlikli PBP’ lerin transpeptidaz “domain”inin
inaktivasyonu daha kisa olan glikan zincirlerin sayisinda artisa ve metisilin direncinde

belirgin azalmaya neden olur (Bachi ve Rohrer 2002, Unal 2004).

b. Normal Peptid Konfigiirasyonu I¢in Gerekli Kok Peptidler: Ortama glisin konuldugunda,
peptidoglikan zincirinin sonunda normal kosullarda olmasi gereken iki alanin rezidiisiiniin
yerini, iki glisin rezidiisiiniin almasmin metisilin direncinde azalmaya ve homojen fenotipin
heterojen fenotipe doniismesine neden oldugu bilinmektedir. UDP-N-asetil- muramil tripeptid
sentetaz1 kodlayan gen olan murE (femF)’nin inaktivasyonu sonucunda da metisilin
direncinde azalma olur. Nedeni hiicre duvari prekiirzor havuzundaki UDP-bagli muramil
dipeptidlerin birikmesidir. Bu sonuglar PBP2a’ nin dogru uzunlukta ve normal seride peptid
eldesi icin kok peptidlerine ihtiya¢ olduguna isaret etmektedir (Bachi ve Rohrer 2002, Unal
2004).

c. Intakt Icin Gerekli Pentaglisin Capraz-Kopriileri: Glikan zincirlerini birbirine baglayan
pentaglisin ¢apraz kopriilerinin yapimindan femA, femB ve femX (FmhB) sorumludur. FemX
birinci glisini, femA ikinci ve Ugiincii glisinleri ve femB de dordiincii ve besinci glisinleri
kopriiye sokar. femA ve femB arasinda degisme olmadigindan ve bu proteinlerden herhangi
birini kodlayan genlerin inaktivasyonu sonucu mono veya tri-glisinli ¢apraz kopriiler olusur.
femA veya femB genlerinin herhangi birinin inaktivasyonu bakteri i¢in letal oldugundan,
femA ve femB proteinleri ila¢ ¢alismalarinm yeni hedefleridir (Bachi ve Rohrer 2002, Unal
2004).

Metisilin Direng Diizeyini Etkileyen Eksternal Faktorler: Tuz konsantrasyonu, pH,
ortam kompozisyonu, osmolarite ve ortam sicakligi metisilin direncini etkileyen eksternal
faktorlerdir. Yiiksek (%6,5) NaCl konsantrasyonunun ve diisiik sicakligin (30-35 C) metisilin
direncini nasil artirdig1 tam olarak bilinmemektedir. Inkiibasyon siiresinin 18 saat yerine 24
saate uzatilmasinin da metisilin direncli suslarin saptanma sansmi artirdigi bilinmektedir

(Unal 2004).
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1. 6. 3. Stafilokoklarda Metisilin Direncini Saptamaya Yonelik Yontemler

Antimikrobiyal ilaglara kars1 duyarlilik bircok yontem ile saptanabilir. Yontemler iki
genel baslik altinda toplanabilir. Bunlar; diren¢ fenotipinin belirlendigi yontemler: Disk
diflizyon yontemi, diliisyon yontemleri, epsilometrik yontem (E test), antimikrobiyal ajanlar1

inaktive eden enzimlerin saptanmasi ve genotipik yontemlerdir.

1. 6. 3. 1. Diren¢ Fenotipinin Belirlendigi Yontemler

Disk Difiizyon Yontemi: Bu yontemde belirli bir miktar antimikrobiyal ajan igeren
diskler, bakterinin standart siispansiyonunun yayildig1 agar plaklar1 yiizeyine yerlestirilir.
Antibiyotigin bakteri i¢in inhibitér olan diizeyi, disk ¢evresinde lireme olmayan alanin ¢ap1
Olgiilerek belirlenir. Antibiyotik ve bakteri tiirtine gore farkli olabilen degerler standartlara
gore yorumlanir. Smir degerler, her antimikrobiyal ajan i¢cin MIK ve ulasilabilir serum
diizeyleri g6z Oniine almarak belirlenmistir. Disk diflizyon yontemi kolay ve ucuzdur. Bu
nedenle de rutin laboratuvar uygulmalarinda da sik olarak kullanilmaktadir. Ancak uluslar
arasi standartlara gore ve kalite kontrolii yapilarak uygulanmalidir (Cengiz 1999, Jorgense ve

Turnidge 2003, Turnidge ve ark. 2003, Brown ve ark. 2005).

Diliisyon Yontemleri: Kat1 veya sivi besiyerlerinde uygulanabilir. In vitro duyarlilik
testleri arasinda “altin standart” olarak kabul edilir. Antimikrobiyal ajan iki kath diliisyonlar
seklinde azalan yogunluklarda hazirlanir. Agar dillisyon yOnteminde ise; belirli
konsantrasyonlarda antimikrobiyal ajan besiyeri i¢inde yer alir. Belirli diliisyondaki
bakteriden ekim yapilarak, inkiibasyon siiresi sonunda gozle goriiliir liremeyi engelleyen en
diisiik antimikrobiyal ila¢ yogunlugu saptanir. Buna Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MiK)
denir ve (g/ml) seklinde ifade edilir. MIK degerinin duyarliligi m1 yoksa direnci mi temsil
ettigini belirlemek i¢in, test sonunda saptanan konsantrasyon, duyarlilik smnir1 ad1 verilen bir
deger ile karsilastirilir. Duyarlilik siniri, sagaltim sirasinda ulasilan serum diizeyleri ile
duyarlilik &zelligi kesin olarak bilinen bakterilerin MIiK degerleri géz Oniine alinarak
belirlenmektedir. Her antimikrobiyal ajan i¢in ayr1 bir smir degeri s6z konusudur. MiK degeri
bu sinirdan kiiciik ise, bakteri s6z konusu ajana duyarli olarak degerlendirilir. Dillisyon
temeline dayanan testler kantitatif sonu¢ verdikleri i¢in tercih edilmektedirler. Ancak teknik
giicliikleri nedeniyle diger yontemler de gelistirilmistir (Cengiz 1999, Jorgense ve Turnidge

2003, Turnidge ve ark. 2003, Brown ve ark. 2005).
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Epsilometrik Yontem (E test): Plastik stripler ile MIiK degerini saptamay: amaglayan
bir antimikrobiyal duyarlilik yontemidir. Stripin bir tarafinda ilag belirli ve siirekli bir
konsantrasyon degisimi olacak sekilde, diger yiiziinde de antimikrobiyal ajanin stripin
ucundan olan uzakliga karsilik gelen konsantrasyonlar1 bir cetvel gibi siralanmis olarak yer
alir. Standart bakteri siispansiyonu kat1 besiyeri iizerine yayildiktan sonra stripler yerlestirilir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, elips seklindeki inhibisyon alaninim stripi kestigi konsantrasyon

MIK olarak belilenir (Cengiz 1999 ve Brown ve ark. 2005).

Antimikrobiyal Ajanlari Inaktive Eden Enzimlerin Saptanmas:: Enzimatik aktivitenin
saptandig1 hizli yontemler arasinda beta-laktamaz ve kloramfenikol asetil transferaz
aktivitesinin saptandig1 testler sayilabilir (Cengiz 1999). MRSA suslarinda metisilin
direncinin gosterilmesinde uygun konvansiyonel yontemin belirlenmesine yonelik ¢aligsmalar
bulunmaktadir. Swenson ve ark., Boubaker ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmalarda metisilin
direncinin rutin olarak saptanmasinda sefoksitin disk difiizyon testinin degerlendirilmesi
yapilmis, disk diflizyon ile sefoksitin duyarliligi % 96,5 6zgiilliigii % 100 olarak saptanmistir
(Boubaker ve ark. 2004, Swenson ve ark. 2005).

1. 6. 3. 2. Direncin Belirlenmesinde Kullanilan Genotipik Yontemler

Son yillarda bircok antibiyotik diren¢ geni tanimlanmistir. Bu genlerin ekspresyonu
sonucunda klinik sagaltimda kullanilan tiim antimikrobiyal ajanlara kars1 direng
gelisebilmektedir. Giiniimiizde gen ekspresyonu sonucunda diren¢ gelisimini saptayan ve
yukarda Ozetlenen fenotipik yontemlerin disinda, direng genlerinin varhigini saptayan
genotipik yontemler de gelistirilmistir. Bu yontemler, direng 6zelliklerinin kisa siirede ve
dogru olarak saptanmasini saglayarak, hasta ve tasiyicilarin tanimlanmasi ve sagaltimina

olanak saglanmaktadir (Cengiz 1999).

Stafilokoklarda metisilin direncinin belirlenmesi i¢in, molekiiler olarak mecA geninin
saptanmasi, fenotipik yontemlere kiyasla daha duyarhidir. PCR ve DNA hibridizasyon
teknikleri ile mecA geninin saptanmasi da altin standart olarak kabul edilmektedir (Chambers
1997, Lim ve ark. 2002, Bannerman 2003, Jorgense ve Turnidge 2003, Turnidge ve ark.
2003, Nolte ve Caliendo 2003, CLSI 2005).
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Oliveira ve ark. genetik yapilar1t MLST ile belirlenmis 26 MRSA susunun SCCmec
yapilarin1 multipleks PCR yontemiyle saptamislardir. Bu yontemin, MRSA izolatlarinin mec
elementlerinin yapisal tiplendirilmesinde hizli bir yontem oldugu diisiiniilmektedir (Oliveira
ve Lencastre 2002, Fey ve ark 2003, Tristan ve ark. 2003, O’Brien ve ark 2004). Resim

1.1.’de Oliviera ve arkadaslarinin saptadigi SCCmec tipleri (Oliviera ve ark 2002) verilmisir.

A M1 2 3 45 6 7 8 9M101112 M

1000 bp
500 bp

300 bp
200 bp

100 bp

SCCrmec 111 SCCmec 1V

Resim 1. 1. Oliviera ve arkadaslarimin saptadigi SCCmec Tipleri

Yurdumuzda MRSA suslarinin molekiiler epidemiyolojilerinin c¢alisildig1 en kapsamli
calisma Yildiz ve arkadaslar1 tarafindan 2010 yilinda bildirilmistir. Calismada Tiirkiye’ de
2005-2007 yillar1 arasinda izole edilen 12 farkli cografi bolgedeki 12 hastaneden izole edilen
397 susun molekiiler epidemiyolojik analizleri yapilmis 8 ulusal 4 bolgesel klon varligi
bildirilmistir. 359 susun SCCmec Tip 111, 4 susun Tip I ve 30 susun Tip IV oldugu; 4 susunda
tiplendirilmesinin yapilamadigint bildirmislerdir. Ulusal klonlarm hepsinin ST239, bdlgesel
klonun bir tanesi ST97, ii¢ tanesinin de ST737 oldugu; yalnizca 5 susun PVL pozitif oldugu
bunlardan ikisinin ST80 ve SCCmec TiplV olduklar1 bir tanesinin SCCmec Tip IV ve ST8
oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢ok merkezli ¢alisma Tiirkiye’ de en yaygin ulusal MRSA
klonunun ST239-SCCmec Tip 111 (bu klon Brezilya klonu olarak bilinmektedir); bolgesel klon
ST737 SCCmec IV olarak belirlenmistir (Yildiz ve ark. 2010). Yurdumuzda veteriner sahada
bu konuda yapilmis en detayli molekiiler epidemiyolojik ¢alisma Tiirkyillmaz ve arkadaslari

tarafindan gerceklestirilmistir. Calismada Aydin yoresinde izole edilen S. aureus suslarinda
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sefoksitin ile metisilin direng oraninin MRSA suslarinda % 17,2 oldugu bildirilirken;
molekiiler tiplendirme yontemleri icerisinde altin standart olarak kabul edilen PFGE yontemi
3 pulsotip belirlenmistir. Pulsotip B suslarinin SCCmec Tip 1V, t190 ve ST8 oldugu; pulsotip
A ve Cnin SCCmec Tip III, t030 ve ST239 (pulsotip A) ve ST239 benzeri (pulsotip C)
olduklar1 belirlenmistir. Coklu antibiyotik direncine sahip olduklar1 belirlenen suslarin
hicbirisinde PVL toksin genine rastlanmadigi bildirilmistir. Calismada 16 MRSA susunun
14’linlin hastane kaynakli MRSA ST239-1I1 oldugu ve bu suslarin insanlardan hayvanlara
bulagmis olabilecegini vurgularken; MRSA STS8-1V suslarinin yorede toplum kokenli suslarin
varligini gosterdigini bildirmislerdir (Tiirkyilmaz ve ark. 2010).

1. 7. Stafilokok Enfeksiyonlarinda Tedavi

Insanlarm deri, burun ve bogaz florasinda stafilokoklar bulunmaktadir. Deri
stafilokoklardan temizlense bile damlaciklar ile yeniden enfekte olabilir. Kiyafet ve parmaklar
aracilig1 ile enfeksiyon bir bolgeden viicudun diger bolgelerine yayilabilmektedir. Frunkiil
gibi lezyonlarin kontrolii i¢in lokal antiseptikler 6nemlidir. Ciddi deri enfeksiyonlar1 (akne ve
fronkiil) cogunlukla ergenlik donemlerinde goériilmektedir. Benzer deri enfeksiyonlar1 uzun
stire kortikosteroid tedavisi alan hastalarda goriiliir. Aknede stafilokok ve korinebakterilere ait
lipaz enzimi yaglardaki yag asitlerinin serbest kalmasini saglamaktadir ve bundan dolay1
dokuda irinli bolgeler olusmaktadir. Bunlarin tedavisinde tetrasiklin uzun siire
kullanilabilmektedir (Moreillon ve ark. 2005). Apseler ve cerrahi lezyonlar antimikrobiyal
tedavide gerekli olan drenaj uygulamasi ile tedavi edilir. Bir¢ok antimikrobiyal ilag¢ in vitro
olarak da stafilokoklara kars1i ayni etkiye sahiptir. Fakat enfekte insanlardan patojenik
stafilokoklarin tamamen temizlenmesi zordur. Ciinkii mikroorganizmalar ¢ok hizl1 bir sekilde
antibiyotik ajanlara kars1 direng gelistirmektedir (Moreillon ve ark. 2005). Akut osteomyelitte
antimikrobiyal ajanlar kullanildiginda 1yi sonuglar alinirken, kronik ve rekiirren osteomyelitte
ancak, cerrahi drenaj ve Olii kemiklerin uzaklastirilmasi sonras1 uygun ilaclarin uzun siire
kullanilmasi ile elde edilmektedir. Ancak stafilokoklarin tamamen yok edilmesi zordur. Bu

hastalikta hiperbarik oksijen tedavisi de dnerilmektedir (Moreillon ve ark. 2005).

S. aureus’un sebep oldugu bakteriyemi, endokardit, pndmoni ve diger enfeksiyonlarda
B- laktamaza direngli penisilinin intravendz olarak uzun siire kullanimi gerekmektedir.
Metisiline direngli suslarda vankomisin tercih edilmektedir. Eger enfeksiyon - laktamaz

iretmeyen S. aureus’tan dolay1 ise penisilin G se¢ilmelidir. Fakat sadece S. aureus’ larin bir
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kismi penisilin G’ ye hassastir. Direngli suslarin sikligindan dolayi, 6nemli stafilokok
izolatlar1 sistemik ilaglarin se¢imi i¢in antibiyogram testi yapilmalidir. Eritromisin grubu
ilaglara olan diren¢ ¢ok hizli gelisebildigi i¢in kronik enfeksiyonlarm tedavisinde bu ilag
kullanilmalidir. Plazmidler tarafindan belirlenen 1ilag direnci (penisilin, tetrasiklin,
aminoglikozit ve eritromisin) transdiiksiyon ve konjugasyon yolu ile diger stafilokoklara
tagmabilir. Klinik enfeksiyonlardan izole edilen penisilin G’ye direngli S. aureus suslari
daima penisilinaz tretirler. Bu sugslar genellikle B- laktamazlara direngli penisilinlere,
sefalosporinlere veya vankomisine duyarhidir. Metisilin direnci B-laktamaz {iretiminden
bagimsizdir. Metisilindeki direng¢ farkli ililke ve zamanlarda degisiklik gdstermektedir.
Vankomisin’ e orta diizeyde hassas olan S. aureus suslar1 digerlerine nazaran daha az yaygin
bulunmustur ve vankomisine direngli suslarin izolasyonu nadirdir. Yaygin ila¢ direnci olan
ciddi stafilokokal veya enterokokal enfeksiyonlu hastalarda yeni antimikrobiyal ajanlardan

linezolit, daptomisin ve dalfopristin kullanilabilmektedir (Moreillon ve ark. 2005).

MRSA’lar tasidiklar1 viriilens faktorleri ile kendilerine kars1 kullanilan antibiyotiklere
hizli direng gelistirebilme potansiyelleri vardir. Bu nedenle de hastalarda tedavisi giic
enfeksiyonlara neden olmalariyla giinlimiizde Onemli patojenler arasinda kabul
edilmektedirler. PCR; metisilin direncinin  tespitinde, MRSA suslarmin
genotiplendirilmesinde ve viriilans faktorlerinin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir
(Baba ve ark. 2002). Molekiiler tiplendirme yoOntemlerindeki gelismeler MRSA
epidemiyolojisi ile ilgili yeni bilgilerin elde edilmesine olanak saglamaktadiwr. MRSA
suslarmin genotipik 6zelliklerinin incelenmesinde kullanilan en gecerli molekiiler tiplendirme
yontemleri; suslar arasindaki klonal iliskiyi en 1iyi sekilde gdosterebilmesi nedeniyle
kromozomal DNA ekstraksiyonuna dayanan PFGE, izolatlarin hastane veya toplum kokenli
olarak ayiriminda SCCmec (Oliveira ve ark. 2001), izolatlarin tiim diinyadaki diger izolatlar
ile karsilastirilabilmesine imkan saglayan sekansa dayali spa ve MLST analizleridir (Enright
ve ark. 2002). Bu c¢ahismada Ocak-Mayis 2010 tarihleri arasinda ADU Vet. Fak.
Mikrobiyoloji ABD’da izole edilmis olan insan ve siir orjinli 12 MRSA susunun molekiiler
epidemiyolojilerinin PFGE, SCCmec, spa ve MLST gibi molekiiler tiplendirme yontemleri

kullanilarak incelenmesi amag¢lanmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2. 1. Gerec

2. 1. 1. izolasyon Ornekleri

Calismada 2010 Ocak-Mayzis tarihleri arasinda, Aydin ili ve ¢evresinde 15 isletmede
bulunan 56 inekten alinan 145 subklinik mastitisli siit ile yine ayni1 ineklerden alinan 56 nazal
svap ve bu isletmelerdeki hayvanlarla yakin temasta bulunan sektor ¢alisanlarindan alinan 34
nazal svap ornegi olmak iizere toplam 235 materyal MRSA varlig1 yoniinden incelendi.

2. 1. 2. Kullanmilan Besiyerleri, Ayiraclar, Solusyonlar ve Antibiyotik Diskler

2. 1. 2. 1. Besiyerleri

2. 1. 2. 1. 1. Blood Agar

Kanli agar besiyerinin (Merck 1. 10886) pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanarak otoklavda
121°C¢de 15 dk sterilize edildikten sonra, 50 °C’ye kadar sogutulup, i¢ine %7 oraninda steril
koyun kani ilave edilerek petrilere dokiildii.

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

Besiyerinin (Merck 1,05404) pH’s1 7,2-7,4°e ayarlanarak otoklavda 121°C*de 15 dk

sterilize edildikten sonra 50 °C’ye kadar sogutulup petrilere dokiildii.

2. 1. 2. 1. 3. Mueller- Hinton Agar (MHA)

Besiyerinin (Oxoid CM 129) pH’ s1 7,3’e ayarlanarak 121°C‘ye ayarl otoklavda 15 dk

sterilize edildikten sonra 50 °C’ ye kadar sogutulup petrilere dokiildii.
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2. 1. 2.1. 4. Brain Hearth Infusion Broth (BHIB) (%20 gliserinli)

Karisimin (Ox0idCM 0225) pH’ s1 7,2-7,4’e ayarlanip 121°C*ye ayarli otoklavda 15
dk sterilize edildikten sonra, 0,5 ml miktarda ependorf tiiplere dagitildi.

2. 1. 2. 1. 5. Trypoton Soy Broth (TSB) (%7,5 Tuzlu)

Karisimin (Oxoid CM 129) pH’ s1 7,2-7,4’e ayarlanip 121°C‘ye ayarh otoklavda 15

dk sterilize edildikten sonra 5 ml miktarda tiiplere dagitildi.

2. 1. 2. 2. Ayirag ve Solusyonlar

2.1.2.2. 1. EDTA (0,5 M)

Disodium EDTA-2 H20. ..ot 186,1 g

EDTA 800 ml distile suda manyetik karistiricida ¢alkalanarak eritilip, NaOH ile pH
8,0’e ayarlandiktan sonra 1000 ml’ye tamamlanip 121 °C’de 15 dk otoklav edildi.

2. 1. 2. 2. 2. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8.0) Buffer

10X TBE Stok Solusyonu
Tr1S BaSC. ottt e 121,1 g
BOTIK ASTt. .ot e e 61,83 g
B T A 5,84 ¢

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dk otoklavda steril edilip,

pH 8,0’e ayarlanarak buzdolabinda saklanir.

0,5X TBE Kullanma Solusyonu

LOX TBE. 50 ml

DIStILE ST ettt 950 ml

Karistirilarak solusyon hazirlanir.
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2. 1. 2. 2. 3. Gel Loading Buffer (6X)

Bromfenol Mavisi.......ooouiiiiiiiii e 25 mg
SUKIOZ ..t s 4¢g
HoO . 10 ml

Karistirilarak solusyon hazirlanir.

2. 1. 2. 2. 4. Tris (1M)

Tris Base 800 ml distile suda eritilip, yaklasik olarak 60 ml HCI asit ilave edilerek
pH: 7,6’ya ayarlanarak karistm 1000 ml’ye tamamlanir. 121 °C’de 15 dk otoklav ile steril

edilir.

2.1.2.2.5. 1M NacCl
NG o s 58,44 ¢
DIStILE SU. .ottt 800 ml

NacCl distile suda ¢oziildiikten sonra son hacim 1000 ml’ ye tamamlanur.

2. 1. 2. 2. 6. TE Buffer (10mM tris+ ImM EDTA)
88 0 ) .10 ml
EDTA(0,5 M)t e e 2 ml

Karistirildiktan sonra karisim 1000 ml distile su ile tamamlanir.

2. 1. 2. 2. 7. Hiicre Siispansiyon Tamponu (HST) (pH: 7,2)
TriS-HC L e 1,576 g
EDTA (0,5 M) it 18,61 g
NG o e 1,17 g

Distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanir ve pH: 7,2’ye ayarlanur.
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2. 1. 2. 2. 8. Lizis Solusyonu 1 (pH:7,2)

Tris-HCI(SIGMA T3253) .o e e 0,788gr
NACIIM) ..o e e 1,461gr
EDTA(D,5M). e e 9,306gr

Deoksikolat (Deoxycholic acid sodium salt, 25gr, Fluka Biochemica, 30975)......1 gr

Sarkozin (N-Lauroylsarcosine sodium salt for molecular biology > %94, Sigma L9150

Ultra pure su ile son hacim 1000 ml’ye tamamlanir.

2. 1. 2. 2. 9. Lizis Solusyonu 2
250 MM EDT A . ..o 18,612gr
N-1auryl SarcoSINe .......c.vvuiiii i e Sgr

Ultra pure su ile son hacim 100 ml’ye tamamlanir.

0,5 M EDTA pH: 9,0’a ulasana kadar tam c¢oziinmedi. Bu nedenle NaOH pelletleri
kullanildi. Her 6rnek solusyonuna Proteinaz K (50ug/ml) eklendi.

2. 1. 2. 2. 10. Sarkozin (%10)
SaATKOZIN. ...t Sgr

DISHILE SUL. ..t 50 ml
2. 1. 2. 3. Antibiyotik Diskleri
Metisilin direncinin belirlenmesinde sefoksitin (Oxoid, Fox, 30ug) diskinden,

stafilokok ve mikrokok ayrmiminin yapilmasinda ise basitrasin (Oxoid, B, 0,04 IU/ml)

diskinden yararlanild.
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2.1.3. PCR

2. 1. 3. 1. Kullanilan Cihazlar

PCR, 96 ornek kapasiteli Eppendorf Master Cycler kademeli termal dongiileme

cthazinda gergeklestirilir.

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

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

(Fermentas) kullanilmistir.

2. 1. 3. 3. Primerler

Metisilin direngli stafilokok suslarinin belirlenmesinde kullanilan primerler (mecA ve
nuc) Cizelge 2.1°de, SCCmec tipi belirlenmesinde kullanilan primer Cizelge 2.2°de, MLST
tipi belirlenmesinde kullanilan primerler (Enright ve ark. 2002) Cizelge 2.3’de, spa dizi

tiplemesinde kullanilan primerler (http://www.spaserver.ridom.de/) Cizelge 2.4’de verilmistir.

Cizelge 2. 1. MRSA suslarinin belirlenmesinde kullanilan primerler, dizileri,

amplikon biiyiikliikleri ve kaynak

Primer Dizi (5°-3”) Amplikon Biiyiikliigii Kaynak

(bp)
nuc F1 GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 279 Kim ve ark. 2001
nuc R1 AGC CAA GCC TTG ACG AACTAA AGC
MECA P4 TCC AGA TTA CAA CTT CACCAGG 162 Oliveira ve ark.
MECA P7 CCA CTT CAT ATC TTG TAA CG 2001
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Cizelge 2. 2. SCCmec tipi belirlenmesinde kullanilan primer dizilimleri, amplikon

biiyiikliikleri ve SCCmec tipi

Primer Dizi (5°-3°) Amplikon SCCmec Tipi
Biiyiikliigii

CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG 495 I

CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC

KDP F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC 284 I

KDP R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG

MECI P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC 209 ILIIT

MECI P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC

DCS F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC 342 LILIV

DCS R1 CTAAATCATAGCCATGACCG

RIF4 F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG 243 I

RIF4 R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC

RIFS F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 414 I

RIF5 R13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC

1S431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 381 1A

pUB110 R1 GAGCCATAAACACCAATAGCC

1S431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 303 A

pT181 R1 GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC

Cizelge 2. 3. MLST tipi belirlenmesinde kullanilan primerler, primer dizilimleri

ve amplikon biiyiikliikleri

Primer Primer dizilimleri (5°-3’) Amplikon Biiyiikliigii
arcCl TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC 456
arcC2 AGGTATCTGCTTCAATCAGCG

aroE1 ATCGGAAATCCTATTTCACATTC 456
aroE?2 GGTGTTGTATTAATAACGATATC

glpF1 CTAGGAACTGCAATCTTAATCC 465
glpF2 TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC

gmkl ATCGTTTTATCGGGACCATC 429
gmk?2 TCATTAACTACAACGTAATCGTA

ptal GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG 474
pta? GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA

tpil TGGTTCATTCTGAACGTCGTGAA 402
tpi2 TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC

yqill CAGCATACAGGACACCTATTGGC 516
yqil2 CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC

Cizelge 2. 4. spa dizi tiplemesinde kullanilan primerler, primer dizilimleri ve

amplikon biiyiikliikleri

Primer Primer Dizilimleri (5°-3°) Amplikon Biiyiikliigii
spa 1113F TAAAGGCGATCCTTCGGTGAGC | net bir bant

spa 1514R CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT net bir bant
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2. 1. 4. Elektroforez Cihaz1

Elektroforez islemi Thermo marka, 80 kuyucuk kapasiteli elektroforez tankinda,

goriintiileme islemi Vilber Lourmat marka goriintiilleme cihazinda gergeklestirildi.

2. 1. 4. 1. Agaroz Jel Hazirlamis1

AGAroSe (S1ZMA)....u ettt e I,5veya2g
TBE (0,5X) .. ettt 100 ml

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

yerlestirildi.

2. 1. 4. 2. Marker

Marker olarak 100 bp’lik DNA ladder (Fermentas) ve Pstl enzimi ile kesilmis lambda
faj DNA’s1 (Fermentas) kullanildi.

Pstl Enzimi ile Kesilmis Lambda Faj DNA simin Hazirlanigi:
30 ul A DNA (Fermentas)
30 ul 10X Buffer
4 ul Pstl enzimi (Fermentas)
236 pl enjeksiyonluk distile su

Bir saat 37 °C’de bekledikten sonra 30 pl loading dye eklendi. Her elektroforez
reaksiyonu i¢in 7 pl kullanildi (Anderesson 2009).

2. 1. 4. 3. Etidyum Bromiir

Elektroforez isleminden sonra jelin boyanmasi amaciyla % 1’ lik etidyum bromiir 500

ml 0,5X TBE igerisine 100 pl miktarinda eklenerek kullanild1.
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2. 1. 4. 4. Standart Suslar

Tiim testlerde kontrol olarak metisilin duyarh Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve
metisilin direncli Staphylococcus aureus N315 (SCCmec Tip 1I) suslar1 ile PFGE’de NCTC

8325 susu marker olarak kullanildi.

2. 2. Yontem

2. 2. 1. Ornekler:

2. 2. 1. 1. Siit 6rnekleri: Siit 6rnekleri alinirken meme baslar1 su ve siinger yardimi ile
temizlenerek %70’lik alkol ile dezenfekte edildi. Eller sabunla yikandiktan sonra eldiven
giyilip meme basmdaki saprofit bakterileri uzaklastirmak icin ilk birka¢ ml siit atild1 (Bastan

2002). Siit 6rnekleri steril enjektorler igine 5 ml miktarda alindi.

2. 2. 1. 2. Burun sivap ornekleri: Siiriintiiler her iki taraf burun konkasinin 6n 1/3'lik
kismindan serum fizyolojikle islatilmis steril pamuk ekiivyonlarla saga ve sola birkac¢ kez
cevirmek suretiyle almarak Stuart Transport Medium’a konuldu. Alinan tiim 6rnekler soguk
zincir altinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1
Rutin Teshis Laboratuvarina ayn1 giin getirilip izolasyon ¢alismalarma baslanildi. Incelemesi

yapilan tiim materyallerinin izni alinarak temini saglandi.

2.2.2. MRSA lzolasyonu

Laboratuvara getirilen 6rneklerden stafilokoklarin saf olarak izolasyonu i¢in, burun
stvap Ornekleri 6nce %7,5 tuzlu TSB’a ekilip, 37°C’de 24 saat inkube edildi, takiben sivi
kiiltirden MSA’a ekimler yapildi. Siit 6rnekleri ise dogrudan MSA’a ekilerek 24-48 saatlik
inkiibasyon sonunda tireyen stafilokok suslari, fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in kanlt
agara pasaji yapildi. Stafilokok suslarmin biyokimyasal ve morfolojik 6zellikleri standart

islemler uygulanarak gerceklestirildi (Murray 2003).
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2.2. 2. 1. Fenotipik Identifikasyon

Izolatlarin fenotipik identifikasyonlarinda kullanilan katalaz, basitrasin duyarlilik, tiip

koagulaz testleri asagidaki bildirildigi sekilde gerceklestirildi.

2. 2. 2. 1. 1. Katalaz Testi: Bu test i¢in besiyerinde iireyen kolonilerden steril 6ze ile
temiz bir lam iizerine aktarildiktan sonra {izerine 1-2 damla %3’liik H,O, damlatildi. Katalaz
enzimi olusturan bakteriler H,O,’1 su ve oksijene ayristirdigr i¢in ortamdaki oksijen ¢ikist
kabarcik olusumu ile belirlendi. Bu nedenle test sonucu kabarciklar meydana geldiginde

katalaz pozitif, kabarciklar olusmadiginda ise katalaz negatif olarak degerlendirildi.

2. 2. 2. 1. 2. Basitrasin Duyarhhk Testi: Mikroskobik olarak Gram pozitif kok
goriiniimiindeki katalaz pozitif mikroorganizmalar Micrococcaceae grubuna dahil edildi. Bu
suslarin MHA’a ekimi yapilarak basitrasin diski yerlestirildi. 37°C’de 18-24 saat inkiibe

edildikten sonra basitrasine direngli suslar Staphylococcus spp. olarak ayrildi (Koneman ve

ark 1997).

2. 2. 2. 1. 3. Koagulaz Testi: Bakterilerin koagulaz testleri tiipte gerceklestirildi.
Bunun i¢in incelenecek bakteri kolonisi, igerisinde 0,8 ml serum fizyolojik tuzlu su ve 0,2 ml
EDTA igeren tavsan plazmas1 (Bactident Coagulase, 1.13306.0001 Merck) bulunan bir tiipe
aktarillarak 37°C’de benmaride 1, 2, 4, 8 ve 24. saatlerde piht1 olusumu gézlemlendi.
Koagulaz enzimine sahip tiirlerin kan plazmasmi koagule etmesi sonucunda test tiipiinde
pihtilasma meydana gelirse, test sonucu pozitif, pithtilasma meydana gelmiyorsa negatif olarak
degerlendirildi. Elde edilen tiim pozitif suslar daha sonra kullanilmak tizere %20 lik gliserinli

BHIB igerisinde -80°C’de muhafaza edildi.

2. 2. 2. 1. 4. Sefoksitin Duyarhlik Testi: Izole edilen stafilokok suslarmm metisilin
direncliligi sefoksitin diski kullanilarak Kirby-Bauer disk difflizyon yontemine (Bauer 1966)
gore belirlendi. Bu amagla, izole edilen suslar %7 koyun kanli agar besi yerine pasajlanarak
37 C de 24 saat inkiibe edildi. Elde edilen kiiltiirlerden TSB besiyerlerinde McFarland No. 0,5
(10° bakteri/ml)’e uygun siispansiyonlar hazirlandi. Her bakteri tiriinin ayri
siispansiyonlarindan steril ekiivyon ile yayma tarzinda ekimler yapildi. Ekim yiizeyinin
kurumast i¢in oda 1sisinda 10-15 dk. beklenildikten sonra antibiyotik diski besiyerine

yerlestirilerek 37°C’de 18 saat inkiibe edildi. Inhibisyon zon c¢aplar1 Slgiilerek sonuglar
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duyarl (S) orta derecede duyarli (I) ve direngli (R) olarak yorumlandi. Zon cap1 S. aureus i¢in
19 mm’den kiictlik veya esit olan suslar MRSA olarak belirlendi (CLSI 2006).

2. 2. 2. 2. Genotipik Identifikasyon : S aureus izolatlarindan total DNA
ekstraksiyonu ticari genomik DNA ekstraksiyon kiti (InstaGene Matrix, Katalog No: 732-
6030, BIO-RAD, Miinchen, Germany) kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi sekilde asagidaki
gibi gercgeklestirildi:

Bir 6ze dolusu stafilokok kiiltiirii 1 ml steril bir ependorf tiip icerisinde steril distile su
ile stispanse edildi. Miiteakiben 12.000 rpm.de 1 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant
atildi. Pelet iizerine matrix (InstaGene)’den 200 pl ilave edilerek 56°C’de yarim saat inkiibe
edildi. Yiiksek hizda 10 sn vortekslendi. Tiipler benmaride 100°C’de 8 dk inkiibe edildi.
Yiiksek hizda 10 sn vortekslendikten sonra 12.000 rpm.de 3 dk santrifiij yapildi. Testte 30
pl’lik bir PCR reaksiyonu i¢in 2 pl siipernatant kullanildi.

2.2.2.2.1. PCR

Master Mikslerin Hazirlanmasi: SCCmec PCR disinda, tiim PCR reaksiyonlarinda bir
ornek icin PCR amplifikasyonu 30 pl toplam hacimde, son konsantrasyonlari Taq enzimi
tampon ¢ozeltisi i¢in 1X, magnesium kloriir (MgCly) 2 mM, dNTP 0,2 mM, primer (her biri
icin) 0,4 pmol, Tag DNA polymerase 1,5 U olacak sekilde gerceklestirildi. Kullanilan

malzemeler ve miktarlar1 Cizelge 2. 5.’de belirtilmistir.

Cizelge 2. 5. Master miks’in hazirlanma oranlan

Malzeme Istenen Son Konsantrasyon 10 ornek (pnl)

Buffer (10X) 1X 30

MgCl, (25 mM) 2mM 24

dNTP (10 mM) 0,2 mM 6

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

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

Taq Polimeraz (5 U) 1,5U 1,8

dH,0 Son hacme tamamlanir 235,8
TOPLAM 300

SCCmec PCR Miksi hazirlanisi: Bunun i¢in 6ncelikle multipleks PCR’da kullanilmak
iizere SCCmec primer miksi hazirlandi: KDP F1, KDP R1, RIF4 F3 ve RIF4 R9 primerleri
200 nM; CIF2F2, CIF2 R2, MECI P2, MECI P3, RIF5 F10, RIF5 R13, pUB110 R1 ve
pT181R1 primerleri 400 nM; DCS F2, DCS R1, MECA P4, MECA P7 ve [S431 P4
primerleri de 800 nM konsantrasyonda olacak sekilde kullanildi. Mastermiksin her 50 ul’si
icin bu miksinden 1 pl ilave edilerek PCR gerceklestirildi (Oliveira ve de Lencastre 2002).
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SCCmec mastermiksin hazirlanmasinda kullanilan malzemeler ve miktarlar1 Cizelge 2. 6.’da

belirtilmistir.

Cizelge 2. 6. SCCmec mastermiksin hazirlanma oranlan

Malzeme Son Konsantrasyon 10 drnek (pnl)

Buffer (10X) 1X 30

MgCl, (25 mM) 2 mM 24

dNTP (10 mM) 0,2 mM 6

SCCmec primer miks 1w/ 50 ul 6

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

dH,O Son miktara tamamlanir 2322
TOPLAM 300

Mastermiksler

hazirlandiktan

sonra 0,2 ml’lik

tiipler,

ornek adedi

numaralandirilip, i¢lerine 28’er pl hazirlanilan mastermiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’dan ilgili tiiplere 2’ser pl eklenerek agizlari sikica kapatildi
Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongiileme (termal cycler) cihazina yiiklenip,
programlandi. mecA, nuc, SCCmec, spa ve MLST analizlerinde kullanilan PCR iglemine ait

1811 dongii ve siire diyagramu sirasi ile Cizelge 2.7., Cizelge 2.8., Cizelge 2.9., Cizelge 2.10. ve

Cizelge 2.11.°de gosterilmistir.

Cizelge 2. 7. mecA PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagramm

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik (°C) Siire
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94 5dk

Denatiirasyon 35 94 30 sn
Baglanma 35 50 30 sn
Uzama 35 72 30 sn
Son Uzama 1 72 10 dk

Cizelge 2. 8. nuc PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayis1 | Sicaklik (°C) | Siire
Baglangi¢ Denatiirasyon 1 94 10 dk
Denatiirasyon 35 94 5dk

Baglanma 35 50 30 sn
Uzama 35 72 30 sn
Son Uzama 1 72 10 dk
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Cizelge 2. 9. SCCmec PCR islemine ait 151l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayis1 | Sicaklik (°C) | Siire
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94 4 dk
Denatiirasyon 30 94 30 sn
Baglanma 30 53 30 sn
Uzama 30 72 30 sn
Son Uzama 1 72 5dk

Multipleks PCR yontemi ile SCCmec tip 1, 11, III ve IV tespiti yapildi.

Cizelge 2. 10. spa PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siire
Basglangi¢ Denatiirasyon 1 94 10 dk
Denatiirasyon 30 95 30 sn
Baglanma 30 38 30 sn
Uzama 30 72 45 sn
Son Uzama 1 72 10 dk

Cizelge 2. 11. MLST PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayis1 | Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94 4 dk
Denatiirasyon 35 95 30 sn
Baglanma 35 57 30 sn
Uzama 35 72 1 dk
Son Uzama 1 72 10 dk

spa ve MLST analizleri i¢cin PCR isleminden sonra elde edilen amplikonlar, sekans
analizleri i¢in 96 kuyucuklu pleyt igerisinde Macrogen (Macrogen Inc., 1001 World Meridian
Venture Center, #60-24, Gasan-dong, Geumchun-gu, Seoul, 153-781, Korea) firmasina
gonderildi. Firma saflastirmayi takiben sekans analiz cihazi ile (ABI Primse) sekans analizini

gerceklestirdi.

spa analizi: Sekans analizi sonrasinda elde edilen DNA dizilerinin spa tiplerinin
belirlenmesi i¢in StaphType yazilim programi kullanildi. Elde edilen spa tiplerinin Ridom
SpaServer adresinden (http://www.spaserver.ridom.de/) diger bilgiler ile tekrar bdlgeleri

belirlenerek spa tipleri tespit edildi.

MLST analizi: Hedef gene ait her bir lokus i¢in, her farkli dizilim farkli bir allel
numarasi ile gosterildi ve bu sekilde her susa ait bir allelik profil tanimlandi. Tanimlanan
allelik profiller, dizi tipi olarak ifade edildi. Belirlenen allelik profiller, MLST veri bankas1
(http://www.mlst.net)nda bilinen allellerle kiyaslanarak tespit edilen allel profilinin diger

iilkelerdeki yayginlik derecesi hakkinda bilgi edinildi.
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2. 2. 2. 2. 2. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yiiklenmesi

Her bir 6rnek i¢in 5 pl PCR iirtinlerine 1 pl miktarinda 6x loading dye ilave edilerek
jeldeki uygun kuyucuga yiiklendi.

2.2.2.2. 3. Yiiriitme

Hazirlanmis olan jele, istenilen oOrnekler ve markerlarm yiiklemesinden sonra,
elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan sonra,

elektroforez cihazinda 100V 400A akimda 30 dakika yiiriitildi.

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

Otuz dakikalik elektroforez siiresinin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir sekilde
icerisinde %]1°’lik etidyum-bromiir olan tanka konuldu. Burada 15 dakika boyanmaya
brrakildi. Siire sonunda boyanan jel, bilgisayara bagl durumdaki transilluminatér cihazindaki
odaciga yerlestirildi. UV 15181 altinda fotograflandiktan sonra, bant uzunluklar1 her PCR ic¢in
ayr1 ayr1 degerlendirildi.

Degerlendirme daha 6nce bildirilen sekilde yapildi. Bunun i¢in mecA primerleri i¢in
162 bp (Oliveira ve ark. 2001), nuc primerleri i¢in 279 bp (Kim ve ark. 2001), SCCmec tip
tayini i¢in (Oliveira ve de Lencastre 2002): Tip I’de 342, 381 ve 495 bp; Tip II’de 209, 284 ve
342 bp; Tip 11I’de 209, 243, 303 ve 414 bp ve Tip [V’de 342 bp uzunlugunda bant aranirken;

spa primerleri i¢cin net bir bant goriintiillenmesi (http://www.spaserver.ridom.de/) saglandu.
MLST analizinde ise; arcC ve aroE primer ¢iftleri i¢in 456 bp, glpF primeri i¢in 465 bp, gmk
primeri i¢in 429 bp, pta primeri i¢in 474 bp, tpi primeri i¢in 402 bp ve yqil primeri i¢in 516

bp uzunlugunda bant olusumu gézlendi (http://www.mlst.net).

2. 2. 2. 3. Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE)

S. aureus ve diger bir¢ok patojen bakterilerin genetik farkliliklarini arastirmak i¢in
molekiiler epidemiyolojide kullanilan o6nemli bir genetik tiplendirme yontemi PFGE

metodudur. PFGE islemi; izolatlarin hazirlanmasi, agaroza gomiilmesi, agaroz igindeki
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hiicrelerin parcalanmasi, hiicre lizisinden sonra agaroz kaliplarin yikanmasi, agaroz kaliplar
icindeki DNA’nm RE ile kesimi, elektroforez jelinin hazirlanmasi, kaliplarin jele yiiklenmesi,
elektroforez sonucunun goézlenmesi ve analiz asamalarindan olusmaktadir. Yontem daha 6nce

bildirildigi sekilde (Mulvey ve ark. 2001) asagidaki gibi yapildi.

a) Izolatlarin Hazirlanmas:
1. ik olarak S. aureus suslarmi canlandirilmas: amaciyla % 7 koyun kanli agara pasaji
yapild1.
2. Daha sonra tripitik soy agara, tek koloni pasaji yapilarak bir gece inkiibasyona birakildi.
3. Saf kiiltiir halinde lireyen koloniler plastik 6ze yardimiyla 1 ml TE solusyonu igerisinde
siispanse edildi.
4. Hiicre siispansiyonu 13,000 rpm’de 4 °C’de 5 dakika santrifiije tabii tutuldu. Santrifiij
sonrasi siipernatant atild1.
5. Bakteri yogunlugu yaklasik McFarland 4 olacak sekilde ayarlandu.

b) Lzolatlarin Agaroza Gomiilmesi
1. Kaliplarin hazirlandig1 agaroz kalip aparati buzdolabina konuldu.
2. 9 ml distile su igerisine 0,2 gr low melting agar (BIO-RAD 161-3113EDU) ilave edilerek
mikrodalga firinda homojen hale gelinceye kadar eritildi.
3. Agarozdan 150 pl miktarinda ependorf tiiplere dagitilarak 50 °C’deki 1sitic1 kuru bloga
konuldu.
4. TE i¢inde hazirlanmis bakteri slispansiyonundan 150 pl aliarak, 50 °C’de bekleyen agaroz
bulunan tiipe eklendi.
5. Uzerine 2 pl lizostafin eklenerek karisimin homojen hale gelebilmesi igin birka¢ defa
pipetaj islemi yapildi.
6. Hemen hiicre-agaroz karisimindan agaroz kalip aparatmma dagitildi. Kaliplar agaroz
katilagincaya kadar +4 °C’ de bekletildi.

c) Agaroz I¢indeki Hiicrelerin Parcalanmast
1. Her agaroz kalip i¢in, 5 ml’ lik steril kapakl tiiplere, 0,5 ml lizis I solusyonu konuldu.
2. Igerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan ¢ikarilarak lizis I solusyonuna yerlestirildi.
3. Lizis I solusyonuna alinan kaliplar 37 °C’ de 1 saat ¢alkalamali su banyosunda bekletildi.
4. Bu islemin sonunda lizis I solusyonu dokiilerek, yerine 0,5 ml lizis II solusyonu eklenerek
ve 50 °C’ de 30 dakika ¢alkalamali su banyosunda bekletildi.

d) Hiicre Lizisinden Sonra Agaroz Kaliplarin Yikanmasi
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1. Lizis asamasindan sonra yumusayan agaroz kaliplarmin katilasmasi i¢in tiipler buz
icerisinde en az 15 dakika bekletildi ve lizis solusyonu dokiildii.
2. Daha sonra agaroz kaliplar1 her yikama 15 dakika olmak iizere 50 °C’de 4 ml TE
tamponuyla 3 kez yikandi. Son olarak 6rnekler TE igerisine konularak +4 °C’de saklandi.

e) Agaroz Kaliplarindaki DNA’ nin RE ile Kesimi
1. Agaroz kalib1 bir lam {lizerine alinarak bir bistiirii yardimiyla 1/3 oraninda kesildi.
2. Pargalardan biri, 100 pl 1x Smal tamponu icine almarak oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi ve daha sonra bu tampon bosaltild1.
3. Her agaroz kalib1 i¢in asagidaki enzim karigimi hazirlandi.
10 pl 10 x Smal tamponu
2,5 pl Smal enzimi (10 U/pl) (Fermentas)
1 ul BSA (10 mg/ml)
86,5 ul steril ultra saf su
4. Agaroz kalibina bu karisim eklenerek calkalamali su banyosunda 30 °C’de 2 saat inkiibe
edildi.
5. Inkiibasyon sonunda tiipler buzdolabmda 15 dakika bekletildi.

f) Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi ve Kaliplarin Jele Yiiklenmesi
1. 2 litre 0,5XTBE buffer hazirlandi ve icerisinden 100 ml ayrilarak kalan tampon
elektroforez tankina dokiildii.
2. Ayrilan 100 ml tampon igerisine 1,1 gr pulsed-field certified (BIO-RAD) agaroz eklenerk
% 1,1’ lik agaroz hazirland1 ve mikrodalga firinda eritildi.
3. Agaroz dokiilecek kaset hazirlandi, Smal ile kesilmis olan agaroz kaliplarin her biri tarak
dislerinin u¢ kismia yerlestirildi.
4. Taragm kenar dislerine marker kaliplar yiiklendi ve kurutma kagidi ile agaroz kaliplarmin
kenarindaki sivinin fazlasi alind1.
5. Tarak kaliplarla birilikte agaroz dokiilecek kaset icine yerlestirildi.
6. Agaroz dikkatli bir sekilde hava kabarcig1 olusturmadan kaset i¢ine dokiildii.
7. Oda 1sisinda 20 dakika katilasmaya birakildi, dikkatlice tarak cekildi ve elektroforez
tankina yerlestirildi.
8. Agaroz kasetinin ¢ergeveleri ¢ikarildi ve tabla ile agaroz alindi. Daha sonra igerisinde 1900
ml 0,5 x TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirildi.

g) Elektroforez
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1. CHEF- DR III sisteminde elektroforez kosullar1 ayarlandi:

Baslangic vurug SUIes ......o.vvvueiiiiiiiiii i, 5,3 sn
BiItis VUIUS SUIESI. ..ttt ittt eeaens 34,9 sn
AV 101 I 163 1 T 120 °
AKIM L 6 V/ cm’
Stcaklik ..o 14°C
ST ettt e 20 saat

h) Sonucun Gozlenmesi ve Analiz

1. Elektroforezden sonra jel 5 pg/ ml etidyum bromiir igeren 500 ml ultra saf su i¢ine alind1 ve

20 dakika boyandi.
2. UV 15181 altinda goriintiilendi ve fotografi ¢ekildi.
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3. BULGULAR

3.1. Izolasyon

Calismada 2010 Ocak-Mayis tarihleri arasinda, Aydin ili ve ¢evresinde bulunan 15
isletmede bulunan 56 inekten alman 145 subklinik mastitisli siit ile yine ayni ineklerden
alman 56 nazal svap ve bu isletmelerdeki hayvanlarla yakin temasta bulunan sektor
calisanlarindan alman 34 nazal svap 6rnegi olmak iizere toplam 235 materyalin MRSA varlig1
yoniinden incelenmesi sonucunda 12 MRSA izolasyon ve identifikasyonu yapildi. Sekil
3.1.’de MRSA izolatlarinin izole edildigi kaynaga (siit, insan burun sivab, sigir burun sivab)
gore dagilimi verilmistir. Buna gore izolatlarin 2 si siit, 4 i hayvan nazal svap ve 6 s1 da insan

(bakic1 ve veteriner) orjinli oldugu belirlendi.

Kaynak

’ m St
M insan burun sivabi

Hayvan burun sivabi

Sekil 3.1. S. aureus suslarimin izole edildigi kaynaga gore dagilimlar:

3. 2.PCR

mecA, nuc, SCCmec PCR sonuglar1 sirasiyla Resim 3.2., Resim 3.3. ve Resim 3.4.’de

verilmistir.
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Resim 3.1. mecA PCR elektroforez goriintiisii 1-12: mecA pozitif S. aureus suglart NK: S. aureus
ATCC 29213 susu PK: S. aureus N315 susu M: 100 bp DNA ladder

Resim 3. 2. nuc PCR elektroforez goriintiisii 1-12: nuc pozitif S. aureus suslart NK: negatif kontrol
PK: pozitif kontrol M: 100 bp DNA ladder

414 bp
342 bp
284 bp
243 bp

Resim 3. 3. SCCmec Tipleri M: Marker: 100 bp DNA ladder, 1: SCCmec tip 11 (284 bp, 342 bp); 2-8 ve 10-12:
SCCmec tip 1II (243 bp, 414 bp); 9: SCCmec tip IV (342 bp) 6: NK: Negatif Kontrol (Metisilin duyarli
Staphylococcus aureus ATCC 29213), PK: Pozitif Kontrol SCCmec tip 11 (S. aureus N315 susu).
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3.3. PFGE

On iki MRSA izolat1 arasinda klonal iligkinin tespiti i¢in tiim izolatlar PFGE yontemi
ile incelendi. Resim 3.4.’de suslarin hepsinin PFGE ile elde edilen DNA bant paternleri
verilmistir. PFGE sonucuna gore 7 izolat pulsotip A, 3 izolat pulsotip B, 1 izolat pulsotip C

ve 1 izolat da pulsotip D olarak belirlenmistir.

Resim 3. 4. S. aureus suslarinin PFGE ile elde edilen DNA bant paternleri M: Marker (S. aureus
NCTC 8325 susu) 1: Pulsotip C, 2-5: Pulsotip A, 6: Pulsotip B, 7: Pulsotip A, 8: Pulsotip B, 9: Pulsotip D, 10-
11: Pulsotip A, 12: Pulsotip B, M: Marker (S. aureus NCTC 8325)

3. 4. Sekans Analizine Dayah Tiplendirme Yontemleri: spa ve MLST Analizleri
3. 4. 1. PCR Sonuclar: spa analizleri elektroforez goriinlimii Resim 3. 5.°de

verilirken; MLST primerleri kullanilarak gerceklestirilern PCR’lerin elektroforez goriiniimleri

her bir primer i¢in sirasiyla Resim 3. 6. ile Resim 3. 12. arasinda gosterilmistir.
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11 12 NK PK M

Resim 3. 5. spa dizi tiplendirmesinin elektroforez goriiniimii. 1-12: spa pozitif izolatlar, NK: negatif kontrol,
PK: pozitif kontrol, M: 100 bp DNA ladder

456bp

Resim 3. 6. arcC genine ait elektroforez goriintiisii. 1-4: arcC geni pozitif olan izolatlar NK: negatif
kontrol PK: pozitif kontrol M: Pstl enzimi ile kesilmis lambda faj DNA’ s1

Resim 3. 7. aroE genine ait elektroforez goriintiisii. 1-4: aroE geni pozitif olan izolatlar NK: negatif
kontrol PK: pozitif kontrol M: Pstl enzimi ile kesilmis lambda faj DNA’ s1
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465bp

Resim 3. 8. glp genine ait elektroforez goriintiisii. 1-4: glp geni pozitif olan izolatlar NK: negatif kontrol PK:
pozitif kontrol M: Pstl enzimi ile kesilmis lambda faj DNA’s1

Resim 3.9. gmk genine ait elektroforez goriintiisii. 1-4: gmk geni pozitif olan izolatlar NK: negatif
kontrol PK: pozitif kontrol M: Pstl enzimi ile kesilmis lambda faj DNA’s1

Resim 3. 10. pta genine ait elektroforez goriintiisii. 1-4: pta geni pozitif olan izolatlar NK: negatif
kontrol PK: pozitif kontrol M: Pstl enzimi ile kesilmis lambda faj DNA’s1
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402bp

Resim 3. 11. #pi genine ait elektroforez goriintiisii. 1-4: ¢pi geni pozitif olan izolatlar NK: negatif
kontrol PK: pozitif kontrol M: Pstl enzimi ile kesilmis lambda faj DNA’ s1

Resim 3.12. yqiL genine ait elektroforez goriintiisii. 1-4: ygiL geni pozitif olan izolatlar NK: negatif
kontrol PK: pozitif kontrol M: Pstl enzimi ile kesilmis lambda faj DNA’ s1

3. 4. 2. Sekans Analizi Sonuglari: spa ve MLST analizleri i¢in suslarin DNA’lar1
ilgili primerler ile ¢ogaltildiktan sonra, maliyeti en aza indirebilmek i¢in, PFGE sonucuna
gore her pulsotipten bir sus belirlenerek, bu suslara ait amplikonlar sekans analizi i¢in

Kore’ye gonderildi.

3.4.2.1. spa Analizi: Elde edilen DNA dizileri StaphType yazilim programimin
yardimi ile spa tiplerinin belirlenmesi i¢in kullanildi. Elde edilen spa tiplerinin diger bilgileri
internet yardimi ile Ridom SpaServer adresinden saglandi. spa analizi sekans sonuglar1 Resim

3.13-Resim 3.16 arasinda verilmektedir.

AA
AAAGAAGACGGCAACGGAGTACATGTCGTTAAACCTGGTGATACAG

Resim 3. 13. Pulsotip A olan 7 izolatlarin spa analizi sekans sonucu
Izolatin tekrar bolgeleri; 15-12-16-02-24-24 olarak belirlenirken spa tipi t030
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CAAA

AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGC
AAAG
Resim 3. 14. Pulsotip B olan 3 izolatlarin spa analizi sekans sonucu

Izolatin tekrar bélgeleri; 15-12-16-02-24 olarak belirlenirken spa tipi t459

GCTCAAGCACCAAAAGAGGAAGACAATAACAAGCCTGGC
AAGAAGACGGCAACAAGCCTGGT

AAAGAAGACGGCAACGGAGTAC
Resim 3. 15. Pulsotip C olan 1 izolatlarin spa analizi sekans sonucu
Izolatin tekrar bolgeleri; 11-12-41-20-17-12-12-17 olarak belirlenirken spa tipi t660

AAAGAAGACAACAACAAACCTGGT
AAAGAAGACAACAACAAACCTGGT
GATGGCAACAAACCTGGCAAAGAAGACAACAAAAAGCCTGG(]
IAAAGAAGATGGCAACAAACCTGGT]
CAAACCTGGT]
Resim 3. 16. Pulsotip D olan 1 izolatlarin spa analizi sekans sonucu
Izolatin tekrar bolgeleri; 26-23-13-23-13-23-31-05-17-25-17-25-16-28 olarak belirlenirken spa_tipi

AAAGAAGATGGCAA
AAAGAA

t542
spa dizi tiplendirmesinin izolatlara gére dagilimi Sekil 3. 2.’de gosterilmistir.

spa dizi tiplendirmesi

m 030
W t459

t542
{660

Sekil 3.2. spa dizi tiplendirmesinin izolatlara gore dagihm

3.4.2.2. MLST Analizi: PFGE sonucuna gore 4 farkli pulsotip belirlendikten sonra bu
suslarin kromozomal DNA’lar1 7 farkli yapisal metabolik genin (arcC, aroE, glp, gmk, pta,
tpi ve yqil) yaklasik 450-500 bp’lik internal fragmentleri her primer ayr1 ayri olarak PCR ile
cogaltildi. Elde edilen fiirtinlere dizi analizi yapildi. Mevcut verilerle karsilastirilarak elde
edilen her bir allele bir kod verildi. Her kdken i¢in bir dizi tip (sequence type, ST) belirlendi.
Veriler dijital bir veritabaninda saklanarak, diinyanin herhangi bir bolgesinden elde edilen
diger kokenlerle karsilastirildi. MLST analizi sonucunda izolatlarin allellik profilleri Cizelge
3.1.de verilmistir.

Cizelge 3.1. MLST analizi sonucunda izolatlarin allellik profilleri

Pulsotip MLST Lokuslari Sekans
arcC | aroE glpF gmk pta tpi yqiL Tipi

A 2 3 1 1 4 4 3 239

B 2 3 1 1 4 4 115 1294

C 213 1 4 1 5 5 4 1940

D 7 6 1 70 8 8 6 737

MLST dizi tiplendirmesinin izolatlara gére dagilimi Sekil 3. 3.’de verilmistir.
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MLST sekans tiplerinin izolatlara gore
dagilimi

W ST239
W ST1294
W ST737
W ST1940

Sekil 3.3. MLST dizi tiplendirmesinin izolatlara goére dagilimi

Elde edilen tiim sonuglarm toplu sunumu Cizelge 3. 2.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Sonuglarin Toplu Degerlendirilmesi

Sus No Isletme No | Kaynak SCCmec PFGE MLST spa

1 1 Insan Burun Svabi Tip 1T Pulsotip D ST737 t542
2 2 Inek Siitii Tip III Pulsotip A ST239 t030
3 7 Inek Burun Svabi Tip I Pulsotip B ST1294 | t459
4 7 Inek Burun Svabi Tip I Pulsotip B ST1294 | t459
5 10 Inek Siitii Tip III Pulsotip A ST239 t030
6 10 Inek Burun Svabi Tip 111 Pulsotip A ST239 t030
7 11 Inek Burun Svabi Tip 111 Pulsotip B ST1294 t459
8 11 Insan Burun Svabi Tip 111 Pulsotip C ST1940 | t660
9 12 Insan Burun Svabi Tip IV Pulsotip A ST239 t030
10 Insan Burun Svabi Tip III Pulsotip A ST239 t030
11 Insan Burun Svabi Tip III Pulsotip A ST239 t030
12 Insan Burun Svabi Tip III Pulsotip A ST239 t030

PFGE analizleri ile spa, MLST analizleri karsilastirildiginda sonuglarin birbirleri ile
birebir uyumlu oldugu gozlemlenmistir. Sekil 3.4.‘te PFGE analizi sonucu elde edilen

evrimsel agag¢ verilmistir.
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Hayvan Siit ST 239030
Hayvan Siit ST239030

Hayvan Burun Svabr ST239 £ 030
Insan Burun Sivabr ST 2391030

Insan Burun Svabr ST 239 030
Insan Burun Sivabi ST 239t 030
Insan Burun Srvabr ST 239 030

A %100

083

hi2

%18 BY%100 | ”” Hayvan Burun Svabr ST 1294 £459
| “ | Hayvan Burun Sivabr ST 1294 £459

| ”” Hayvan Burun Svabr ST 12941459

C .
| | [nsan Burun Stvabi ST 1940t 660

| | ” “ Insan Burun Sivabi ST 7371542

Sekil 3.4. PFGE analizi sonucu elde edilen evrimsel agag
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4. TARTISMA

Stafilokoklar, hayvanlar ve insanlarda 6nemli enfeksiyonlara neden olmaktadir. S.
aureus, biitiin diinyada siit ineklerinde goriilen mastitisin en dnemli nedenidir. Insanlarda ise
nozokomiyal ve toplum kaynakli enfeksiyonlara neden olurlar. Ayrica, son yillarda MRSA
izolatlarinin sikliginda meydana gelen artislar, stafilokok enfeksiyonlarmnin ve antibiyotiklere
karst mikroorganizmalardaki diren¢ gelisiminin kontrolii i¢in etkili stratejiler gelistirme
geregini ortaya ¢ikarmistir. Bu nedenle, S. aureus epidemiyolojisinin, patogenezinin ve

populasyon genetiginin 1yi bilinmesi gerekmektedir (Fluit 2002).

S. aureus penisiline karst direng gelistiren ilk bakteridir. Bu bakteri diger
antibiyotiklerin yani swra, pek cok bakterinin diren¢ gelistiremedigi metisilini bile etkisiz
kilmistir. Giinimiizde MRSA enfeksiyonlar1 sadece glikopeptid antibiyotiklerle tedavi
edilebilmektedir. Bu antibiyotikler pahali olduklar1 gibi insan hiicrelerine de zararhdirlar.
Bununla birlikte, bir zamanlar yenilmez olarak goriilen ve MRSA’lara kars1 elde edilen son
silahlar olan glikopeptidlere direngli S. aureus suslar1 Mayis 1998’den baslayarak sirayla
Japonya, Amerika, Fransa ve Ingiltere’ den izole edilmistir. MRSA oranmin artmasima paralel
olarak, glikopeptid antibiyotiklerin kullanimiyla, glikopeptidlere direngli S. aureus suslarmin
miktar1 kaginilmaz olarak artacaktir (Durmaz 2001). Cogu bakteride oldugu gibi MRSA’nin
epidemiyolojik ¢aligmalarinda, tiplendirme amaci ile kullanilan fenotipik ve genotipik
yontemlerin ayrim gii¢leri kiyaslanmig, bircok calismada bakteri genomundaki polimorfik
bolgelerde olusan tek nokta mutasyonlarini bile ortaya koyabilen genotiplendirme
yontemlerinin fenotipik yontemlerden daha yiiksek ayrim giicline sahip oldugu gosterilmistir.
MRSA’nin hizli bir sekilde yayilmasinin 6niine ge¢mek icin genotiplendirme metodlar: ile
dogru bilginin elde edilmesi gerekmektedir. Bu amaci yerine getirebilmek i¢in pek cok
molekiiler teknik  gelistirilmistir. Bu  tekniklerin basinda MRSA  izolatlarinin
tiplendirilmesinde en cok tercih edilenler PFGE, MLST, SCCmec ve spa tiplendirmedir
(Deurenberg ve ark 2007). Hoefnagels-Schuermans ve ark. epidemiyolojik ve genetik olarak
iliskili olan MRSA izolatlarin1 antibiyotipleme, Protein A gen analizi, PFGE kullanilarak
yaptiklar1 calisma (Hoefnagels ve ark. 1997) ile Elsa Velazco ve arkadaslarinin yaptigi 43 S.

aureus 1zolatmin antibiyotipleme, PFGE, PCR ve faj tiplendirme gibi yontemleri kullanarak
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yaptiklar1 calisma (Velazco ve ark. 2008) MRSA’nin kontrol ve tanimlanmasi i¢in fenotipik
yontemlerin yetersiz kaldigi, MRSA salginlarinda molekiiler arastirmalarm yapilmasi
gerektigi bildirilmistir. Bu ¢calismada sigirlardan ve sektor calisanlarindan izole edilen 12 adet
MRSA susu SCCmec, PFGE, MLST, spa dizi tiplendirme yontemleri ile genotipik olarak
incelenmis ve PFGE yOntemi ile suslar arasindaki klonal iliski, SCCmec yontemi ile suslarin
hastane ya da toplum kdkenli olup olmadiklarinin belirlenmesi, MLST ve spa dizi tiplendirme
yontemleri ile ise izolatlarin diinyadaki epidemiyolojik dagilimlarmin ortaya konulmasi

amaclanmistir.

Tirkiye’de ve diinyada farkli yillarda yapilan calismalarda mastitislerde S. aureus
genellikle tiir diizeyinde en sik izole edilen etken olmustur (Gianneechini ve ark. 2002,
Shitandi ve ark. 2004, Tel ve ark. 2009, Kaynarca ve Tiirkyilmaz 2010, Unal ve Yildirim
2010). Tirkiye’de degisik bdlgelerde yapilan c¢aligmalarda mastitisli ineklerden 9%28-73
arasinda degisen oranlarda S. aureus izole edilmistir (Arda ve Istanbulluoglu 1980, Aydin ve
ark. 1995, Tiriitoglu ve ark. 1995, Kuyucuoglu ve Ugar 2001, Rigsvanli ve Kalkan 2002,
Beytut ve ark. 2002, Yavuz ve Esendal 2002, Kirkan ve ark. 2005). Hayvanlarda ilk MRSA
susu 1972 yilinda mastitisli sigirlarda bildirilmistir. Ilerleyen yillarda da bu say1 artmustir
(Juasz-Kaszanyitzky ve ark 2007, Leonard ve Markey 2008). 1997-2004 yillar1 arasinda
Kore’de 153 farkl ciftlikte, 3047 mastitisli inek stitiinden 835 S. aureus ve 763 KNS izole
edilmistir. Bu izolatlarin metisilin direnci arastirildiginda 21 (%2,5) S. aureus ve 19 (%2,4)
KNS’de direnclilik tespit edilmistir (Moon ve ark 2007). 2001 yilinda ise antibiyotik
direncliligine yOnelik Macaristan’da yapilan bir arastirmada hayvanlarda ve hayvansal
iirlinlerde hi¢bir vakada mecA-pozitif stafilokok izole edilmemis ancak 2004 de devam eden
bu calismada, sigir siiriilerinde 5 MRSA izolasyonu yapilmistir (Kaszanyitzky ve ark. 2003).
Vanderhaeghan ve ark. ise Belgika’da yaptiklar1 ¢alismalarinda klinik ve subklinik mastitisli
siitlerde yaklasik %10 olarak bulmuslar ve {iilkelerinde MRSA oraninin beklenmedik bir
sekilde yiiksek ¢iktigmni vurgulamislardir (Vanderhaeghan ve ark. 2010). Tiirkiye’de mastitisli
siit orneklerinde metisilin direncinin incelendigi smirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu
calismalarda metisilin direnci fenotipik yontemler kullanilarak belirlenmis ve bu c¢alismalar
arasinda MRSA tespitinde oransal agidan farkliliklar bulunmaktadir. Ak ve ark. (2000)
Istanbul’da, Giiler ve ark. (2005) Konya’da izole ettikleri mastitise neden olan stafilokok
suslarinda oksasilin direnci bulunmadigim bildirirlerken; Kiregci ve Colak (2002) Erzurum
yoresinde metisilin direngli 5 (%5,8) sus izole ettiklerini bildirmislerdir. Hadimli ve ark.

(2001), 78 S. aureus izolatindan 1 tanesinde metisilin direnci saptamiglardir. Tiiriitoglu ve ark.
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(2006) ise Burdur yoresinde %17,5 oraninda MRSA izole ettiklerini bildirmislerdir. Bu
konuda en yiiksek oranlar Aydin ilinden bildirilmistir. Kirkan ve ark. ( 2005) Aydin yoresinde
yaptiklar1 caligmada inceledikleri S. aureus suslarinda oksasilin direncinin %60 oldugunu

bildirmislerdir.

mecA geninin yalnizca fenotipik olarak disk yontemi ile belirlenmesi yeterli degildir
hatali pozitif ve negatif sonuclar c¢ikabileceginden elde edilen bulgularin molekiiler
yontemlerle de dogrulanmasi oldukg¢a yararlidir (Murakami ve ark. 1991). Yurdumuzda
veteriner sahada bu konuda yapilmis en kapsamli ¢alisma Tiirkyilmaz ve ark. (2010)
tarafindan gergeklestirilmistir. Calismada sefoksitin direncinin MRSA suslarinda %17,2
oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada ise %20,30 (59 hayvan ve insan kokenli izolattan 12
tanesi)’dur. Bu yiiksek oranin sebebi aslinda yaklasik bir buguk yil 6nce Kaynarca ve
Tirkyilmaz tarafindan incelenen pozitif olan isletmelerdeki pozitif hayvanlardan
kaynaklanmis olabilir. Isletmedeki hayvanlar degismesine ragmen bu isletmedeki bakicilar
ayni olup; yine ayni veteriner hekimler tarafindan isletmeler kontrol edilmektedir. Bu durum
pozitif olan 6 isletmede sagim hijyenine dikkat edilmedigini ayrica insandan hayvana da bir
bulasma olabilecegini akla getirmektedir. Bu durumu ayrica izolatlarm ¢ogunun hastane
kokenli olmasi da desteklemektedir. Bakicilarin el ve burunlarindan izole edilen S. aureus
izolatlarinin, inek meme bas1 derisi ve mastitisli inek siitlerinden izole edilenlerle genetik
yakinlikta olabildigi Tiirkiye ve diinyada yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmustur (Fox ve ark.
1991, Roberson ve ark. 1998, Unal ve Istanbulluoglu 2009). Mastitisin kontroliinde her zaman
vurgulandigr gibi sagim hijyeninin O6nemi olduk¢a fazladir. Bu konunun acikliga
kavusturulabilmesi i¢in PFGE, spa veya MLST gibi daha ileri molekiiler yontemler
kullanilarak caligmalar yapilmasi ve insan ile sigir izolatlarinin orijininin belirlenmesi
gerekmektedir. Yaptigimiz bu calisma bu 3 genotipik yontemi ve izolatlarm hastane kokenli

mi toplum kdkenli mi oldugunu gosteren SCCmec tiplendirilmesini esas almaktadir.

Hayvanlarin, insanlarda enfeksiyona neden olan MRSA icin rezervuar olabilecegi
cesitli caligmalarla ortaya konmustur (Cefai ve ark. 1994, Middleton ve ark. 2005). Cefai ve
ark. (1994) bir kopegin, MRSA tasidigint ve iki hemsireye iki kez bulastirarak bu
hemsirelerinde hastalarim1 bu etkenle enfekte etmelerine aracilik ettigini rapor etmislerdir.
Michigan Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesine 13 aylik bir zaman
periyodunda gelen 11 hasta attan nozokomiyal epidemiye neden olan MRSA suslar1 izole

edilmis ve bu suslar PFGE ile tiplendirilmistir (Seguin ve ark. 1999). Son yillarda yapilan
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calismalar MRSA enfeksiyonlarinin insan kaynakli olabilecegini gostermektedir (Morgan
2008). Yaptigimiz bu ¢aligmada inek burun sivaplarindan ve siitlerinden izole edilen S. aureus
suslarinin; HK-MRSA (1 adet SCCmec Tipll ve 10 tane SCCmec Tiplll) olarak belirlenmesi
MRSA enfeksiyonlarmin insan kaynakli olabilecegini diislinmemize sebep olmustur. Bununla
birlikte bu konunun tam olarak acikliga kavusturulabilmesi i¢in ayni isletmedeki insan ve
bakicilardan ayni1 pulsotipe ait suslarin izolasyonunun yapilmasint gerektirmektedir.
Calismada ayni isletmede bulunan hayvan bakicilarindan ve onlarn ilgilendikleri sigirlardan
bu tip bir izolasyon yapilamamakla birlikte yorede calisan veteriner hekimlerden 3 tanesinden
ST239 ve t030 spa tipli izolatlarin elde edilmesi bu susun bu kadar yaygin olmasinda

veteriner hekimlerin rolii olabilecegini akla getirmektedir.

Yapilan caligmalar, son yillarda giderek daha 6nemli bir sorun haline gelen toplumdan
kazanilmis MRSA infeksiyonlarindan izole edilen kdkenlerin ¢ogunlukla tip IV ve tip V
SCCmec tasidiklarini ortaya koymaktadir. SCCmec smiflandirilmasi ile bu kdkenlerin hastane
kaynakli kdkenlerden aymrimi yapilmakta ve toplum i¢inde yayilim haritalar1 ¢ikarilmaktadir
(Oliveira 2002, Kwon ve ark 2005, Kluytmans-Vandenbergh 2006). Bugiin icin MRSA
kokenlerinin genotiplendirilmesinde, SCCmec tiplendirmesinin, diger yontemlerle birlikte
kullanimi, ayirim giiclinii 6nemli oranda yiikseltmis; ayrica MSSA susunun SCCmec kasetini
edinerek MRSA fenotipine donen kokenlerinin evrimsel gelisimlerinin izlenmesine olanak
saglamistir (Feil ve Enright 2004, Bratu ve ark 2006). Calismamizda izole ettigimiz 12 MRSA
susundan bir tanesinin (%8,3) SCCmec tip IV gen kasedi tasidigi ortaya konuldu. Farkli
iilkelerde siklikla goriilen SCCmec tipleri bulunmaktadir. SCCmec Tip Il Japonya ve Kore’de,
Tip III Suudi Arabistan, Srilanka, Singapur, Cin, Taylandve Hindistan gibi diger baz1 Asya
iilkelerinde bildirilirken (Changtrakool ve ark. 2006); Tip I 6zellikle Hirvatistan’da (Budimir
ve ark. 2006) ve Isvigre’de (Blanc ve ark. 2007), Tip IV Ispanya’da (Laplana ve ark. 2007),
Portekiz (Amorim ve ark. 2007), Almanya ( Monecke ve ark. 2008), Yunanistan (Chini
2008), Belgika (Hallin ve ark. 2008), Irlanda (Shore ve ark. 2005), Isvigre (Qi ve ark. 2005),
Danimarka (Faria ve ark. 2005), Fransa (Lina ve ark. 2006) ve Finlandiya (Vainio ve ark.
2008), Tip I ve IV ABD’ de en yaygin tipler olarak bildirilmistir (O’Brien ve ark. 2005, Kili¢
ve ark. 2008). Tiirkiye’de insanlarda en ¢ok goriilen SCCmec tipinin Tip III oldugu; %82,1
(Kilig ve ark. 2008) ve %90,4 (Yildiz ve ark. 2010) yapilan iki Onemli arastirma ile
bildirilmistir. Veteriner sahada yurdumuzda yine benzer sekilde mastitisli sigir siitlerinden
izole edilen S. aureus suslarinda insanlardakine benzer sekilde Tip III en yiiksek oranda

bulunmustur. Yaptigimiz bu ¢alismada izolatlarimizdaki en yaygin SCCmec tipinin Tip 111 (%
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83,3) oldugu saptanmistir. Bu durumda yoremizde hastane kdkenli suslarin ¢coklugu dikkati
cekmekle birlikte bu suslarin insanlardan orijin alan suslar oldugu ve hijyenik 6nlemlere

dikkat edilmemesi sebebi ile bir sekilde hayvanlara bulasabildigi diisiiniilmektedir.

Strommenger ve arkadaslari, MRSA suslarini da i¢ine alan 99 izolatin MLST, PFGE
ve spa tiplendirme metodu ile sniflandirilmasini ve aralarindaki iligkiyi incelemislerdir.
PFGE caligmas1 sonucunda Tenover ve arkadaslarinin kriterlerine gore 99 susu 74 farkh grup
altinda toplanmistir. Yapmis olduklar1 diger bir ¢alisma olan spa tiplendirmeye gore de
izolatlar 2 (t586) ile 16 (t032) tekrar1 igeren 44 farkli spa tipini tespit etmislerdir. MLST
calismasma gore de 22 farkl dizi tipi (sequence type (ST)) tanimlamislardir. Yaptiklar: bu
calismalar sonunda gruplara ayrilan izolatlar1 birbirleri ile eslestirmisler ve metodlar
arasindaki avantajlar1 ve dezavantajlar1 kiyaslamislardir. Bunlar i¢cinde PFGE yOnteminin S.
aureus suslarmm tiplendirilmesinde diger genotiplendirme metodlar1 ile karsilastirildiginda
altin standart oldugunu ileri slirmiislerdir. Buna karsilik, MLST ve spa dizi tiplendirme
metodlarinin yardimui ile elde edilen sonuglarin tasinabilmesi, karsilastirmaya uygun olmasi ve
tekrarlanabilmesi bakimindan diger metodlara gore avantajli oldugunu tespit etmislerdir. Bu
iki metod arasinda spa tiplendirmesinin MLST ye gore daha avantajli oldugunu bulmuslar ve
rutin ¢aligmalar i¢in spa tiplendirmesinin daha uygun oldugunu ileri siirmiislerdir. Bunlarmn
yani sira yaptiklar1 calismada bu 3 metoddan elde ettikleri sonuglarin birbiri ile uyumlu
oldugunu da gostermislerdir (Strommenger ve ark. 2006). Faria ve ark. yaptiklar1 ¢alismada
cesitli bolgelerden izole ettikleri S. aureus suslarinda SCCmec tiplendirme, MLST, spa dizi
tiplendirme ve PFGE gibi molekiiler yontemler arasindaki farklar1 arastirmiglardir. Bunlardan
PFGE sonuglarina gore MRSA suslarinda 32 tip ve 92 alt tip, MSSA suslarinda 30 tip ve 63
alt tip bulmuslardir. Diger bir yontem olan spa tiplendirme yontemi ile MRSA i¢in 51, MSSA
icin ise 55 alt tip bulmuglardir. MLST yontemi kullanarak da suslar1 klonal kompleksler (CC)
icerisinde gruplandirmiglardir. Simpson’un ayrim indeksini (SID) kullanarak metodlar
arasindaki ayrim giiclerini incelemislerdir. Bunlar arasinda en yiiksek SID’ye PFGE’ nin
sahip oldugunu tespit etmislerdir. Fakat PFGE tipleri ile spa tipleri karsilastirildiginda ayirim
giiclerinde benzerligin oldugunu bulmuslardir. MLST ve spa tiplendirme gibi metodlarin
PFGE’ye gore daha karsilastirilabilir oldugunu ve bu nedenle global epidemiyolojik
calismalar i¢in daha uygun bulundugunu ileri stirmiislerdir (Nuno ve ark. 2008). Bu calismada
da izolatlarm PFGE analizleri ile spa, MLST analizleri karsilastirildiginda sonuglarin

birbirleri ile birebir uyumlu oldugu evrimsel agac cizilerek gosterilmistir. Bu nedenle
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yukarida bahsedilen arastirmacilarin sonuglar1 ile bu calisma sonuclar1 arasinda paralellik

bulunmaktadir.

Giilay, “Gram Pozitif Bakteri Enfeksiyonlarinda Diren¢ ve Epidemiyoloji” adli
calismasinda; MLST’ nin PFGE’ den farkli olarak klon icerisindeki alt tipleri ve farkliliklar
gostermedigini, PFGE’nin ise bunlar1 gosterdigi icin salgin analizlerinde yararl olabilecegini
savunmustur. Yine ayni calismasinda spa dizi tiplendirmesinin klonal soylar1 saptama ve
tekrarlanabilirlik agisindan MLST ile esdeger oldugunu savunmustur. Ayrica MRSA
enfeksiyonlarinin MSSA enfeksiyonlarina gdre mortalitesinin daha yiiksek olmasmin bazi
klonal soylarin icerdigi genetik elemanlarla ilgili olabilecegini One siirmiistiir. ST 239
susunun ise septisemilerden izole edilen en yaygin sus oldugunu belirtmistir (Giilay 2008). Bu
calismada incelenen 12 MRSA izolat1 igerisinde 7 tanesi ST 239 olarak tespit edilmistir.

Yoremizde en yaygin spa tipinin t030 oldugu sonucuna varimstir.

Tenover ve ark. metisiline duyarli ve direncgli suslarin karakterizasyonu i¢in Amerika’
da 4 yil boyunca nazal kiiltiirlerden ¢ok sayida sus elde etmislerdir. Yaptiklar1 calismada
suslarin 14 mikrobiyal ajana duyarhiliklarini incelemis ve tim MRSA-MSSA izolatlarini
PFGE ile tiplendirmislerdir. PFGE sonucunda MSSA’larda toplam 11 farkli PFGE tipi
saptanirken, MRSA’larda 8 farkli PFGE tipi saptamislardir. Yaptigimiz calismada 12 adet
MRSA susunun PFGE yontemiyle incelenmesi sonucunda 4 pulsotip belirlenmistir.
Arastirmacilar ayrica izolatlar1 topladiklar1 yillara gore de smniflandirmislardir. Yaptiklar
calismanin sonucunda bir PFGE tipi olan USA300’ iin MRSA izolat1 ile nazal kolonizasyonda
2003-2004 yillar1 arasinda belirgin bir artisin oldugunu tespit etmislerdir (Tenover ve ark.
2008). MRSA’nin PFGE alt tipi olan USA 300 (ST8 ve CC8 SCCmec Tip 1V) ilk olarak 2000
yilinda Amerika Birlesik Devletleri’'nde Pennsylvania’daki {iniversite futbol takimi
oyuncularmin ve Missouri’deki mahkumlarin deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda tespit
edilmistir. Bes y1l sonra Amerika’da 11 hastanede yapilan arastirma ile baskin kommiinite
haline geldigi saptanmistir. USA300 deri ve yumusak doku enfeksiyonlarmin yanmi sira
invaziv rahatsizliklardan olan bakteriyemi, endokardit, nekrotik pnémoni ve osteomyelitis
gibi hastaliklardan da izole edilmistir. USA 300 izolatlari, genellikle Panton—Valentine
16kosidin (pvl) ad1 verilen ve arjinin katabolik mobil element olan bir geni de tagimaktadir.
Nadiren de olsa stafilokokal enterotoksin genlerini barindirabilirler. USA 300 izolatlar1
Avrupa, Gliney Amerika ve Avustralya’da son yillarda yayginlagsmaya baslamistir (Tenover

ve Goering 2009). USA300 izolatlar1 Avustralya (Gottlieb ve ark. 2008), Avusturya
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(Ruppitsch ve ark. 2007), Kolombiya (Arias 2008), Danimarka (Larsen 2007), Almanya
(Witte ve ark 2008), Italya (Valentini ve ark. 2008), Japonya (Shibuya ve ark. 2008), Isvigre
(Tietz ve ark.2005), Ingiltere (Otter ve ark. 2009) ve Hawaii (CDCP 2004) de tespit
edilmistir. Yildiz ve ark. 2009 ile Ergon ve ark. 2010 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismalar ile
veteriner sahada yapilan (Tiirkyillmaz ve ark. 2010) ¢caligmalar ile USA 300’{in Tiirkiyede en
yaygin klon oldugunu gostermislerdir (Yildiz ve ark. 2009, Ergon ve ark. 2010, Tiirkyi1lmaz
ve ark. 2010). USA 300’iin bu kadar yaygin ve énemli olmasinin nedeni; diinyanin bir¢ok
bolgesinde dagilim gostermesi ve bu dagilimm nedeninin seyahat hastaliklarindan
kaynaklanmasidir. Bizim ¢alismamizda en yaygin klon (%58,3) olan ST 239 (Brezilya klonu)
da USA 300 alt tipi biinyesinde bulunur.

Tiirkiye’de 2008 yilina kadar yapilan calismalarda goriilen spa tipleri; t001, t002,
t003, t010, t045, t062, t105, t178, t179, t187, t214, t311, t319, t389, t443 olarak bildirilmistir
(Deurenberg ve Stobberingh 2008). 2010 yilindan gliniimiize kadar spa dizi tiplemesi ile
yapilan c¢alismalar Tiirkiyede’ ki en yaygm spa tipinin t030 oldugunu gostermektedir.
Calismamizda spa dizi tiplendirmesi ile elde edilen t459 izolati; Almanya, Danimarka ve
Cin’de 2005 ile 2011 yillar1 arasinda insan kaynakli 6rneklerden, t542 izolati; Danimarka ve
Almanya’da 2006 ile 2010 yillar1 arasinda insan kaynakli 6rneklerden, t660 izolat1; Fransa,
Almanya, Hollanda, Ispanya, Isve¢ ve Liibnan’da 2007-2011 yillar1 arasinda insan kaynakli
orneklerden ve t030 ise Tiirkiye, Cin, Hollanda, Iran, Almanya, isve¢, Avusturya, Giiney
Afrika, Cek Cumhuriyeti, Norveg, Ispanya, Danimarka, Isvigre, Liibnan, Romanya,
Hirvatistan, Kibris, Bulgaristan ve Fransa’ da 1998 ile 2011 yillar1 arasinda insan ve hayvan
kokenli suslardan izole edilmis ve http://www.ridom.de/spa-server/ adresine global
epidemiyolojik calismalarin yapilabilmesi i¢in bildirilmistir (www.ridom.de/spa-server/).
Tirkiye’de spa dizi tiplendirmesine yonelik ¢alisma sonuglarmin  daha saglikli

degerlendirilebilmesi i¢cin www.ridom.de/spa-server/ adresine bildirilmesi gereklidir.

Yildiz ve arkadaslarinin yapitiklar1 ¢alisma sonucunda Tirkiye’de ki ¢cogu MRSA
klonlarinm ST239 SCCmec Tip 111 oldugu saptanmistir. Bu klonlar Brezilya klonu olarak da
bilinmektedir ve izole edilen ST239 suslar1 PFGE ile tiplendirildiklerinde %56’sinda bes bant
farklilig1 gozlenmektedir. ST239 ile ST737 (SCCmec tiplendirmesine gore Tip 1V) Tirkiye’
de en yaygm olarak bulunan suslardir. Simdiye kadar yapilmis olan genis kapsamli bu
epidemiyolojik calisma; TRO3 (ST239-SCC3) ve TR11 (ST737-SCC4) klonlarinin hastane

kokenli oldugunu gostermektedir (Yildiz ve ark. 2009). Bolimiimiizde yapilan calismada
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2002-2006 yillar1 arasinda izole edilen S. aureus suslarinda PFGE ve varyantlari ile birlikte 3
pulsotipin varlig1 belirlenmistir. Pulsotip B suslar1 SCCmec tiplendirmesi ile tip IV, MLST ile
ST8 (USA 300 olarak da bilinen ABD’de toplum kokenli izolatlar arasinda en yaygin olarak
goriilenlerden bir tanesi) spa ile t190; pulsotip A ve C suslarinin ise SCCmec tip 111, spa
tiplendirmesi ile t030 ve MLST ile ST 239 ve ST 239 benzeri bir klon oldugu belirlenmistir.
ST 239 Brezilya klonu olarak bilinir ve 6nemli hastane kokenli klonlardan birisidir

(Tiirkyilmaz ve ark 2010)

Danimarka’da yapilan bir calismada, toplumda kazanilmis MRSA izolatlarmin
cogunlugunun bir klona ait oldugu gézlenmis ve hakim klonun spa tipinin t070 (UJGBBPB),
SCCmec tipinin Tip IV ve sekans tipinin de ST 80 oldugu belirlenmistir. Hastane kokenli
MRSA izolatlarinda ise sekiz farkli PFGE paterni saptanmis ve klonlardaki bu ¢esitlilik
hastane infeksiyonlarinin kontroliindeki basariya baglanmistir (Faria ve ark. 2005). Onbir
Avrupa iilkesine ait hastane kokenli MRSA izolatlarmin molekiiler epidemiyolojisinin
arastirildigr bir diger calismada ise; en sik spa t051 ve ST247 klonu belirlenmistir (Cookson
ve ark. 2007).

Carmen ve ark., hayvanlar ve hayvan bakicilar1 ve veteriner hekimlerin nazal svab
ornekleri ile yaptiklar1 ¢alismada en yaygin MLST tipinin ST398 oldugunu saptamislardir
(Carmen ve ark. 2011). Nathaus ve ark., Almayada domuz ciftliklerindeki hayvanlarin nazal
svaplari ile ciftliklerle ilgilenen veteriner hekimlerin nazal svaplarindan aldiklar1 6rneklerden
yaptiklari ¢calismada en yaygin MLST tipinin ST398 oldugunu saptamislardir (Nathaus ve ark.
2011). FeBler ve ark., 17 ciftlikte mastitisli sigirlardan izole ettikleri MRS A suslar1 igerisinde
en yaygin MLST tipinin ST398 oldugunu saptamiglardir. Yine ayni calismada mastitisli
sigirlarda saptanan en yaygin spa tiplerinin t011, t034 ve t2576 oldugu belirtilmistir (Fef3ler
ve ark. 2010). Monecke ve ark., 2007 yilinda mastitisli ineklerden izole ettikleri 128 adet
MRSA susuyla yaptiklar1 calismada en yaygin MLST tipini ST398, en yaygin spa tipini ise
t034, olarak saptamislardir (Monecke ve ark. 2007). Hasman ve ark. 2009 yilinda mastitisli
sig1r, kiimes hayvanlar1 ve domuzlardan izole ettikleri toplam 296 S. aureus susu ile yaptiklari
calismada en yaygm MLST tipinin domuzlarda ST398 ve en yaygin spa tipinin t034,
sigirlarda en yaygin MLST tiplerinin ST50, ST71, ST151 ve ST9 oldugunu en yaygin spa
tiplerinin ise t518, t524 ve t529; kiimes hayvanlarinda ise en yaygin MLST tipinin STS5 ve spa
tipinin t002 ve t306 oldugunu saptamislardir (Hasman ve ark. 2009). Huber ve ark. 2009

yilinda domuz bakicisi, veteriner, mezbaha ¢alisani, domuz, buzagi, inek, tavuk karkasi ve
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hayvan orijinli yiyecekler ile mastitisli sigir siitlerinden izole ettikleri toplam 2662 adet S.
aureus susunu molekiiler tiplendirme yontemlerini (SCCmec, PFGE, MLST ve spa)
kullanilarak tiplendirmiglerdir. Calisma sonucunda sigirlarda, domuzlarda ve mastitisli
ineklerde en yagin MLST tipini ST398, en yaygin spa tipini t034 ve SCCmec tipini ise TipIV
olarak saptamiglar, insanlarda ise en yaygm MLST tipini ST 398 ve ST8, spa tipini t011
olarak saptarken SCCmec tipini TiplV olarak saptamislardir (Huber ve ark. 2010 ). ST398’in
onemi MLST analizlerinin yapilmasi ile artmistir. ST398’in t011, t034, t108, t567, t899 ve
t939’un dahil oldugu farkli spa tiplerini icerdigi (Van Duijkeren ve ark. 2007), Fransiz ve
Alman MRSA suglarinin ¢ogunlugunun ST398 ve spa tipinin t108 oldugu (Armand-Lefevre
ve ark. 2005) ve bu tipin Hollanda’da insanlarda goriilen MRSA suslarmin %20’sini
olusturdugu bildirilmistir (Van Loo ve ark. 2007). Ikawaty ve ark. 2009 yilinda mastitisli s1gir
siitlerinden 1zole ettikleri 85 MRSA susunun molekiiler tiplendirilmesine yonelik ¢alismada;
en yaygin MLST tiplerini ST504, ST479, ST71 ve ST451, spa tiplerini t529, t543, t524 olarak
saptamislardir. Yine aymi calismada PFGE bant paternlerine gore 5 farkli pulsotipe
rastlanmistir (Ikawaty ve ark. 2009).

Calismada saptadigimiz ST1940 Iran’nin isfahan bolgesinde 2010 yilinda yapilan bir
calismayla saptanmistir. Bu ¢alismada {iriner sistem enfeksiyonuna sahip 50 yasindaki bir
kadindan alinan idrar Orne8inden izole edilen S. aureus susunun MLST tiplendirmesi
yapilmistir. Elde edilen sekans tipinin toplum kdkenli oldugu saptanmistir. ST1940’a iligkin

hayvan kokenli bir kaynak heniiz belirtilmemistir (www.mlst.net 2011)

Calismada saptadigimiz bir diger sekans tipi ST1294 ise; Cin’in Tianjin bdlgesinde
2006 yilinda yapilan bir ¢calismayla saptanmistir. Yapilan bu ¢alismada pndmoni hastasi olan
80 yasindaki bir erkek hastanin balgamindan izole edilen S. aureus susunun MLST
tiplendirmesi yapilmistir. Elde edilen sekans tipinin hastane kokenli oldugu saptanmistir.
ST1294°e iligkin hayvan kokenli bir kaynak heniiz belirtilmemistir (www.mlst.net 2011)
Bizim caliysmamizda ST1294 sekans tipine sahip suslarin hayvan kokenli olmas1 veteriner
sahada MLST analizine dayanan ¢aligmalarin azligindan, hijyen kosullarma dikkat etmeyen
bakici ve veteriner hekimlerin hayvanlara bu susu bir sekilde bulastirmis olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu konunun agikliga kavusturulmasi i¢in; hem hayvandan hem de onunla
ilgilenen personelden ayni susu izole edip PFGE tiplendirmesi ile klonal iliskilerinin

belirlenmesi gerekmektedir.
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5. SONUC

Calismada toplam 235 materyal (145 subklinik mastitisli siit, 56 sigir, 34 insan nazal
svap Ornegi) MRSA varligi yoniinden incelendi. 12 adet MRSA tespit edildi. S. aureus
suslarmin SCCmec, PFGE, spa ve MLST genotipik yontemleri ile incelenmesinden elde

edilen sonuglara gore;

1) Calismamizda 2. isletmedeki siit 6rnegi ile bu isletmeye bakan veteriner hekimden ve 10.
isletmeden izole edilen siit ve hayvan burun svap Ornegi ile bu isletmeye bakan veteriner
hekimden izole edilen MRSA suslar1 ayn1 klondandir, bu sonu¢ hayvanlara bulasin
muhtemelen muayene sirasinda veteriner hekim tarafindan gectiginin gostergesidir. Yine ayni
sekilde 7. isletmede ve 11. isletmede sigir burun svaplarindan HK-MRSA izolatlarinin
saptanmast muhtemel bulasin veteriner hekimlerden veya ineklere bakan bakicilardan
kaynaklandig1 gostermektedir. S. aureus suslarinin insan kaynakli olabilecegini gosteren bir
baska sonug ise hastane kokenli SCCmec (HKMRSA) tiplerinin %91,6 (11/12) gibi yiiksek

bir oranda hayvanlarda da goriilmesidir.
2) PFGE ile tespit edilen bant profillerine gore suslar 4 farkli pulsotipe ayrilmistir.

3)MLST analizi sonucunda en yaygin sekans tipinin ST239 (%58,3) oldugu saptanmistir. Bu
sekans tipi lilkemizdeki en yaygin sekans tipidir. Calismamizda saptadigimiz sekans tipleri
olan ST737, ST1294 ve ST1940’a daha Once hayvan suslarinda rastlanmamistir. Bunun
nedeni hayvan kokenli kaynaklardan izole edilen S. aureus suslarma MLST tiplendirmesinin
yapilmamasimin veya hayvanlara bu izolatlarin insanlar tarafindan bir sekilde bulastirildiginin

gostergesi olabilmektedir.

4) spa dizi tipleme yontemi sonucu elde edilen en yaygin (%58,3) spa tipinin ise yine

iilkemizde en yaygin bulunan t030 oldugu saptanmistir.
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Kullandigimiz  genotipik tiplendirme yOntemleri 1s1¢inda PFGE’nin MRSA
enfeksiyonlarinin arastirilmasinda, hastalarin epidemiyolojik olarak birbirleriyle olan
iliskilerinin ortaya ¢ikarilmasinda yiiksek tekrarlanabilirlik ve ayrim giicii bakimindan en 1yi
yontemlerden biri olmasi; PFGE’nin MRSA izolatlar1 i¢in altin standart oldugunun bir
gostergesidir. spa dizi tiplemesi ve MLST nin ise sonuglarmin kolay karsilastirilabilir olmasi1
ve internet yolu ile tiim diinyadaki verilere ulasilmasi global salgin arastirmalarinin izlenmesi
acisindan daha uygun oldugu sonucunu gosmektedir. Ayrica SCCmec tiplendirmesi ile MRSA
suslarinin toplum ya da hastane kokenli olup olmadiklarinin incelenmesi izolatlarm olasi

bulas kaynaklainimn tespitinde 6nemli rol oynamaktadir.

Yaptigimiz calismadaki PFGE, MLST ve spa dizi tipleme ydntemlerinin sonuglari
birbirleriyle birebir ortiismektedir. Bu sonug¢ 3 farkli genotipik yontem olan MLST, PFGE ve

spa dizi analizinin benzer ayrim kuvvetine sahip oldugunun géstergesidir.

Veteriner sahada MLST ve spa dizi tiplendirme esaslarina dayanan ¢ok merkezli bir
calisma; tlilkemizdeki MRSA izolatlarinin tiim diinyadaki verilerle karsilastirilarak global
epidemiyolojik arastirilmalarinin yapilmasi onerilmektedir. Diger yandan PFGE yonteminin
kullanilmasi suslar arasindaki klonal benzerligin ortaya konulmasi i¢in gereklidir. Bu sayede

S. aureus suslarinin insan kaynakli mi1 zoonoz mu oldugu konusuna aciklik getirilebilir.
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OZET

Erdem, Z. Metisilin Direncli Staphylocococcus aureus Suslarinin Molekiiler
Tiplendirmesi

Metisilin direngli S. aureus (MRSA) nozokomiyal ve toplum kokenli enfeksiyonlara
yol agan Onemli bir patojendir. MRSA suslar1 diinya ¢apinda ortaya c¢ikmis ve cesitli
antibiyotiklere direng¢li hale gelmistir. Bu bakterinin en dnemli 6zellikleri kolonize olma ve
klonal yayilabilmesidir.

Bu calismada, Ocak-Mayis 2010 tarihleri arasinda Adnan Menderes Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda subklinik mastitisli inek siitlerinden
(n=90) ve nazal svaplardan [insan (n=35) ve sigir (n=56)] izole edilen 12 MRSA susunun
pulsed field jel elektroforezis (PFGE), stafilokokal protein A (spa), ¢ok lokuslu dizi
tiplendirme (MLST) ve stafilokokal kromozom kaset mec (SCCmec) tiplendirmesi yapilarak
molekiiler 6zelliklerinin ortaya konulmasi amaglandi. Izolatlarm SCCmec tipleri multipleks
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile belirlendi. Stafilokokal protein A’y1 kodlayan spa geni
ve S. aureus suslarinda bulunan 7 farkli yapisal metabolik gen (arcC, aroE, glp, gmk, pta, tpi
ve yqil) PCR ile amplifiye edildi ve sekanslandi. PFGE analizi sonucunda 12 MRSA
izolatinda pulsotip A-D olamak iizere dort pulsotip belirlendi. Pulsotip A olan suslarin (n=7)
sekans tipi (ST) tipi ST 239, spa tipi t030 olarak bulunurken biri hari¢ hepsinin SCCmec 111
tasidig tespit edildi. Pulsotip B (n=3) ST1294, t459 ve SCCmec Tip IlII; pulsotip C (n=1)
ST1940, t660, SCCmec Tip III ve pulsotip D (n=1) ST737, t542, SCCmec tip II olarak
belirlendi. spa tip t030 Tiirkiye’deki hastanelerde ve dogu iilkelerinde en sik goriilen tiptir. Bu
klon Amerika ve Avrupa’da nadir olarak goriilmekle birlikte “Tiirk Klonu” olarak
isimlendirilmektedir. Hastane kokenli MRSA suslarinin fazlaligi MRSA suslarinin humanoz
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayni klonla enfekte olan 2 inek siitii, 2 inek burun svabi ve
bu hayvanlara bakan veteriner hekimlere ait burun svaplarindan olusan toplam 7 sus,
MRSA’un klonal yayilma 6zelliginin oldugunu gosterdi. Calisma sonucunda Aydmn yoresinde
inek siitl, insan ve inek burun svaplarindan izole edilmis olan en yaygin spa tipi t030, MLST

tipinin ise ST 239 oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: MRSA, PFGE, MLST, spa, SCCmec
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SUMMARY

Erdem, Z. Molecular Typing of Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Strains

Methicillin resistant S. aureus (MRSA) is a major pathogen causing both nosocomial
and community-acquired infections. MRSA strains have emerged worldwide and became
resistant to a variety of antibiotics. The most important features of this bacterium are
becoming colonization and able to expend clonally.

The aim of this study was to determine the molecular characteristics of 12 MRSA
strains isolated from milk samples (n=90) and nasal samples of cows (n=56) with subclinical
mastitis obtained from Adnan Menderes University, Faculty of Veterinary Medicine,
Department of Microbiology between January-May 2010, and from nasal samples (n=35) of
veterinarians and farm workers using pulsed field gel electrophoresis (PFGE), staphylococcal
protein A (spa), multi locus sequence typing (MLST) and staphylococcal chromosome
cassette mec (SCCmec) typing. SCCmec types of these strains were investigated by multiplex
polymerase chain reaction (PCR). The spa genes encoding for protein A and 7 housekeeping
genes (arcC, aroE, glp, gmk, pta, tpi ve yqil) for MLST were amplified by PCR and
sequenced. PFGE analysis of all 12 MRSA isolates produced four distinct pulsotypes
designated as pulsotypes A-D. The pulsotype A (n=7) strains detected the most prevalent
sequence type (ST) were ST 239, spa type t030 and SCCmec 111 except one. The pulsotype B
strains (n=3) were ST1294, t459 and SCCmec 111, the pulsotype C (n=1) strains were ST1940,
t660, SCCmec 11l detected. The remaining pulsotype D (n=1) strains were ST737, t542,
SCCmec 11. spa type t030 which were the most common spa type in Turkish hospitals and
east country. This clone, which is rare in USA and Europe, called as “Turkish Clone™. It was
thought that the high amount of MRSA strains originated from hospitals would be humanosis.
Two bovine milk and nasal swabs obtained from veterinarians who looked after the animal,
infected with the same clone, a total of 7 strains of MRSA clonal propagation has shown that
property. Consequently, it can be said that t030 and ST239 was the most common spa and
MLST types which isolated from cow milk and nasal swabs and nasal swabs from workers of

these farms in Aydin.

Key words: MRSA, PFGE, MLST, spa, SCCmec
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