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OZET

GUMUSCU N, Vankomisin, Metisilin Duyarh Teikoplanin Direncli Bakterilerin
Diren¢ Paternlerinin Belirlenmesi, Namik Kemal Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal Yiiksek Lisans Tezi, Tekirdag, 2019.
Insanlarda mikrobiyota elemanlanlar1 olan Stafilokoklar toplum ve hastane kaynakli
infeksiyonlarin en 6nemli etkenlerindendir. Metisilin direngli Stafilokok suslarinda
glikopeptid antibiyotikler kullanilir. Metisilin direncinin belirlenmesinde otomatize
sistemlerin kullaniminin artmasiyla diigsiik ve yanlis MIK sonuglarinda bile glikopeptid
antibiyotiklerin kullanimin1 arttirmistir. Bu sonug¢ vakalarda glikopeptid direncinin
gelistirmesini hizlandirmistir. Artan direng infeksiyonlarin tedavisinde zorluklara neden
olmus bu da vakalarda genetik temelin arastirilmasiyla farkli tedavi yontemlerinin
bulunmasinin amag¢lanmasina yonlendirmistir. Calismamizda laboratuvar 6rneklerinden
izole edilen Staphylococcus suslar1 incelenmistir. 30 susun 3’1 S. aureus, 27°si KNS
olarak tespit edilmistir. Bu suslar Kirby Bauer disk difiizyon yontemi ile metisilin,
fusidik asit, penisilin, tetrasiklin, trimetoprim-siilfametoksazole, siprofloksasine,
klindamisin, eritromisin ve gentamisine diren¢ olanlar1 belirlenmistir. Vankomisin ve
teikoplanin mikrodiliisyon yontemi ile duyarlilik durumlar belirlenmistir. Cikan
sonuglarda teikoplanin direngli olan suslara PCR yontemi ile tcaRAB gen bolgesindeki
mutasyonlarin varlig1 arastirilmastir.

PCR ile mutasyon varligi analiz edilen 15 stafilokok susunun, 10 tanesi metisilin
direngli, vankomisin duyarli ve teikoplanin direngli, 5 tanesi metisilin, vankomisin
duyarl teikoplanin direngli olarak tespit edilmisti. PCR sonuglarina gore, teikoplanin
direngli 15 susta gen bolgeleri amplifiye olmustur.

Sonugta hastane enfeksiyonlarinin etkin tedavisi ve mutasyonlarla olusan
direncin minumuma indirilmesinde teikoplanin direnglinin  genetik temelinin
arastirtlmasi alinacak dnlemlerin belirlenmesi igin 6nem arz etmektedir.

Anahtar kelimeler: Stafilokok, Metisilin, Vankomisin, Teikoplanin, MIK, PCR
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ABSTRACT

GUMUSCU N, Determination of Resistance Patterns of Vancomycin, Methicillin-
Sensitive Teicoplanin Resistant Bacteria, Namuk Kemal University Institute of
Health Sciences, Department of Medical Microbiology Master Thesis, Tekirdag,
Turkey. Staphylococci with microbiota elements in humans are the most important
factors of community and hospital central infections. Glycopeptide antibiotics are used
in methicillin-resistant Staphylococci strains. Increased use of automated systems to
detect methicillin resistance increased the use of glycopeptide antibiotics even in low
and false MIK results. This result accelerated the development of glycopeptide
resistance in cases. Increased resistance caused difficulties in the treatment of infections,
which led to the investigation of the genetic basis in order to find different treatment
methods. In this study, Staphylococcus strains isolated from laboratory samples were
examined. Vitek 2 automated system and conventional methods, 3 of 30 strains were
identified as S.aureus, 27 was identified as KNS. These strains were found to be resistant
to methicillin, fusidic acid, penicillin, tetracycline, trimethoprim-sulfamethoxazole,
ciprofloxacin, clindamycin, erythromycin and gentamicin by Kirby Bauer disc diffusion
method. Sensitivity conditions were determined by vancomycin and teicoplanin
microdilution method. In the results, the presence of mutations in the tcaRAB gene
region were investigated by PCR method in strains resistant to teicoplanin.

The presence of mutations by PCR was determined as 15 resistant staphylococci
strains, 10 of them were methicillin resistant, vancomycin sensitive and teicoplanin
resistant, 5 of them were methicillin, vancomycin susceptible teicoplanin resistant.
According to PCR results, gene region in 15 strains resistant to teicoplanin were
amplified.

In conclusion, the effective treatment of hospital infections and the genetic basis
of teicoplanin resistance in minimizing the resistance generated by mutations are

important for determining the measures to be taken.

Key words: Staphylococcus, Methicillin, Vancomycin, Teicoplanin, MIK, PCR
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1. GIRIS

Micrococcaceae ailesinin {iyesi olan stafilokoklarin 60’ {izerinde tiirii
tanimlanmis olup fakiiltatif anaerop koklardir. Kanli agarda S tipi koloni olusturan bu
bakteriler Gram pozitif kok morfolojisine sahiptirler ve mikroskopta boyali preperatlarda
{iziim salkimi seklinde goriiliirler. Insanda saptanmug 35 tiirii vardir. Dogada yaygim bir
sekilde bulunurlar. Insan derisinin mikrobiyota elemanlaridir ve buradan disariya agilan
viicut bosluklarindan mukozalara yerlesirler. Insanlarin en ¢ok burun boslugu ve deri
lezyonlarinda iireyebilirler. Besin zehirlenmesi, yara infeksiyonu ve deri biitlinliigliniin

bozulmasiyla yumusak doku infeksiyonlar: sebep olurlar (Peacock 2006).

Stafilokoklarda etken olarak en ¢ok rastlanan tiir koagiilaz pozitif olan S.
aureus’tur. Kan kiiltiirlerinden siklikla Koagiilaz Negatif Stafilokok (KNS) olan S.
epidermidis, S. haemolyticus ve S. saprophyticus izole edilir. Hastane ve toplum
kaynakli toksik sok sendromu, bakteriyemi, pnomoni, endokardit ve osteomiyelit gibi

mortalitesi ve morbiditesi yiiksek ciddi infeksiyonlara sebep olurlar (Lowy 1998).

[k antibiyotigin kesfinden sonra mikroorganizmalarda diren¢ mekanizmalari
gelistirmektedir. Penisilinin kesfinden sonra 1940°ta seri iiretimine baglanmis ve bu
durum stafilokokal infeksiyonlarin tedavisi igin Oonemli bir asama olmustur. Fakat
penisilinin yaygin bir sekilde kullanilmasi penisilini parcalayan suslarin ortaya
¢ikmasina da zemin hazirlamistir. Kirby tarafindan 1944 yilinda ilk kez penisilinaz
iiretimi gergeklestiren stafilokok suslari bildirilmistir. Ilerleyen yillarda stafilokoklarda
penisilin direncinde 6nemli artiglar olmustur. 1950’11 yillara gelindiginde penisiline ek
olarak o donemde kullanimda olan streptomisin, eritromisin ve tetrasikline de direng
gelismistir. 1960 yilinda metisilinin kullanima girmesiyle stafilokok infeksiyonlariin
tedavisinde onemli bir asama olmus fakat kisa bir siire iginde 1961°de Metisilin Direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) tanimlanmaya baslanmistir. 1970’1i yillara gelindiginde
ise metisilin direnci gelisen stafilokoklarda ¢oklu antibiyotik direnci ortaya ¢ikmistir
(Sardan 2002). Metisiline direngli stafilokok infeksiyonlarinin artmasi hastanelerde
klinik ve epidemiyolojik problemlere neden olmus, bu infeksiyonlarin tedavisinde beta-

laktam antibiyotiklerin kullanilamamas1 énemli tedavi sorunlarina sebep olmus ve yeni



antibiyotiklere gereksinimi arttirmigtir (Cavusoglu ve dig. 1999).

Beta laktam direnci ve Ozellikle metisiline direng gosteren stafilokok
infeksiyonlarinda glikopeptid antibiyotikler tercih edilmektedir. Glikopeptid grubu
antibiyotik olan vankomisin ve teikoplanin hiicre duvar sentezini inhibe ederek etki
gosterirler. Stafilokok infeksiyonlarinda bu antibiyotiklerin kullanilmasinin artmasyla
vankomisin ve teikoplanin direnci gesitli tilkelerde bildirilmeye baslanmistir. Bu suslarin
saptanmasindan sonra duyarlilik azalmasina neden olan aktarilabilir diren¢ genlerinin
kaynagi ve tiri arastirilmaya baslanmistir. Metisiline duyarli stafilokoklarin direngli
olarak saptanmasi gereksiz yere glikopeptid antibiyotiklerin kullanilmasina neden
olmaktadir. Benzer sekilde metisiline direngli stafilokoklarin yanlig bir sekilde duyarl
olarak tanimlanmasi tedavide basarisizliklarina yol agmaktadir. Glikopeptidlere direngli
stafilokok suslarinin ortaya ¢ikmasi bu konunun 6nemini arttirmaktadir (Sievert ve dig.
2002). Teikoplanin ve vankomisine eszamanli olarak direngli suslarin bildirilmesine
ragmen, bu tiirdeki diger koagiilaz negatif stafilokoklarin herhangi birinde glikopeptid
direncinin genetik temeli biiyiik oranda bilinmemektedir (Kim ve dig. 2012).

Yakin zaman da Bakthavatchalam ve ark. bir vakadan izole ettikleri metisilin,
vankomisin duyarli teikoplanin direngli Staphylococcus haemolyticus susunun gen
dizilimini yaparak tcaRAB operonunda mutasyonlar bildirmislerdir (Bakthavatchalam
ve dig. 2017).

Calismamizda Namik Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda ¢esitli 6rneklerden izole edilen S. aureus
ve KNS suslarinda glikopeptid direncinin molekiiler temelini arastirabilmek adina
tcaRAB operonunda mutasyonlara 6zgli primerler tasarlanarak bu mutasyonlarin

stafilokok suslarindaki varligini gosterebilmek amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Stafilokoklar

2.1.1. Tarih¢e ve Simiflama

Robert Koch 1878’de ilk kez 151k mikroskobunda stafilokoklari tanimlamaistir.
Pasteur 1880°de sivi besiyerinde stafilokoklar1 diretmistir.  Stafilokoklarin ilk
isimlendirmesini 1881 de Iskogyali cerrah Alexander Ogston yapmustir. Kobaylar ve
fareler icin stafilokoklarin patojenitesini gosterirken bu bakterilerin lireme esnasinda
tiziim salkimi seklinde diizensiz yapilar olusturmasindan dolay1 Staphyle: iiziim salkimi
ismini vermistir. ilk kez 1884’de Rosenbach insandan stafilokoklar1 izole etmistir. S.
albus bakteri grubunun birden ¢ok alt tiirtiniin oldugu ve S. epidermidis disindaki farkli

KNS tiirleri de 1970°ten itibaren tanimlanmaya baglanmistir (Bannerman ve dig. 2003).

1986’da Bergey’in yaptigi bakteriyoloji siniflamasina gére Micrococcaceae
ailesinde Planococcus ve Stomatococcus ile beraber olan Micrococcus ve
Staphylococcus tiirleri Gram pozitif ve katalaz pozitiftir (Alen ve dig. 2006). Ayrica
DNA-rRNA hibridizasyonu, DNA dizi analizi, 16S rRNA’nin oligoniikleotid
karsilastirmali  kataloglamast Micrococcus ve Staphylococcus tiirleri  benzerlik
gostermektedir. Stafilokok tiirlerinin nispeten Gemella, Bacillus, Listeria, Planococcus
ve Brochothrix ile benzerlik gosterdigi bulunmustur. Bu tiirler bir siire Stafilokoklarla
beraber Streptococcus-Bacillus-Lactobacillus kiimesinin Bacillaceae ailesindeki tiirler
ile siiflandirilmistir. Yapilan ¢alismalarda, mikrokoklarin oksidaz + (pozitif) oldugunu,
C+G oraninin (%73-63 mol) yiiksek miktarda oldugunu, in-vitro kosullarda
Stafilokoklarin aksine basitrasine (0.04 pg/ml) duyarli iken, lizostafine (200 pg/ml) ve
furazolidon (100 pg/ml) direngli olduklarini géstermistir (Peacock ve dig. 2005). S.
aureus, Stafilokoklar icerisinde en patojen tiirdiir ve infeksiyonlarda ilk sirada goriiliir.
Stafilokok tiirleri, S. aureus haric KNS’lar olarak adlandirilir (Alen ve dig. 2006). Deri
mikrobiyota iiyesi olan S. epidermidis KNS’ler icerisinde en sik izole edilen tiirdiir.
Bugiine kadar stafilokok cinsiden 35 tiir tanimlanmistir ve 17 tanesi klinik 6rneklerden
elde edilmistir (Tablo 2.1.) (Alen ve dig. 2006).



Tablo 2.1. Tanimlanmus stafilokok tiir ve alt tiirleri

Tiir Alt tiir Referans
S.arlettae* Schleifer et al. 1984
S.aureus anaerobius De la Fuente et al. 1985
S.aureus” aureus Rosenbach 1884
S.auricularis” Kloos and Schleifer 1983
S.capitis” capitis Kloos and Schleifer 1975
S.capitis” ureolyticus Bannerman and Kloos 1991
S.caprae” Devriese et al. 1983
S.carnosus? carnosus Schleifer and Fischer 1982
S.carnosus® utilis Probst et al. 1998
S.chromogenes® (Devriese et al. 1978), Hajek et al. 1986
S.cohnii” cohnii Schleifer and Kloos 1975
S.cohnii” urealyticum Kloos and Wolfshohl1991
S.condimenti Probst et al. 1998
S.delphini¥ Varaldo et al.1988
S.epidermidis” Winslow and Winslow 1908; Evans 1916
S.equorum? equorum Schleifer et al.1984
S.equorum? linens Place et al.2003
S felis® Igimi et al. 1989
S.fleurettii Vernozy-Rozand et al.2000
S.gallinarum?¥ Devriese et al.1978
S.haemolyticus”™ Schleifer and Kloos 1975
S.hominis” hominis Kloos and Schleifer 1975
S.hominis” novobiosepticus Kloos et al.1998
S.hyicus® (Sompolinski 1953), Devriese et al. 1978
S.hyicus chromogenes Devriese et al. 1978
S.intermedius Hajek 1976
S.kloosii* Schleifer et al.1984
S.lentus® Kloos et al.1976, Schleifer et al 1983
S.lugdunensis” Freney et al. 1988
S.lutrae Foster et al.1997
S.muscae’ Hajek et al. 1992
S.pasteuri” Chesneau et al.1993
S.piscifermentans’ Tanasupawat et al. 1992
S.saccharolyticus” Kilpper-Balz and Schleifer 1981
S.saprophyticus bovis Hajek et al. 1996
S.saprophyticus” saprophyticus Shaw et al.1951
S.schleiferi” coagulans Igimi et al. 1990
S.schleiferi schleiferi Freney et al.1988
S.sciuri carnaticus Kloos et al. 1997
S.sciuri® lentus Kloos et al 1976
S.sciuri® rodentium Kloos et al 1997
S.sciuri® sciuri Kloos et al 1976
S.simulans” Kloos and Schleifer 1975
S.succinus casei Place et al. 2003
S.succinus succinus Lambert et al. 1998
S.vitulinus® Websteret al. 1994
S.warneri” Kloos and Schleifer 1975
S.xylosus” Schleifer and Kloos 1975

“Insanlarda ve insan dis1 primatlarda bulunanlar

¥ Diger hayvanlarda bulunanlar

¥ Daha ¢ok doga ve toprakta bulunanlar




Alexander Fleming’in 1928’de penisilini bulmasi ve 1940°’da Florey ve Chain
tarafindan penisilin iiretiminin basarilmasi ile stafilokok infeksiyonlarinin tedavisinde
onemli bir asama kaydedilmistir. Penisilinaz tiretimi ilk olarak 1940’da Abraham Chain
tarafindan Escherchia coli’de bildirilmistir. S. aureus suslarinda ise penisilin direncini

1944°de Kirby tanimlamastir (Shopsin ve Kreiswirth 2001).
2.1.2. Morfolojik ve Kimyasal Ozellikleri

Goriiniim ve Boyanma

Stafilokoklar; yuvarlak, 0.5-1.5 um capinda, gram pozitif, sporsuz ve hareketsiz
mikroorganizmalardir. Zorunlu anaerop, S. aureus subsp. anaerobius ve S.
saccharolyticus disinda fakiiltatif anaerop olup genellikle aerop firerler. Cogunlukla
oksidaz negatif (S. lentus, S. vitulinus ve S. sciuri harig), katalaz pozitif (S. aureus subsp.
anaerobius ve S. saccharolyticus harig¢) kapsiilsiiz mikroorganizmalardir. Mikroskopta
lizim salkimi1 (diizensiz kiimeler) goriinlimii olustururlar. Bazen tiglii-dortli kisa zincir
benzeri goriiniimleriyle Stafilokoklar, katalaz testinin pozitif olmasiyla Streptokoklardan
ayrilir (Alen ve dig. 2006).

2.2.Ureme ve Kiiltiir Ozellikleri

Nutrient agar, triptik soy agar, kanli agar veya beyin kalp infiizyon agar gibi
besiyerlerinden izole edilen Stafilokok tiirlerinin birgogu 18-24 saat iginde 30-37°C’de
1-3 mm ¢apinda koloni olustururlar (Peacock ve dig. 2005).

S. aureus kolonileri 37°C de 18-24 saatte portakal rengi, krem rengi veya sari,
hafif kabarik, yuvarlak, S tipi koloni olustururlar ve c¢ogunlugu kanli agarda beta
hemoliz yaparlar. Bazi kapsiil olusturan suslar1 1slak ve parlak goriinimli koloni
olusturabilirler. S. aureus 'un kanl besiyerinde, pigmentsiz, hemoliz yapmayan ve kii¢iik
koloniler seklinde ¢ogalan daha kiigiik koloni varyantlar1 saptanmigtir (Moreillon ve dig.
2005).

KNS kolonileri ise S tipi, hafif konveks kabarik, parlak ve siklikla pigmentsizdir.

Giiclii slime tabakasi olusturan bazi tiirleri mukoid koloni morfolojisi gosterir. S.



epidermidis ve S. hominis kolonileri genellikle S. haemolyticus kolonilerinden kiigiiktiir.
S. saprophyticus ve S. epidermidis suslarnin bazilarinda kanli agarda beta hemoliz
gozlenebilir. (Alen ve dig. 2006).

2.3.Biyokimyasal Ozellikleri

S. aureus, S. intermedius, S. hyicus, S. schleiferi subsp., S. lugdunensis, S. lutrae
ve S. delphini suslart koagiilaz pozitifdir. Stafilokoklar glukozu fermantatif sekilde
parcalara ayirir ve son {iriin olarak laktik asit olustururlar. Ayrica siikroz, trehaloz,
maltoz ve laktozu da fermente ederler. Mannitolu yalnizca S. aureus fermente eder
(Moreillon ve dig. 2005).

Stafilokoklar, %7.5-10 NaCl iceren besiyerlerinde iireyebilirler. Suglar pH 7-7.5
arasinda ve 30-37°C optimal sicaklikta tirerler. Basitrasin ve lizozime kars1 direngli,
lizostafine ve furazolidona duyarlidirlar. Nitrat1 nitrite indirgerler. S. aureus kuruluga ve

1stya direng gosterir. Antiseptiklere ve dezenfektanlara karsi duyarlhidirlar (Bannerman
ve dig. 2003).

2.4. Genom Yapisi

Genomu transpozonlardan, profajlar ve plazmidler ile yaklasik 2000-3000 kbp
uzunlugunda bir kromozomdan olusur. DNA’larinda C+G (Sitozin ve Guanin) icerigi
%30-39 mol’diir (Peacock ve dig. 2005). S. aureus genomu C+G orani yaklasik %32
mol, tek bir kromozomdan olusur ve 2800 kbp (kilo baz ¢ifti) uzunlugunda, 2500 yakin
geni kodladig: diistiniilir. S. epidermidis’in ise gesitli sayidaki plazmidlerden ve 2500
kbp uzunlugundaki bir kromozom olusur. Bu tiirler 2400-2500 kodlanmig sekans ve
%32’lik C+G igerigine sahiptirler (Baba ve dig. 2002).

2.5. Virulans ve Patojeniteleri

2.5.1. Kapsiil

S. aureus 'un mukoid suslarinda polisakkarid bir mikrokapsiil vardir. Bu tiirler
intravendz kateterlerde, infekte kalp pillerinde ve periton kateterlerde elektron
mikroskop incelemelerle gosterilmistir. Ekzopolisakkarit konak hiicrelerine 6zelikle de

kateterler gibi yabanci cisimlere adherensini kolaylastirir ve bakteriyi fagositozdan



korur. Stafilokoklarda 11 mikrokapsiiler polisakkarit serotipi adlandirilmistir.

S. aureus tirlerinin %70-80’ninde tip 8 ve tip 5 kapsiil serotipleri bulunur
(Moreillon ve dig. 2005). Toksik sok sendromu toksini iireten tiirlerin gogu tip 8 ve
penisiline direngli S. aureus suslarinin biiyiik ¢ogunlugu tip 5 kapsiil igerir (Alen ve dig.
2006).

2.6. Hiicre Duvari

2.6.1.Peptidoglikan Tabaka

Hiicre duvarinin esas yapisi karmasik bir makromolekiildiir ve hem Gram negatif
hem de Gram pozitif bakterilerde bulunur. Stafilokoklarda hiicre duvarmin kuru
agirhigimm %50-60’m1 peptidoglikan tabaka olusturur. Peptidoglikan tabaka bakteri
hiicrelerinde bulunur, fakat insan hiicrelerinde bulunmaz buda antibakteriyel ilaglar i¢in
iyi bir hedef olusturur. Peptidoglikan tabaka ii¢ bélimden olusmaktadir. Ik béliim p-1,4
glikozid baglari ile baglanan N-asetil glukozamin (NAG) ve N-asetil muramik asit
(NAMA) alt gruplarindan olusan disakkarit yapidir. Ikinci boliim N-asetil muramik asite
baghh L ve D aminoasitlerinden olusmus pentapeptid zincirdir. NAMA de baglanan
pentapeptid yap1 sirasiyla; L-alanin, D-glutamik asit, L-lizin, D-alanin, D-alanin
seklindedir. Ugiincii boliimde ise NAMA e bagl pentapeptid yan zincirleri, pentaglisin
kopriileri ve bir zincirde D-alanin ile diger zincirdeki L-lizin arasinda olacak sekilde

birbirlerine ¢apraz baglanir.

Hiicre duvarinin saglamliligini ¢apraz baglar saglar ve bu baglarin yapisi suslar
arasinda farklidir. S. aureus’un lizozim enzimine karsi direngli olusu ¢apraz baglanti

oraninin yiiksek olmasindan kaynaklanir.

Transglikozilaz, transpeptidaz ve pentapeptid kopriiler olusturup peptidoglikan
yapinin retikiiler yap1 kazanmasini, disakkarid pentapeptidlerin birbiri ile baglanmalarini
ve D-karboksipeptidaz pentapeptid yap1 igindeki son D-alaninin zincirden ayrilmasina
neden olur. Beta-laktam antibiyotikleri, spesifik olarak karboksipeptidaz, peptidoglikan
sentezini ve en Onemlisi transpeptidazlari inhibe ederek durdururlar. Bu enzimler

penisilin baglayan proteinler (PBP) olarak adlandirilir. Beta-laktam antibiyotiklerin bu



enzimlere baglanmasiyla inhibisyon gelisir. S. aureus’ta dort tane PBP (PBP1, PBP2,
PBP3, PBP4) vardir.

Peptidoglikan tabakas1 stafilokoklarda; komplemanin aktivasyonuna, trombosit
agregasyonuna ve makrofajlardan sitokin salinimini uyarmasina neden olur. Dahasi
monositlerden interlokin-1 (IL-1) salinimini uyararak polimorfoniikleer 16kositlerin
infeksiyon bolgesine go¢ ederek apse olusmasina sebep olur. Gézyasi, ter ve 16kositlerde
bulunan muramidaz (lizozim) enziminin hedefi diger Gram pozitif bakterilerin ve
stafilokoklarin peptidoglikan tabakasinin B-1,4 baglaridir. Stafilokoklardaki pentaglisin

kopriilerinin lizostafin enzimine kars1 duyarlilig: vardir (Unal ve dig. 2004).

2.6.2. Teikoik Asit

Fosfodiester baglariyla baglanarak uzun zincirler olusturan, suda eriyebilen
seker-alkol-fosfat polimerlerine teikoik asit denir. Peptidoglikan tabakadaki N-asetil
muramik asit molekiiliine fosfodiester baglariyla kovalent bir sekilde baglanmstir.
Hiicre duvarinin kuru agirligimin %30-50’sini olusturur. Kalinligi 10-12 nm arasinda

oldugu bilinir. Gliserol teikoik asit ve ribitol teikoik asit olarak iki tiptir.

Teikoik asit, S. epidermidis’de gliserol fosfat yapisinda iken; S. aureus’da 6zgiin
ribitol (5-karbon monosakkarid) fosfat polimeri yapisindadir. Bu yapi yalnizca Gram
pozitif bakterilerin hiicre duvarinda bulunur. Teikoik asit hiicre ylizeyine negatif yiik
verir. Cesitli otolitik enzimlerin aktivasyonunda, metal iyonlarinin ve katyonlarin
lokalizasyonunda rol oynar. Teikoik asitler stafilokoklarin tiire 6zgii antijenleridir.
Fibronektin, sialoprotein, fibrinojen, elastin, laminin, kollojen, trombospondin ve
vitronektin (mukozalarda bulunan ozgiil reseptorleri) ile birleserek stafilokoklarin

konaga adherensini saglar (Moreillon ve dig. 2005).

2.6.3. Yiizey Proteinleri

Stafilokoklarin hiicre duvari yerlesimleri ve kimyasal yapilari birbirine benzeyen
yiizey proteinleri elastin, fibronektin baglayan proteinler, kollajen, kiimelesme faktori
(clumping faktér) ve Protein A’dir. Bunlar stafilokoklarin konak dokularina

yerlesmesini saglayan Onemli proteinlerdir. Bu grubun prototipi, 1940°da Wervey



tarafindan tanimlanan 42 kilodalton agirligiyla protein A dir. Biiylik bir bolimii
peptidoglikan yapiya kovalan baglanip, bir bolimii ise hiicre digina salinmaktadir.
Onemli 6zelligi bazi immunoglobulin M (IgM)’lerin, immunoglobulin G3 (lgG3)
disindaki tim immunoglobulin G (IgG) ve immunoglobulin Az (IgA2)’lerin Fc
reseptorleri ile Dbirlesebilmesidir. Bu ylizden protein A’nin antifagositer ve

antikomplemanter etkisi vardir (Moreillon ve dig. 2005).

2.7. Toksinler
2.7.1. Sitolitik Toksinler

Stafilokoklarda, en iyi bilinen, konak hiicre fonksiyonunu ve morfolojisini
etkileyen ekstraselliiler toksinler l6kosidinler ve hemolizinlerdir. Bu ekstraselliiler
toksinler stafilokoklarin ¢ok fazla inflamatuar yanit olan bolgelerde bile iiremelerini
saglar (Moreillon ve dig. 2005).

Hemolizinler

Hemolizinler dort tipte ayrilir. Alfa hemolizin, S. aureus suslarmin onciil
hemolizidir ve 33 kDa (kilo dalton) agirligindadir. Sitolitik, hemolitik ve dermonekrotik
etkileri vardir. Insanlarm trombosit ve makrofaj hiicre membranlar {istiinde litik etkiye
sahiptir, ancak monositlere etkili degildir. Plazmidlerde ve bakteriyel kromozomlarda

kodlanir. Formol ile toksoid haline getirilebilir.

Beta hemolizin en iyi koyun eritrositlerinde, daha sonra tavsan ve insan
eritrositlerinde litik etki gosterir ve 35 kDa agirligindadir. Bu toksinin bir diger 6zelligi
soguk-sicak lizis yapabilmesidir. Lokosit ve Fibroblast hiicrelerine toksik etki yapar.
Antijeniktir, formolle toksoid haline getirilebilir ve antitoksinle nétralize olur (Peacock
ve dig. 2005).

Gama hemolizin koyun ve tavsan eritrositleri duyarli, insan eritrositlerine orta
derecede etkilidir. Ozellikle stafilokoklara bagl kemik hastaliklarinda kanda bu toksine
etkili antikor diizeyinin yiliksek bulunmasi, toksinin bu hastaliklarda etkili oldugu

varsayilir.

Delta Hemolizin, hiicre membranin biitiinligiinii ortadan kaldirir. Adenilat



10

siklaz1 aktive eder ve cAMP salinimini saglar. Bu enzimatik aktivite, Stafilokokal besin
zehirlenmesinde ve Stafilokoksik Toksik Sok Sendromunda (STSS) rol oynar. Maymun,
insan ve tavsan eritrositlerine etkilidir. Ayrica trombosit, 16kosit, lenfosit ve makrofajlar
hasara ugratir. Delta ve Alfa hemoliz insanda hastalik yapan stafilokok tiirlerinde en ¢ok
bulunanlardir. S. aureus tirlerinin %82’inde her ikisi de birlikte bulunurken, %95’inde

bunlardan biri veya digeri bulunabilmektedir (Alen ve dig. 2006).

Lokosidin (Panton-Valentine Toksin)

Ekzotoksin olan 16kosidin S (slow) ve F (fast) adinda birbirini sinerjik sekilde
etkileyen iki protein komponentinden olusur. Bu proteinlerin molekiiler agirliklar1 35 ve
32 kDa’dur. Toksoid olustururlar ve iyi birer antijen yapidadirlar. Toksin aktivide
gosterebilmeleri icin 2 alt biriminde olmasi gerekir. Hiicre zarinin katyonlara ve
potasyuma kars1 gegirgenligi arttirict gozeneklerin acilmasinda toksin etkilidir.
Makrofajlar ve 10kositler lizerinde litik etkisi bulunur. Lokositler ile fagosite olurlar
fakat 10kosit tirettigi bilinen stafilokoklar hiicrede iiremeye devam ederler. Bu toksini
olan stafilokok infeksiyonlarinda kanama, nekrotizan pnémoni ve hizli ilerleme tablosu

goriilmektedir (Peacock ve dig. 2005).

2.7.2. Enterotoksin

Enterotoksin, 100°C’ye 30 dakika (dk) kadar dayanabilen, Isiya direngli,
polipeptid yapili maddelerdir. A, B, C1, C2, C3, D, E ve F olmak kaydiyla
enterotoksinin 8 immiinolojik tipi vardir, ayrica yardimei T hiicreleri ve makrofajlardan,
sira ile interlokin-2 (IL-2) ve interlokin-1 (IL-1) salinimini uyarilip sindirim kanalinda
bir siiper antijen gibi davranirlar. D ve A besin zehirlenmelerinde siklikla karsilagilan
toksinlerdir ve S. aureus larin %35- 50°sinin bu toksinleri olusturabildigi bilinmektedir
(Alen ve dig. 2006).

2.7.3. Eksfoliyatin (Eksfoliyatif toksin)
Stafilokok infeksiyonlarin eksfoliyatif ve vezikiiler deri lezyonlarindan sorumlu
epidermolitik toksindir. Biyokimyasal ve antijenik 6zellik olarak iki gruba ayrilir.

Eksfoliyatif toksin A 1siya direngli degildir ve plazmid orjinlidir, eksfoliyatif toksin B
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ise kromozomaldir ve 1siya direnglidir. Bu proteinler yapisal olarak ayni olmamalarina
karsin benzer biyolojik aktivitelidirler. Stafilokokal Haslanmis Deri Sendromu
(SSSS)’ndan sorumludurlar (Alen ve dig. 2006).

Toksik Sok Sendromu Toksini-1 (TSST-1)

Bu toksin STSS sendromundan sorumludur. Siiperantijen mekanizmasi ile
sitokin salinimin1 uyarir. Ayrica endotel hiicrelerine direkt toksik etki de gosterebilir. Bu
siiperantijenler, konvansiyonel antijenlerden farkli bircok T hiicre alt gruplarmi
uyararak, ¢ok fazla miktarda sitokin salinimina, hastalarda soklara ve oliimlere yol

acabilirler (Himaratsu ve dig. 1997).

2.8. Enzimler
2.8.1. Koagiilaz

Plazma pihtilasma proteinidir ve stafilokoklar tarafindan iretilir. iki cesit
koagiilaz vardir. Bunlar bagli clumping factorler, serbest koagiilazdir ve farkli
mekanizmalarla plazmada pihtilaglamalara neden olurlar. Koagiilaz enzimi pozitif olan
stafilokoklarin {izerinde kalin fibrin tabakasi olugur. Bu 6zellik sayesinde stafilokoklar
fagositoza kars1 korunmus olur, bunun da patojeniteye katki sagladigi distiniiliir (Alen
ve dig. 2006).

2.8.2. Lipaz

KNS’larin yaklasik %30’u ve S. aureus suslariin tiimiinde tiretilir. Lipaz enzimi,
yaglar1 hidrolize edilmesini viicutta lipid igeren bolgelerde stafilokok suslarin yasamini
stirdiirmesini saglar. Ayrica yilizeyel dokular1 invaze ederek karbonkiil ve fronkiil gibi

infeksiyonlarinin gelisimine sebep olurlar (Alen ve dig. 2006).

2.8.3. Katalaz

Stafilokoklarin (S. saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius hari¢) toksik

enzimi, H202’i (hidrojen peroksit) molekiillerine ayistirarak su ve toksik olmayan

oksijen ag¢iga ¢ikarir. Bu enzim ile bakteriler fagositlere karsi direng kazanirlar (Alen ve
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dig. 2006).

2.8.4. Hiyaliironidaz

Asit mukopolisakkaritidir. Konagin bag doku matriksinde bulunur. Hiyaliironik
asidi pargalar ve mikroorganizmanin hizlica yayilmasini saglar. Bu enzimin antijenik
ozelligi vardir. S. aureus suslarinin ¢ogu (%90’dan fazlasi) hiyaliironidaz olusturur
(Alen ve dig. 2006).

2.8.5. Stafilokinaz (Fibrinolizin)

Stafilokoklarin ortama saldigi kinazlar, plazmada var olan plazminojeni aktif
hale getirerek plazmin olusturur. Fibrini parcalayan fibrinolitik etki ile organizmanin

yayilmasini saglar (Alen ve dig. 2006).

2.8.6. Spesifik fosfolipaz C — Fosfatidilinozitol

Dissemine intravaskiiler koagiilasyon ve erigkin tip solunum zorlugu sendromu
olan hastalardan alinan suslarda gozlemlenen bir enzimdir. Bu sucglar penisiline ve

antimikrobiyal ajanlara direnglidir (Alen ve dig. 2006).

2.8.7. Deoksiriboniikleaz

S. aureus tiiriiniin %90°dan fazlasinda vardir. DNAaz enzimleri ekzoniikleaz ve
endoniikleaz aktivitesine sahiptir. Niikleik asitleri 3’-fosfomononiikleotidlere kadar

pargalayan fosfodiesterazlardir. Bu enzim 1siya direnclidir (Alen ve dig. 2006).

2.8.8. Penisilinaz (Beta-laktamaz)

Stafilokoklar tarafindan salgilanan penisilinaz enzimi, penisilin grubu
antibiyotiklerdeki beta-laktam halkasinin hidroksil grubunu pargalayarak etkisiz hale
getirir. Genetik tasinma transpozonlar ve plazmidler ile saglanir (Bannerman ve dig.
2003).

2.8.9. Slime Faktor

Glikokaliks materyali ve amorf kapsiil yapisinda olup %27 protein, %40
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karbonhidrat igerir. Yiiksek derecede antijenik yapida oldugundan tavsanlarda c¢ok
yiiksek titrede antikor cevabi olusturur. Slime faktorii pozitif olan stafilokoklar daha
virlilandirlar ve antibiyotiklere daha ¢ok direng gosterdikleri bildirilmistir. Slime faktor
hiicresel bagisiklik cevabi baskilar, nétrofil fagositozunu, nétrofil kemotaksisini ve

opsonizasyonu inhibe eder (Alen ve dig. 2006).

2.9. Epidemiyoloji

Stafilokok suslari ¢ok yaygin sekilde goriilir. KNS’ler insan derisi iizerinde
mikroflora iiyesi olarak goriiliirken S. aureus deri lizerindeki nemli bolgelerde gegici
kolonizasyonlar yapar. Yeni dogmus bebeklerin deri, perianal bolgelerinde ve gobek
kordunu kalintilarinda S. aureus kolonizasyonuna sik rastlanir. Dahast KNS ve S. aureus
genital sistemde, orofarinkste ve gastrointestinal sistemde bulunurlar. Saglik
personellerinde ve hastanede yatan hastalarda uzun siireli nazofarinks S. aureus
tasiyiciligr yiiksek oranlarda goriiliir. Bu oran saglikli yetiskinler igin %30°dur.
Stafilokoklar hiicre yiizey adezinleri sayesinde mukozal yiizeylere aderensi saglar.
Stafilokoklar kuru yiizeylerde ¢ok uzun siire canliligini koruyabilmelerine ragmen

antiseptik soliisyonlara, dezenfektanlara ve yiiksek sicakliga duyarhdirlar (Vural ve dig.
2011).

Saglik calisanlar1 stafilokoklar1 diger insanlara bulastirmamak igin bireylere
dogrudan temastan kac¢inmali, el hijyenine ve kullandigi aletlerin hijyenine dikkat
etmelidir. Clinkii bakteriler duyarli bireylerde kontaminasyon ile bulasir (Fiskirma ve
dig. 2011).

2.10. Stafilokoklarim Neden Oldugu infeksiyonlar

2.10.1. S. aureus Infeksiyonlar

Stafilokoklar basit ziihrevi ve yumusak doku infeksiyonlarindan, sepsis gibi
hayati tehlikesi olan hastalik yapabilecek kadar genis bir spektrumu bulunur (Usluer
2004).

Stafilokok infeksiyonlar1 vakalarin farkliligina gore, invazyon yoluyla gelisen ve

toksine bagli ortaya ¢ikan infeksiyonlar olarak iki sekilde incelenir. Stafilokokal
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infeksiyonlarin olugsmasi hem bakterideki viriilans faktdrlerine hem de konagin

faktorlerine baglidir.

S. aureus infeksiyonlarinin olusumuna zemin hazirlayan faktorlerin basinda
fagositer sisteme ait kantitatif ve kalitatif yetersizlikler gelmektedir. Influenza gibi viral
infeksiyonlar, hospitilizasyon, tan1 ve tedavi i¢in kullanilan yabanci cisimler, S. aureus
infeksiyonlarin sikligimi arttirirlar. Diyabetik hastalar, S. aureus infeksiyonlar1 i¢in risk
grubundadir (Usluer 2004).

2.11. Iinvazyon Yolu ile Olusan Infeksiyonlar

2.11.1. Deri Infeksiyonlar
Stafilokoklar; impetigo, fronkiil, karbonkiil, mastit gibi farkli deri infeksiyonuna
yol agar. Derinin biitiinliigiinii bozan ekzema ve travma gibi cilt hastaliklar1 stafilokok

infeksiyonlarinin altta yatan nedenleri arasindadir (Unal ve Akhan 1996).

Folikiilit (K1l koki iltihabr): Kil folikillerinde goriilen yiizeyel infeksiyonlardir.
Lezyonlar piistiil veya papiil seklinde goriiliir. Etken siklikla S. aureus’tur (Kilig ve dig.
2011). Sistemik semptom goriilmez. Lokal antiseptikler tedavi i¢in kullanilir (Usluer
2004).

Fronkiil ve karbonkiil: Fronkiil genellikle S. aureus’a bagli olarak gelisen
folikiilitin derin inflamatuvar bir nodiile dontismesidir (Kili¢ ve dig. 2011). Viicudun
boyun, yiiz, koltuk alt1 gibi kil dokusu agisindan zengin olan bolgelerinde meydana gelir.
Fronkiil agrili bir sekilde kirmizi1 nodiille baslar ve édem gelisir. Odemli nodiiliin derisi
ince ve parlaktir (Kutlu 2006). Semptomlar1 genellikle sistemik degildir. Hastalarda
halsizlik ve ates olabilir. Siklikla otoinokiilasyona bagli krem, sar1 renkli piiriilan akinti
ile nekrotik materyalli satellit lezyon olusur. Tedavi 6zgiil degildir. Cerrahi eksizyon ya

da spontan apse drenaji ile iyilesme goriiliir.

Kil folikiillerinden kdken alan karbonkiil daha derin yerlesimlidir. Agrili genis
bir apse olan karbonkiiliin lezyonu {izerinde birden fazla siniis agz1 bulunur ve boyun
bolgesinde yerlesim gosterir. Iyilesme sonucunda hipertrofik skar dokusu birakir. Cogu

kez bakteriyemi ve sistemik semptomlar ile birlikte goriiliir. Hastalarin ailelerinde ve
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kendilerinde Stafilokokal tasiyicilign arastirilmalidir. Tedavide genellikle oral
antibiyotikler kullanilir.

Impetigo:  Genellikle yaz aylarinda c¢ocuklarda goriilen yiizeyel deri
infeksiyonudur. En sik etken Stafilokoklardir fakat %10 oraninda S. pyogenes
(Streptococcus pyogenes) de etken olur. Kirmizi renkli makiille baslayip, eritemli bir
vezikiile dontisiir. Vezikill zamanla yirtilarak, eritemli deri ylizeyinden 1 cm kabarik,
sar1 renkli, 1slak kurut ortaya ¢ikar. Sistemik semptom goriilmez. Tedavi olmadan, yara

izi birakmadan iyilesebilir (Usluer 2004).

Stiperatif hidradenit: Perineal, Genital ve aksiller bolgelerde olusan fronkiillerdir.
Ter bezlerinde tekrarlayan piyojenik infeksiyondur. Etkeni genellikle S. aureus’tur.
(Kutlu 2006). Birden fazla siniis bas1 vardir, kendiliginden drene olur ve hipertrofik skar

birakir.

Mastit: S. aureus’un neden oldugu mastitler dogum sonrasi1 2 ile 3. haftalarda
kadinlarin %]1-3’{inde gériiliir (Kutlu 2006). Eritemli, kanalikiiler ve agrili apsedir. ilk
evresinde sistemik semptomlar1 yoktur, daha sonraki evrelerinde goriiliir. Yaygin olarak

B-laktamazlara direngli penisilin tedavisi verilmelidir. Apseye cerrahi drenaj gerekir.

Yara enfeksiyonlari: S. aureus %15-20 oranlarda temiz cerrahi girisim
sonrasinda enfeksiyon yapabilir. Bu ylizden temiz cerrahi girisimlerinde yara
enfeksiyonu olusumunu engellemek i¢in profilaktik olarak insizyon ve birinci veya
ikinci kusak sefalosorinlere birlikte baslanmalidir ve bunlarin kullanimi 24 saati
gecmemelidir. Bu enfeksiyonlar agri, 6ddem ve eritemle ortaya cikar. Siklikla ates

gortliir. Hafif sistemik semptomlardir (Usluer 2004).

Yaygin piyodermi: S. aureus kolonizasyonu ile cilt enfeksiyonlari dokulara hizli
bir sekilde yayilir ve lenfadenit, nekrotizan fasiit veya seliilit meydana getirebilir (Kutlu
2006). Dogru antibiyotik tedavisine baslayabilmek i¢in bu tip enfeksiyonlarda etkenin A
grubu Streptokoklar m1 yoksa Stafilokoklar mi oldugunu ayirt edebilmek gerekir (Usluer
2004).
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2.11.2. Bakteriyemi ve Endokardit

Stafilokok kaynakli bakteriyemiler hem hastane kdkenli hem de toplum koékenli
olabilirler. Bu durumlarda mortalite orami oldukga yiiksek olup hastane kokenli
enfeksiyonlarda %80’ lere kadar ¢ikabilmektedir (Usluer 2004).

S. aureus bakteriyemileri siklikla lokal bir enfeksiyon odagindan sekonder olarak
gelismektedir. Bu odaklar; intravaskiiler (intravendz ilag kullananlar, intravendz
kataterler) ve ekstravaskiiler (pnomoni, seliilit, osteomiyelit, Vvs.) olarak

siniflandirilabilirler.

Septisemili vakalarin 1/3’linde ise odak bulunamaz. Hastalarda eklem agrilari,
yiiksek ates ile siddetli titreme, ploritik gogiis agrisi ve nadiren obtundasyona varan

biling durumu degisiklikleri saptanabilir.

S. aureus kaynakli enfektif endokarditler akut klinik bir tablo seklinde goriiliir.
Klinik belirtileri titremeler, yaygin kas ve eklem agrilar1 ve yiiksek ates vardir (Unal ve
Akhan 1996).

2.11.3. Pnomoni ve Ampiyem

S. aureus pnomonisi sik olarak viral alt solunum yollari infeksiyonlarindan daha
sonra goriilir. Nozokomiyal S. aureus pnomonisi aspirasyon veya entiibasyon iligkilidir

ve %10’unda ampiyem gelisir (Unal ve Akhan 1996).

Pnomoninin klinik bulgularina ek olarak tasikardi, gogiis agrisi, plevral efiizyon,
ates ve nefes almada zorluk goriiliir. Tanisi; ultrasonografi, akciger grafisi ve bilgisayarl
tomogrofi (BT) ile konulur. S. aureus kaynakli ampiyemler koyu piiriilan, stvi bulanik

ve kokusuzdur.

Mikroskobik incelemede koklar ve ¢ok fazla polimorfo niikleer I6kositler
gortliir. Tedavi ampiyem sivisinin drenaji, antibiyotiklerin kullanimi ve eger varsa

bronkoplevral fistiiliin cerrahi girisimiyle yapilir (Usluer 2004).
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2.11.4. Kemik / Eklem Infeksiyonlar

Osteomiyelit: Akut osteomiyelitlerde S. aureus en sik goriilen etkendir (Usluer
2004). Stafilokoklar direkt inokiilasyonla eklem ve kemik dokusuna ulasirlar.
Osteomiyelitler penetran yaralanmalar ya da cerrahi komplikasyonlar sonucu goriiliir.
Akintil1 siniis agizlar1 operasyon bolgesinde olusabilir (Unal ve Akhan 1996). Daha sik
olarak c¢ocuklarda hematojen yayilim osteomiyelit olusumunu tetikler. Cogunlukla
bebeklerde ve gocuklarda goriilen osteomiyelitte uzun kemiklerin metafizleri tutar ve

bakteriyemiye yol agar.

S. aureus bakteriyemisi yetiskinlerde vertebra osteomiyelitine neden olsa bile
daha az uzun kemiklerde goriiliir ve gocuklarin tersine subakut seyreder (Usluer 2004).
Tan1 icin MRG (manyetik rezonans goriintilleme) ve kemik sintigrafisi yaptirilabilir.
Direkt kemik aspirasyonu mikrobiyolojik tanisi igin yapilir. Kemik biyopsisi ve

Sintigrafi ile tan1 konulur.

Septik artrit: S. aureus her yas grubunda septik artritlerin en ¢ok rastlanan
etkenidir (Tiinger 2004). Cogunlukla kalca, omuz, diz, dirsek ve interfalanjial
eklemlerde goriiliir. Kronik goriilen eklem hastaligi risk faktorii olusturur (Unal ve
Akhan 1996). Artritli hastada siddetli agr1 ve ates oldugunda, acilen aspire edilen eklem
stvist incelenmelidir. Tutulan eklem agrily, sis ve sicaktir. Eklem sivisi berrak olmaz, bol

sayida ekstraseliiler gram pozitif kok ve >50000 16kosit/m? igerir.

Septik bursit: Etken %90 oraninda S. aureus’tur. Cogunlukla dirsek ve diz
eklemleri etkilenir. EKlemin hareketinde zorlama olmaz. Etkilenen eklem tizerindeki deri
parlak, 6demli ve sicaktir. Bursa sivisinin igerisinde 1000°den fazla graniilosit bulunur.
Tedavi antistafilokokal antibiyotikler ile yapilir. Tekrar eden vakalarda antibiyotik

tedavisinden sonra cerrahi yontemlerle bursa sivisi alinir (Usluer 2004).

2.11.5. Menenjit ve Beyin Absesi

Menenjitin etkeni S. aureus oldugunda, ¢ogunlukla siklikla santral sinir sistemine
tan1 amaciyla yapilan cerrahi islem veya girisim komplikasyonu seklinde ortaya ¢ikar.

Intravenéz ilag aligkanhigi, kronik bobrek yetmezligi, diabetes mellitus, malign



18

hastaliklar ve alkolizm menenjitte yatkinlik yaratabilir. Nadiren de olsa osteomiyelit
sirasinda  olusan bakteriyemiler, pnomoni ve infektif endokardit menenjitle
sonuglanabilir. Tedavide predispozan hastaligin tedavisi 6nemlidir ve bununla beraber 4

hafta olarak parenteral antistafilokokal antibiyotikler &nerilir (Unal ve Akhan 1996).

2.11.6. Uriner Sistem infeksiyonlar

S. aureus iki sekilde iiriner sistem infeksiyonuna sebep olabilir. Bakteriyemi
olusurken renal kortekse yerlesimi karbonkiile veya apseye, siirekli {iriner katateri

olanlarda asendan yolla infeksiyona sebep olabilir (Kutlu 2006).

2.12. Toksinlerle Olusan Infeksiyonlar

2.12.1. Haslanmms Deri Sendromu

Eksfolyatif toksini olan S. aureus’lar haslanmis deri sendromuna sebep olur
(Tiinger 2004). Plazmidde veya kromozomlarda bulunan genler ile kodlanabilen iki gesit
eksfolyatif toksin vardir. Toksijenik suslar bunlarm ikisini veya birini salgilar (Unal ve
Akhan 1996). Bunlar epidermiste genis katlar ve biiylik biiller seklinde ayrilmayla
karakterizedir. Nadiren yetigkinlerde de bildirilmis olup siklikla 5 yasindan kiigiik
cocuklarda rastlanir. Cogunlukla asemptomatik veya c¢ok hafif seyreden omfalitle
birlikte yenidoganlarda, hastane salgin1 seklinde goriiliir. Bu yas grubundaki adi Ritter

hastaligidir.

Enfekte lokal bolgeden salgilanmaya baglayan toksin, sistemik bir sekilde yayilir.
24-48 saatte tiim viicutta biiller, blisterler ve yaygin eritem ortaya ¢ikar. Ciltde
saglammis gibi gorlinen deri hafif bir slirtiinmeyle soyulur. Bu bulguya Nikolsky
bulgusu denir ve tani i¢in dnemlidir. Tedavi olarak B-laktamazlara dayanikli B-laktam
antibiyotikler kullanilir. Tamamlayici tedaviler olarak sivi-elektrolit kaybinin yerine

konmasi ve deri bakimi sayilabilir. Yara izi birakmadan iyilesir (Usluer 2004).

2.12.2. Toksik Sok Sendromu (TSS)

Bu sendrom S. aureus’un toksin salgilayan suslarmin enfeksiyonu veya
kolonizasyonu sirasinda ortaya ¢ikar (Unal ve Akhan 1996). 1980’lerde TSS yiiksek
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absorban tamponlar1 ile iliskili oldugu bulunmus, fakat giiniimiizde postoperatif
yaralarin bulundugu bélgelerde ve invaziv hastalik goriilen nonmenstriiel durumlarda S.
aureus kolonizasyonuyla olustugu tamimlanmistir (Bannerman ve Peacook 2009).

Menstural TSS vakalarinin %98’inde vajinal kiiltiirlerinde S. aureus saptanmaktadir.

TSS vakalarmin %25’inde enterotoksin-C veya enterotoksin-B salgilandigi,

%75’inde S. aureus’un TSST-1 salgilandig1 gosterilmistir.

2.12.3. Stafilokokal Besin Zehirlenmesi

S. aureus’un enterotoksin salgilamasi sonucu meydana gelir. Siklikla salginlar
halinde gériiliir. Klinik tabloya enterotoksin D ve enterotoksin A sebep olur (Unal ve
Akhan 1996). Enfeksiyon degil ve entoksikasyondur. Karbonhidrat miktar1 fazla besin
maddelerinde S. aureus kontaminasyonu, uygun 1st ve kosulda toksin olusur (Tiinger
2004). Pisirmek ya da kaynatmakla inaktive olmaz, 1siya direnglidir. Gida
zehirlenmesinin en ¢ok rastlanan nedenleri arasinda %30 civarindadir. Siklikla
konserveler, patates salatalari, siitlii tatlilar, dondurmalar ve etli yiyeceklerdir (Usluer
2004). 2-6 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda kusma ve bulanti goriiliir. Diyare ile
goriilen abdominal agr1 semptomlar arasindadir (Bannerman ve Peacook 2009). Bazi
vakalarda ates goriilse de 12-24 saat igerisinde kendiliginden diizelir. Bu vakalarda
elektrolit ve s1v1 kaybini giderecek destekleyici tedavi uygulanir, ayrica antimikrobiyal

tedaviye ihtiya¢ olmaz (Unal ve Akhan 1996).

2.13. Koagiilaz Negatif Stafilokok (KNS) infeksiyonlar

2.13.1. intravensz Kateter Infeksiyonlari ve Nozokomiyal Bakteriyemi

KNS, hastanelerde damar i¢inde kullanilan kataterlerin sik kullanildig1 birimlerde
en stk nozokomiyal bakteriyemiye yol agan bakterilerdir (Marshall ve dig. 1998). Kan
kiltlirlerinin kontaminasyon oram1 %1-3 oldugu biliniyor fakat yapilan arastirmalar
KNS’lerin neden oldugu bakteriyemiler %74-25 oranlarinda kontaminasyona bagl
bulunmustur (Souvenir ve dig. 1998). Tek pozitif ¢ikan kan kiiltiirleri genellikle
kontaminasyonu diisiindiirmektedir. Ger¢ek bakteriyemiyi bulmak i¢in taniminda da

belirtildigi gibi birden fazla damardan birden fazla kan kiiltiirti alinmalidir (Garner ve
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dig. 1988).

S. epidermidis, intravendz katater infeksiyonlarin da 6nemli bir etkendir. S.
epidermidis’e bagh katater nedenli infeksiyonlarin artmasi S. epidermidis’e bagh
nozokomiyal Kateter iliskili infeksiyonlarm (KDI) insidansim1 da yiikseltmektedir
(Mermel ve dig. 2001).

KDI’den korunmak igin; kateter takilirken gerekli antiseptik yontem, hastaya cilt
temasinin Oncesinde ve sonrasinda el dezenfektani kullanimi, ayrica kateter takildiktan
sonra bakiminin diizenli bir sekilde yapilmasi gereklidir. Tedavi antibiyogram sonucuna
gore yapilmalidr. Kateter iligkili bakteri suslarinda metisilin direnci yaygmligi oldugu
bilinen merkezlerde tedavi icin glikopeptid antibiyotikler dnerilmektedir (O’Grady ve
dig. 2002).

2.13.2. Dogal ve Prostetik Kapak Endokarditi

Nadir goriilen KNS’ler ile olusan dogal kapak endokarditi tim endokardit
vakalarinin %5-8’ini olusturur (Archer ve dig. 2005). Ayrica KNS’ler prostetik kapak
endokarditlerinde de siklikla saptanir. Prostetik kapak endokarditlerinin etkeni %40
oraninda S. epidermidis’tir (Wolff ve dig. 1995).

Endokardit olusumu, KNS’lerin hasarli kalp kapaklarina ve endokarda
tutunmalariyla goriiliir. S. epidermidis’in neden oldugu infeksiyonlarda komplikasyonlar
gozlenir. Bu vakalardan izole edilen KNS suslarinin metisilin direncinin arttigi
gozlenmektedir (%87). Bu suslar ¢oklu ilag direnci de gosterirler ve bu veriler suslarin
hastane kaynakli oldugunu diisiindiirir. S. epidermidis’e bagl prostetik kapak
endokardit tedavisinde cogunlukla medikal ve cerrahi yontemler kullanilir. Metisilin
direncli stafilokok infeksiyonlarinin tedavisinde genelikle vankomisin kullanilir. Buna
ek olarak rifampisin, gentamisin veya ikisinin beraber kullanimi tedavinin basarisini

arttirtr (McGirt ve dig. 2003).

2.13.3. Serebrospinal Sivi Sant1 infeksiyonlar
Bu enfeksiyonunun en sik nedeni S. epidermidis tir. Baz1 vakalarda S. aureus da

etken olabilir. Enfeksiyonlar genellikle implantasyonun ilk iki haftasinda olusur.
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Intraoperatif noéroendoskop kullanilmas: enfeksiyon riskinin arttigini  bildirilmistir
(McGirt ve dig. 2003).

Ventrikiiler serebrospinal sivi, Lumbal serebrospinal sividan daha az normal
gorlinebilir ayrica kiiltiir de negatif olabilir. Bu yiizden optimal tanisi ic¢in iki

serebrospinal sivinin da kiiltiirli yapilmalidir.

Infeksiyonlar cogunlukla hastane kaynaklidir, bu nedenle hastalardan izole edilen
S. epidermidis’in metisiline direngli olabilecegi diisiiniilmelidir. Tedavisinde rifampisin,

vankomisin ve gentamisin gibi antibiyotikler secilebilir.

2.13.4. Peritoneal Diyaliz Kateteri iligkili Peritonit

Taniy1 destekleyen bulgular arasinda; karin agrisi, bulanik diyalizat sivisi ve bu
stvida milimetrekiipte 100 16kosit ve fazlasinin bulunmasi yer alir. Gram boyama ile sivi
icinde mikroorganizma goriilmez. Hastalarin %17-50’sinde izole edilen bakteri tiirii S.

epidermidis’dir (Kim ve dig. 2004).

2.13.5. Idrar Yolu Infeksiyonlari

Nadiren izole edilen S. sapropyhticus ve S. epidermidis gen¢ kadinlardaki idrar
yolu infeksiyonuna sebep olan KNS’lerdir (Archer ve dig. 2005). Bu bakteriler
antibiyogramda 5 pg’lik novobiyosin diski ile ayrilir. S. epidermidis novobiyosine
duyarl, S. saprophyticus ise direnglidir. KNS tiirlerinden ¢oklu antibiyotik direnci olan
bakterilerde bile novobiyosine duyarlidir. Bu ylizden idrar numunelerinden izole edilen
ve novobiyosine direng gdsteren KNS tiirleri bagka bir ayirima gerek duyulmadan S.
saprophyticus oldugu yoniinde rapor edilir (Alen ve dig. 2006). S. saprophyticus {ist
tiriner sistem infeksiyonuna da sebep olabilir. S. saprophyticus genellikle cinsel olarak
aktif gen¢ kadinlarin idrar yollarinda saptanir. S. saprophyticus 'un sebep oldugu idrar
yolu infeksiyonu enterik bakterilerin aksine mevsimsel olarak goriiliir. Sonbahar basinda
ve yaz sonlarinda sikligi artar. Kiiltiir ortaminda koloni sayilar1 azdir. Bu sebeple
uretilemediklerinden abakteriyel pyiiri ve disiiri-piyuri sendromlarmin (akut iretral
sendrom) etkeni oldugu soOylenir. S. saprophyticus disinda KNS’lerin idrar yolu

infeksiyonundan izole edilmesi daha nadir goriiliir. S. saprophyticus disinda KNS’lerin
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olusturdugu idrar yolu infeksiyonlarinda %80 — 90 oranlarinda S. epidermidis izole edilir
ve daha cok idrar kateteri bulunan hastanede yatan hastalarda etkendir. Hastalarin
bircogu norolojik mesanesi olan, yeni {riner sistem operasyonu olan, renal
transplantasyon sonrasi, obstriiktif tiropatisi veya nefrolitiyazisi bulunan komplike
hastalardir (Archer ve dig. 2005).

2.13.6. Osteomiyelit ve Protez Eklem infeksiyonu

KNS’ler nadiren de olsa osteomiyelit etkeni olabilir. KNS’lerde sternal
osteomiyelit (agik kalp cerrahisi olmus hastalarda) ve protez infeksiyonu (eklem protezi
takilmis hastalarda) seklinde goriilir. Genellikle infeksiyonlardan S. epidermidis izole
edilir. Bu olgularda medikal tedavi zordur ve protezin ¢ikarilmasi ya da derin cerrahi
debridman s6z konusudur (Pavoni ve dig. 2004). Kardiyotorasik cerrahi sonrasinda
gelisen sternal osteomiyelit komplikasyonu vakalarin %1-4,5’inde rastlanir. Bu
vakalarin %16-57’sinden S. epidermidis sorumludur. Gogiis kemigi bolgesinde deri
altinda yer alan dokularin inceliginden dolay1 kiigiik bir lezyon bile osteomiyelit ve derin
infeksiyon olma olasilig1 yiiksektir, bu sebeple dikkat edilmelidir. VVakalarda eritem,
yara yeri akintist ve kostokondral eklem hassasiyeti infeksiyon bulgularidir. Taniya
yardimc1 olarak aksiyel tomografi istenebilir. Aspirasyon kiiltiirii yapilmasi
Onerilmektedir. Diren¢ durumuna bakilmasi hastane kaynakli patojenlerin ampirik

tedavisi i¢in 6nem arz eder (Archer ve dig. 2005).

2.14. Stafilokoklar’da Metisilin Direnci

1928’de Alexander Fleming“in penisilini bulmasi ilerleyen yillarda Florey ve
Chain’in penisilini klinik kullanima almasi, penisilinin iiretiminin artmasina ve
Stafilokok infeksiyonlarinda mortalite ve morbiditeyi kisa siireli diisiirmiistiir. Fakat
ilerleyen yillarda penisiline direngli stafilokok suslar1 ortaya ¢ikmistir. 1944“de Kirby
ilk kez penisilinaz {iireten stafilokok susunu bildirmistir. Zamanla stafilokoklarda
penisiline duyarli olmayan suslar giderek artmistir. O donemde kullanimi artan
penisiline ek 1950°li yillarda streptomisin, eritromisin ve tetrasikline de direng

gelismistir. 1960 yilinda metislinin de kullanima girmesiyle Stafilokok infeksiyonlarinda
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yeni bir donem baglamig fakat kisa bir siirede 1961 de Barber tarafindan stafilokoklarda
metisilin direnci bildirilmistir (Ciftgi ve Altindis 2009).

Metisilin direnci; Kromozomal (Intrinsik), Intermediate ve Sinirda (Borderline)
metisilin direnci olarak ii¢ mekanizma ile gerceklesmektedir. Kromozomal (Intrinsik)
metisilin direncinde mecA geni gorev alir. mecA geni stafilokokal kaset kromozomu
(Staphylococcal Cassette Chromosome mec; SCCmec) tizerinde yer alir. MecA
genindeki yapisal degisikliklerde direng geliris. 11 SCCmec tipi (Tip 1-XI) tanimlanmig
yapisal degisikliklerdir. Metisilin duyarh tiim stafilokok suslarinda mecA geni yoktur
fakat metisilin direngli suslarda mecA geni bulunur. Buda transdiiksiyonla genetik
bilginin direngli suslardan duyarli suslara aktarilabilirligidir (Sancak 2011). Intermediate
metisilin direnci; bu dirence sahip S. aureus suslarina MODSA (modified resistant S.
aureus) denilmektedir (Unal ve Akhan 1996). Bu suslar p-laktamaz negatiftir ve mecA
geni tasimazlar. Bu tiirlerde yeni bir direng gelistigi diisiiniiliir. Incelemeler sonucunda
bu bakterilerin PBP’lerden ziyade B-laktam antibiyotiklere baglandiklar1 gdsterilmistir.
Borderline metisilin direnci; bu dirence sahip S. aureus suslarina BORSA (borderline
resistant S. aureus) denilmektedir (El¢i 2005). Metisiline sinir degerde direng gosterirler.
Borderline metisilin direncinde ¢ok fazla miktarda [-laktamaz salgilanmasi olur.

Oksasilin’in MIK degeride 4-8 pg/ml dir (Tiinger 2004).

2.15. Vankomisin

Glikopeptit grubu antibiyotik olan vankomisin ilk olarak Streptomyces
orientalis’in fermentasyonu sonucu izole edilmistir. Vankomisin gram pozitif
bakterilerde hiicre duvarinin yapisina katilan peptidlerin yan zincirlerinin ucundaki
terminalin D-alanin-D-alanin dizisine yiiksek afinite gostererek baglanir. Peptidoglikan

zincirin biyosentezini inhibe ederek bakteri hiicre duvari sentezi bozar (Sancak 2007).

1980’lerden sonra stafilokoklarda yiikselen oranda metisilin direncinin
goriilmesiyle birlikte vankomisin stafilokok infeksiyonlarinin tedavisinde daha ¢ok
kullanilir hale gelmistir. Vankomisinin artan oranda kullanimi glikopeptid

antibiyotiklere de direng gelisebilecegini disiindiirmiis ve 1996’da ‘vankomisine
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duyarliligr azalmis® sus Japonya’daki bilim insanlari tarafindan bildirilmistir. Bu sus
Mu50 olarak isimlendirilmis ve vankomisin i¢in minimun inhibisyon konsantrasyon
(MIK) degeri 8 pg/ml olarak tanimlanmistir. Vankomisine azalmis duyarliligi olan
stafilokoklar ‘VISA’ olarak adlandirilmistir. Hiramatsu ve ark. 1997 yilinda Mu3 adi
verilen yeni bir direng tipi bildirmislerdir. Bu susun vankomisine orta derecede duyarli
oldugu tespit edilmistir ve h-VISA olarak tanimlanmistir. Bu susun MIK degerleri
duyarl sinirlar iginde yer aldig1 ve toplulugun icindeki 1/10%® bakterinin vankomisinin

4-9 ng/ml konsantrasyonlarinda tireyebildigi bildirilmistir (Hiramatsu 1997).
4 farkl fenotipte Vankomisin direng gosterir.

VanA tipi fenotip: Vankomisine yiiksek diizeyde direng goriilir. VanA gen
grubu Tn1546 transpozonu iizerinde bulunur ve plazmid ile bakteriler arasinda kolayca

tasinir.
VanB tipi fenotip: Bu fenotipi tasiyan suglar vankomisine duyarlidir.

VanC tipi fenotip: Bu fenotipi tasiyan suslarin MIK araligi 4-32 pg/mL arasinda

degisir ve igsel bir vankomisin direnci gosterirler.

VanD tipi fenotip: Bu fenotipi tasiyan suslar vankomisine direnglidir. MIK
degeri 64 ng/mL’dir (Onciil 2010).

2.16. Teikoplanin

Teikoplanin ilk kez 1970 yillarinda Actinoplanes teichomyceticus’tan
fermantasyon yolu ile izole edilir. Antimikrobiyal aktivite ve yap1 olarak vankomisine
benzerlik gosterir. Hiicre duvarinin yapisinda bulunan peptidoglikan tabakasinin
muramilpentapeptidin amino acil-D-alanil-D-alanin dizisine baglanir. Hiicre duvari
biyosentezinde peptidoglikan tabakasinin polimerizasyonunu engelleyerek hiicre duvari

olusumunu engeller (Sancak 2011).

Teikoplanin’in molekiil agirligi 1877 ile 1894 dalton arasinda degisir. Biyolojik
aktivitesi ve polaritesi birbirine benzeyen 5 bilesen ve daha polar hidroliz {iriinii olan

Az (1562 dalton molekiil agirligl) olarak isimlendirilen bilesenlerin karisimi olan
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glikopeptid yapisinda bir antibiyotiktir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Teikoplanin’in Acik Formiilii

Teikoplanin’in lipofilik 6zellikte olmasi, daha iyi bir sekilde penetrasyonunu saglar.

Tablo 2.2’ de Teikoplanin bilesenlerinin molekiil agirhklari ve kapah formiilleri

Teikoplanin Bilesenleri Molekiil Agirhig: Kapali Formiil
(g/mol)

T-Az 1877,7 CssHosCI1,NgOs3

T-A,, 1879,7 CssHo7C1;NgO33

T-A,;3 1879,7 CssHo7C1;NgO33

T-Asa 1893,7 CssHssC12N9O33

T-Aos 1893,7 Cs9HosCI2N9O33

Teikoplanin dokulardan yavas salinir, fizyolojik pH’da suda ¢oziinilir ve uzun
yarilanma 6mriine sahiptir. Teikoplanin %90 oraninda proteinlere baglanir, bu nedenle

de bobreklerden temizlenmesi yavastir. Vankomisine oranla daha lipofiliktir ve bunun
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sonucunda intraseliiler fagositlere ve dokulara miikemmel penetre olur (Jawetz 1995).

Stafilokoklarda hiicre duvari kalinligimin artmasi teikoplanin direncine katki

saglamaktadir ve hiicre duvari kalinlig1 azaldiginda direng de azalmaktadir.

Teikoplanin direng operonu tcaRAB (tcaR-tcaA-tcaB) glikopeptit duyarliligin

belirlenmesinde rol almaktadir.

tcaR, hiicre duvarina sabitlenmis proteinler i¢in ilk bildirilen regiilatér olan

icaAADBC, spa, sasF ve sarS transkripsiyonunu diizenler (Chang ve dig. 2014).

tcaA, metal baglama motifli, muhtemelen sensoér-transdiiserli bir varsayimsal

transmembran proteini kodlar.

tcaB, bir bisiklomisin direng proteini ile dizi homolojileri olan bir membrana
bagli protein kodlar (Brandenberger ve dig. 2000). Bu operonun mutasyonu veya

silinmesi teikoplanin direncini arttirdig1 bildirilmistir (Bakthavatchalam 2017).
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3. YONTEM ve GERECLER
3.1. Cahismada Kullanilan Bakteriler

Namik Kemal Universitesi Saglk Uygulama ve Arastirma Merkezi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina Ocak 2017 — Aralik 2017 tarihleri arasinda laboratuvara
gelen kan, yara, idrar, balgam orneklerinden izole edilen stafilokok suslari ¢alismaya
almmistir. Izole edilen suslar kullanilincaya kadar uygun kosullarda -20°C’de

saklanmistir.

3.2. izolasyonda Kullamilan Besiyerleri

3.2.1. Kanh Besiyeri

Cesitli klinik ve polikliniklerden gelen drneklerin Staphylococcus sp. izolasyonu
icin kanli agar besiyeri kullanilmistir. Kanli agar besiyeri hazirlanirken, distile su
icerisine Blood-Agar Base (Biolife) 40 g¢/L olacak sekilde eritilerek pH 7,2’ye
ayarlanmigtir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Ardindan, bu ortam,
50°C’ye kadar sogutularak defibrine koyun kanindan 70 ml eklendikten sonra karistirilip
plaklara dokiilmistiir. Kanli  besiyerinde stafilokoklarin  koloni morfolojileri,

pigmentasyon ve hemoliz tipi 6zellikleri saptanmustir.

3.2.2. Mueller-Hinton Agar

Mueller-Hinton agar, bakterilerin antibiyotiklere direngliliklerinin
belirlenmesinde yapilan antibiyogram testi ig¢in kullanildi. Mueller-Hinton Agar (Biolife)
distile suda 36 g/L olacak sekilde eritilerek pH 7,4’e ayarlanmistir. Otoklavda 121°C’de
15 dakika sterilize edilmistir. Besiyerleri 9 cm ¢apindaki steril petrilere 4 mm derinlik
olacak sekilde diizgiin bir zeminde dokiilmistiir. Etiivde bekletilerek kontaminasyon
kontrolii yapilmistir. Besiyerleri hazirlandiktan sonra en geg bir hafta i¢cinde kullanilmak

tizere buzdolabinda muhafaza edilmistir (Bauer ve dig. 1974).

3.3. Stafilokoklarin Tanimlanmasi
Stafilokoklar; Beta hemoliz, gram boyama, katalaz testi sonuglarina gore

tanimlamalar1 yapilmstir.
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3.3.1. Vitek 2 Otomatize Sistem

Beta hemoliz, gram boyama ve katalaz testlerinden sonra suslar duyarlilik ve
identifikasyon i¢in rutin bir sekilde kullanilan Vitek 2 otomatize sisteme verilmistir.
Vitek 2 otomatize sistem Gram pozitif bakterilerin otomatize kalitatif veya kantitatif
duyarhilik testi i¢in kullanilir. Gram pozitif duyarlilik kartt AST-P536 (bioMerieux) ve
Gram pozitif identifikasyon kart1 (GP) (bioMerieux) kullanilmustir. Steril tuzlu sudan
(%0.45-0.50 NaCl, pH 4.5-7.0) deney tiipiine 3 ml konuldu. Deney tiipene steril 6ze ile
saf kolonilerden aktarilmistir. McFarland 0.5 ile 0.6 arasinda bir yogunlukta homojen bir
stispansiyon hazirlanmistir. Referans sus olarak S. aureus ATCC 29213 kullanilmistir.
Siispansiyon tiipii, AST-P536 kart1 ve GP kart1 kasete yerlestirilmistir. Kasetin cihaza
yiiklenmesi ve veri girisi Vitek 2 otomatize sistem kullanim talimatina uygun sekilde

yapilmustir.

Calismada incelenen suslardan vankomisin duyarli teikoplanin direngli oldugu

belirlenen 30 sus daha sonra tekrar kullanilmak tizere -20°C’de saklanmustir.

3.4. Antibiyogram Testi (Kirby Bauer disk difiizyon yontemi)

Vankomisin duyarli, teikoplanin direngli stafilokok suslarinin antibiyotiklere
duyarliliklari belirlemek i¢in disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Bunun i¢in bir gece
onceden kanli besiyerine suslar ekilmistir. Daha sonra besiyerinden, bir 6ze yardimiyla
stafilokok suslar tiip igideki Mueller-Hinton Broth (MHB) besiyerine ¢ekilmistir. Sivi
besiyerinde bulaniklik McFarland 0.5 gore ayarlanmigtir. Bulanikligi ayarlanan sivi
besiyerinden ekiivyon ¢ubugu ile alinan 6rnek yayma ekim yontemi ile Mueller-Hinton
Agar’a ekildi ve kurumasi beklenmistir. Ardindan, {izerine antibiyotik diskleri 2 cm ara
ile yerlestirilmistir. 37°C’de 18- 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Zon ¢ap1 sinir
degerleri tablo 3.1°de gosterilmistir.
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Tablo 3.1. Antibiyotikler ve zon ¢api simir degerleri

Disk Zon Cap1

Antibiyotik Sembol Grubu Konsa(n:g)alsyonu Smgvllzrc]e;geri
S> | R<

Sefoksitin FOX Beta Laktam 30 22/25 | 22/25
Fusidik Asit FA | Antistafilokokal 10 24 24
Penisilin P Beta Laktam 10 26 26
Tetrasiklin TE Tekrasiklin 30 22 19

Trimetoprim- Siilfanamid 10

Siilfametoksazol, SXT 17 14
Siprofloksasin CIP Florokinolon 5 20 20
Klindamisin CcC Linkozamid 2 22 19
Eritromisin E Makrolit 15 21 18
Gentamisin GM10 | Aminoglikozit 10 18/22 | 18

3.5. Mikrodiliisyon Yontemi

Bir gece oOnceden kanli besiyerinde ekim yapilan Orneklerden birer koloni
alinarak katyon ayari yapilmis Mueller-Hinton Broth’da (KAMHB) McFarland 0.5
yogunlukta bakteri sollisyonu hazirlanmistir. Teikoplaninin ve vankomisin i¢in 256
pg/ml’lik soliisyonlar KAMHB’ta hazirlanmistir. 12 kuyucuklu U tabanli mikroplagin
her bir kuyucuguna 100°er ul KAMHB eklenmistir. Teikoplanin ve vankomisin igin
hazirlanmis ¢6zeltiden ayr1 ayr1 100 pl alinip ilk kuyucuga konulur pipetaj yapilir tekrar
100 pl almip 2. kuyucuga konulur bu sekilde sirayla 11. kuyucuga kadar diliisyon
yapilmstir. 12. Kuyucuk antibiyotik koyulmamistir ve pozitif kontrol olarak
degerlendirilirmistir. Daha sonra onceden hazirlanmis 107 CFU/ml  bakteri
siispansiyonundan 100’er ul alinir 11. kuyucuga koyulmadan tiim kuyucuklara ilave
edilmistir. 11. kuyucuk negatif kontrol olarak degendirilmistir. Daha sonra mikroplak
35°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Tiim suslara ait iiremenin olmadigi en diisiik

konsantrasyon MIK olarak sonuglandirilmistir. Cikan tiim sonuglar EUCAST tarafindan
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belirlenen direng sinir degerlerine gore degerlendirilmistir. (EUCAST 2018).

Tablo 3.2 Vankomisin ve Teikoplanin’in, S. aureus ve KNS’ler i¢cin EUCAST
tarafindan belirlenmis MIK simir degerleri

MIK sinir degeri (mg/L)
S< R>
Teikoplanin, S. aureus 2 2
Teikoplanin, Koagiilaz negatif stafilokoklar 4 4
Vankomisin, S. aureus 2 2
Vankomisin, Koagiilaz negatif stafilokoklar 4 4

3.6. DNA izolasyonu

Bu ¢alismada kullanilan stafilokok suslarinin bir gece 6nceden kanl agarda taze
pasajlari yapilmistir. Yapilan pasajlardan gelistirilen kiltiirler; PureLink® Genomic
DNA Kit (Invitrogen) kullanilarak, iiretici firma 6nerileri dogrultusunda ekstraksiyona
alinmistir. Ekstraksiyon uygulamasindan once kitin onerisi dogrultusunda bazi ¢ozeltiler
hazirlanmistir. 180 pl Lizozim Digestion Buffer (25 mM Tris-HCI, pH 8.0, 2.5 mM
EDTA, 1% Triton X-100) bulunan temiz 1.5 ml’ lik ependorfa bir miktar kiiltiirlerden
alinarak tizerlerine son konsantrasyon 20 mg/ml olacak sekilde lizozim eklenmis ve
vortekslenmistir. Elde edilen karisim 37°C’ de 30 dakika inkiibe edildikten sonra tizerine
20 pl proteinaz K soliisyonu ilave edilip, yavasca vortekslenmistir. Orneklere 200 pl
Genomic Lysis/Binding soliisyonu eklenip vortekslenip homojen soliisyon elde
edilmistir. Ornekler, 55°C’de su banyosunda 30 dakika inkiibe edildikten sonra,
iizerlerine 200 ul ethanol eklenip vortekslenmistir. Ornekler 2 ml'lik toplama tiiplerine
yerlestirilmis olan kit igerisinde bulunan kolonlara alinarak ve 10.000xg’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Sivinin toplandig1 toplama tiipleri atilip ve kolonlar yeni toplama
tiipleri i¢ine yerlestirilmistir. Kolonlara 500 pul wash buffer 1 konularak 10.000xg” de 1
dakika santrifiijlenmistir. Kolonlarin yikanma islemine 500 pl wash buffer 2 eklenrek

santrifiijiin maximum hizinda 3 dakika santrifiijlenerek devam edilmistir. Daha sonra
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toplama tiipleri atilip, kolonlar 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirilmistir. Kolon
tizerine 75 ul eluation buffer konularak 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir ve

maximum hizda 1 dakika santrifiij edilip DNA eldesi saglanmuistir.

Elde edilen DNA ornekleri PCR ile amplifikasyon isleminde kalip olarak
kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

3.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

DNA izolasyonu yapilmis 6rneklerin, teikoplanin direng geni olan tcaA ve tcaR
gen bolgelerinde mutasyon oldugu diisiiniilen niikleotitlerden genBank’tan
yararlanilarak primerler tasarlannmistir (Bakthavatchalam 2017). Uretici firma tarafindan

bu primerlerin sentezi yapilmistir.

Tablo 3.3. Molekiiler biyolojik ¢alismada kullanilmak iizere tasarlanan primerler

Oligo ismi Bulundugu Gen Bolgesi Oligontikleotid dizis / 5' -3

Primer 1 tcaR 5- AAGATCAGCAAAGCAAGTATGGT -3
Primer 2 tcaR 5- CGTCGACTTACTGCTGCTTT -3
Primer 3 tcaR 5-ACCTTTTTCCGTTAGAGCAACA -3
Primer 4 tcaR 5- TCGATAGTGGCTTCGTAGCAT -3'
Primer 5 tcaA 5- TTCCTTGGGCTATCGTTGCG -3'
Primer 6 tcaA 5- TCGCGCGCAAATTTCTTCAT -3

Bu primerler kullanilarak amplifikasyon yapilmigtir. Bu amagla, 25 pl hacimde
10x Taq Buffer, 1.5 mM MgCl», 2 mM deoksiniikleotidtrifosfatlar (dAATP, dGTP, dCTP,
dTTP), 2.5 uM’lik Forward ve Reverse primerleri, 1 {inite Taq DNA polimeraz enzimi
ve 0.5-2 pul template DNA olacak sekilde reaksiyonlar kurulmustur.



32

tcaA bolgesinden tasarlanan primerlerin amplifikasyonlar1 i¢in reaksiyon sartlart:
94 °C 2 dakika (baslangi¢ denatiirasyonu)
94 °C 45 saniye
62 °C 45 saniye 35 Dongii
72 °C 90 saniye
72 °C 10 dakika

4 °C sonsuz

tcaR bolgesinden tasarlanan primerlerin amplifikasyonlari i¢in reaksiyon sartlari:
94 °C 2 dakika (baglangi¢ denatiirasyonu)
94 °C 45 saniye
62 °C 45 saniye 35 Dongii
72 °C 90 saniye
72 °C 10 dakika
4 °C sonsuz

Amplifikasyon islemleri sonrasinda olusan iriinlerin varhigini goésterebilmek

amaciyla amplikonlar agaroz jel icerisinde elektroforez ile goriintiilenmistir.
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4. BULGULAR
Calismamizda Ocak 2017 ve Aralik 2017 tarihleri arasinda Namik Kemal
Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina gonderilen gesitli 6rneklerden izole edilen stafilokok susu incelenmistir.

Incelenen 30 sustan 3’1 S. aureus, 27 si KNS dir.

4.1. Stafilokok suslarinda disk difiizyon yontemi ile metisilin direnci ve bazi

antibiyotiklere duyarhhiklarimin belirlenmesi

Kirby Bauer disk difiizyon yonteminde metisilin direncini belirlemek i¢in 30 pg
sefoksitin (FOX) diski kullamlmistir. Kontrol sus olarak S. aureus ATCC 29213
kullanilmigtir. EUCAST tarafindan belirlenen diren¢ smir degerlerine  gore
degerlendirme yapilmistir. Buna gore 30 Stafilokok susunun 12’si (%40) sefoksitin
duyarl olarak, 18’1 (%60) sefoksitin direngli olarak bulunmustur. Sefoksitin duyarl
olarak bulunan suslar metilisin duyarli olarak yorumlanmistir. Calismada kullanilan 30
Stafilokok susunun metisiline diren¢ durumu, Vitek 2 otomatize sistem ile Kirby Bauer

disk difiizyon yontemi sonuglar1 birbiriyle uyumlu bulunmustur.

Suglarin %40 (12/30)’1 fusidik aside, %6,7(2/30)’si penisiline, %40 (12/30)1
tetrasikline,  %53,3 (16/30)’ti  trimetoprim-siilfametoksazole, %40 (12/30)1
siprofloksasine, %13,3 (4/30)’is klindamisine, %30 (9/30)’ti eritromisine ve %36,7

(11/30)’s1 gentamisine duyarli olarak bulunmustur.

Bu suslarin %60 (18/30)’1 fusidik aside, %93,3 (28/30)’ii penisiline, %36,7
(11/30)’si tetrasikline, %23,3 (7/30)’l trimetoprim-siilfametoksazole, %60 (18/30)’1
siprofloksasine, %40 (12/30)’si klindamisine, %60 (18/30)’1 eritromisine ve %60

(18/30)’1 gentamisine direncli olarak bulunmustur.

Aynmi suslarin %23,3 (7/30)’t4 tetrasikline, %23,3 (7/30)’4 trimetoprim-
siilfametoksazole, %46,7 (14/30)’si klindamisine, %10 (3/30)’u eritromisine ve %3,3
(1/30)’1i gentamisine orta direng gelistirmeye baslamistir. Antibiyogram test sonuglari

Tablo 4.1’de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.1. Stafilokok suslarimin cesitli antibiyotiklere duyarhhk sonuclar:

ANTIBIYOTIiKLER DUYARLI ORTA DIRENC DIRENCLI
SAYISI (%) SAYISI (%) SAYISI (%)
FUSIDIK ASIT 12/30 (40) - 18/30 (60)
PENISILIN 2/30 (6,7) - 28/30 (93,3)
TETRASIKLIN 12/30 (40) 7/30 (23,3) 11/30 (36,7)
Tf‘iMETOPRiM‘ 16/30 (53,3) 7/30 (23,3) 7/30 (23,3)
SULFAMETOKSAZOL
SIPROFLOKSASIN 12/30 (40) - 18/30 (60)
KLINDAMISIN 4/30 (13,3) 14/30 (46,7) 12/30 (40)
ERITROMISIN 9/30 (30) 3/30 (10) 18/30 (60)
GENTAMISIN 11/30 (36,7) 1/30 (3,3) 18/30 (60)

4.2. Vankomisin ve Teikoplaninin mikrodiliisyon

duyarhhbklarmin belirlenmesi

sonuclarina gore

Calismada kullanilan 30 Stafilokok susu daha 6nce vitek 2 otomatize sistem ile

tarama yapilan ve vankomisin duyarli teikoplanine direngli oldugu goriilen suslardan

secilmistir. Altin standart olan mikrodiliisyon sonuglarina goére de higcbir susta

vankomisin direnci gézlenmemistir.




Tablo 4.2. Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerleri (n%) (ng/mL)

Vankomisin MiK Staphylococcus sp.
(128 - 0,25 pg/mL) n=30 (n%o)

1 pg/mL 430 (%10)

2 ng/mL 12/30 (%30)

4 ng/mL 14/30 (%60)

Calisma sonuslarma gore 16 susta vankomisin duyarli bulunmus, 14 susta

vankomisinin orta duyarlilik gosterdigi goriilmiistiir.

Bu suslarin 2 tekrarli olarak yapilan mikrodiliisyon sonucuna gore teikoplanin

icin 15 susun direng gelistirdigi goriilmustiir.

Tablo 4.3. Teikoplanin Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerleri (n%)

Teikoplanin MiK S. aureus KNS
(128 - 0,25 pg/mL) n=3 (n%) n=27 (n%)
1 pg/mL - 2127 (%7,41)
2 ng/mL 213 (%66,67) 2127 (%7,41)
4 pg/mL - 9/27 (%33,33)
8 ug/mL 1/3 (%33,33) 5/27 (%18,52)
16 pg/mL - 1/27 (%3,70)
32 ug/mL - 1/27 (%3,70)
64 pg/mL - 1/27 (%3,70)
128 pg/mL - 6/27 (%22,22)

Teikoplanin MIK sonuglarina gore 3 S. aureus susunun 2’si Teikoplanin duyarl
1’1 Teikoplanin direngli olarak saptanmistir. 27 KNS susunun 13’1 Teikoplanin duyarl
14’1 Teikoplanin direngli olarak saptanmistir. Bu sonuglara gore teikoplanin direng

gelistiren 15 susun 14’tintin KNS, 1 tanesinin S. aureus oldugu bulunmustur.



36

MIK sonuglara gore teikoplanin direngli oldugu saptanan 15 susun metisiline
duyarlilik sonuglar1 incelenmistir. Bu sonuglara gére 10 susun metisilin direngli oldugu
5 susun metisilin duyarli oldugu goriilmiistiir. Bu 5 metisilin duyarli suslardan 1’1

MSSA, 4’iiniin MSKNS oldugu gézlemlenmistir.

Tablo 4.4. 15 susun PCR sirasina gore metisilin durumu

PCR Sus ismi Metisilin

sirasi duyarly/direncli
1. | S. saprophyticus Direncli
2. S. aureus Duyarh
3. S. epidermidis Direngli
4. S. haemolyticus Direngli
5. S. haemolyticus Direngli
6. S. haemolyticus Duyarh
7. S. haemolyticus Duyarh
8. S. epidermidis Direngli
9. S. haemolyticus Direngli
10. | S. haemolyticus Direncli
11. | S. haemolyticus Direncli
12. | S. haemolyticus Direncli
13. | S. haemolyticus Direncli
14. S. epidermidis Duyarh
15. | S. haemolyticus Duyarh

4.3. Teikoplanin direncli bulunan 15 susun DNA izolasyonu

MIK sonuglarina gore teikoplanin dire¢li bulunan 15 sus polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile direng genlerinin varliginin arastirilmasi i¢in PureLink® Genomic
DNA Kiti (Invitrogen) kullanilarak DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Suslardan elde
edilen DNA o6rnekleri agaroz jel elektroforeziyle goriintiilenmistir (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Teikoplanin direngli bulunan Staphylococcus sp. DNA izolasyonu sonrasi

agarose jel elektroforez goriintiisii

4.4. Teikoplanine direncli operondaki (tcaRAB) mutasyonlarin belirlenmesi

Teikoplanine direngli operondaki (tcaRAB) mutasyonlarin varligi, daha once
yapilan MIK sonuglarina gore teikoplanine direngli oldugu goriilen, 15 Stafilokok
susunda teikoplanin diren¢ geninde mutasyon oldugu diisiiniilen bolgelere 6zgii
tasarlanan primerler kullanilarak PCR yontemiyle arastirilmistir. Staphylococcus ATCC

29213 susu negatif kontrol olarak kullanilmistir.

4.4.1. tcaR gen bolgesindeki mutasyon

tcaR gen bolgesindeki mutasyonun arastirilmasi igin Staphylococcus ATCC
29213 susu negatif kontrol olarak kullanilmistir. L44V ve G52V mutastonlarina 6zgii
tasarlanan primerler ile PCR yontemiyle amplifikasyon islemi gerceklesmis ve sus
orneklerinin DNA dizileri amplifiye edilmistir (1,2,3,4,6,7,9,10,11,12,13,15). 5. ve
14.sus Orneklerinde amplifikasyon gerceklesmis olsa da hafif primer dimer olusumu

gozlenmistir. 8. sus 6rneginde hedef bolge cogaltilamamustir. (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. tcaR gen boélgesi. M; marker, N; Negatif kontrol

4.4.2. tcaA gen bolgesindeki mutasyon

tcaA gen bolgesindeki mutasyonun arastirilmasi i¢in Staphylococcus ATCC
29213 susu negatif kontrol olarak kullanilmistir. I3N, I390N ve L4501 mutasyonunlarina
O0zgl tasarlanan primerler ile yapilan, PCR islemi gerg¢eklesmis amplifikasyon

gerceklesmis tiim 6rneklerde dizi ¢ogalmustir. (Sekil 4.3)

M 9 10 1112’13 1415 M

Sekil 4.3. tcaA gen bolgesi. M; marker, N; Negatif kontrol
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Teikoplanine direngli operondaki (tcaRAB) mutasyonlarin belirlenmesine
yonelik gergeklestirilen PCR asamasi ve agaroz jelde goriintiilenmesi sonucunda
amplifikasyonun olup olmadig arastirilmistir. Istenilen hedef bolgenin ¢ogaltilmasinin
tespiti i¢in molekiiler dizileme teknolojileri (Yeni nesil dizileme, Masif paralel dizileme,
Yiiksek kapasiteli dizileme vb.) gibi dizileme teknikleri gerekmektedir. Bu baglamda
tcaR gen bolgesindeki mutasyonlarina (L44V, G52V) ve tcaR gen bolgesindeki
mutasyonlarma (I3N, I390N ve L450I) 6zgl hedef bolgelerin kullandigimiz primerler
araciligiyla amplifiye edilip edilmediginin belirlenmesine yonelik bu tez ¢aligmasinin

devami niteliginde olan dizi analizi yapilacaktir.
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5. TARTISMA
Stafilokoklar, mukoz ve deri membranlarda mikroflora eleman1 olarak yasarlar.
Farkl tiirler ile c¢esitli hastaliklar yapabilen klinik agidan 6nemli bir bakteri cinsidir.
Staphylococcus aureus, birden fazla patojenik faktorii ile gesitli organ ve dokularda
riskli enfeksiyonlar olusturabilen ¢ok oOnemli bir Stafilokok tiirtidiir. KNS olarak
adlandirilan Koagiilaz Negatif Stafilokok tiirleri ge¢mis yillarda yalnizca mikroflora
eleman1 olarak goriliirken, giiniimiizde hastane kaynakli enfeksiyon etkenlerinden

sayilmaktadir (Gemmel 2004).

Stafilokoklarin en ¢ok sebep oldugu enfeksiyonlar arasinda deri enfeksiyonlart,
osteomyelit, solunum sistemi enfeksiyonlar1 ve endokardit yer almaktadir. Metisilin
direnci hem S. aureus hem de KNS suslarinda ciddi bir morbidite ve mortalite nedenidir
(Tenover ve dig. 2004).

Sefalosporinlerin 1970’11 yillardan sonra yaygin kullanilmasiyla metisilin direnci
artty  gostermigtir.  1980°li  yillardan itibaren MRSA suslar1 hastane kaynakli
enfeksiyonlarda sorunlara neden olmus, gliniimiizde ise toplum kaynakli enfeksiyonlarda

da sorunlar ¢gikarmaya devam etmektedir (Diindar 2000).

Giintimiizde metisilin direnci stafilokoklar i¢in giderek artan bir 6neme sahiptir.
Bu direng mecA gen bolgesiyle kodlanir ve penisilin baglayan protein 2a/2’tiretilmesi
sonucu meydana gelmektedir. Bu proteinin beta-laktam grubu antibiyotiklere afinitesi
cok azdir ve bu sebeple biitiin beta-laktam ve beta-laktam tiirevi antibiyotiklere dirence
yol agmaktadir (Zhu ve dig. 2006).

Bu gen bdlgesinin tanimlanmasi ile rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda daima
metisilin direnci varligini tespit etmek sorun teskil etmistir. Kat1 besiyerinde oksasilin
bulunan tarama testleri, sefoksitin disk difiizyon yontemi, sivi mikrodiliisyon yontem,
E-test ve mecA geni veya onun lriinii olan PBP2a’nin tespit edilmesi gibi yontemlerle

metisilin direnci varlig1 saptanir (Perez ve dig. 2007).

Metisilin direnci belirlemede hatalar olusmasi ciddi klinik sorunlara sebep

olabilir. Yanlis belirlenen direncli sonuglar gereksiz izolasyon tedbirlerinin alinmasina
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ve glikopeptitlerin asir1 kullanimina, yanlis belirlenen duyarli sonuglar ise tedavide

yetersizlige sebep olmaktadir (Uzun ve dig. 2013).

Calismamizda Kirby Bauer disk difiizyon yontemi ile 30 pg sefoksitin (FOX)
diski kullanilmistir. Incelenen 30 stafilokok susunda %60 Metisilin direnci, %40

oraninda metisilin duyarlilig1 bulunmustur.

Stafilokoklarin makrolidlere kars direng gelistirmesi hedef bolge modifikasyonu,
ilacin inaktivasyonu ve disa atim pompa aktivasyonu gibi durumlarda ortaya
cikmaktadir. Ulkemizde yapilan bircok ¢alisma sonuclara bakildiginda stafilokoklarda
eritromisin direnci %40-85, eritromisin duyarlilik durumu %2-27 arasinda degisen
oranlarda bildirilmistir. Klindamisin direnci ise %11-64 arasinda degismektedir (Ozel ve
dig. 2017).

Calismamizda tespit ettigimiz eritromisin direngli stafilokok susu orani %60,
duyarli stafilokok susu oran1i %30 olarak bulunmustur. Tespit ettigimiz oranlar

tilkemizde yapilan diger ¢alismalarla uyumlu bulunmustur.

Bizim ¢alismamizda da klindamisin direng¢ oram1i %40 direngli, %46,7 orta
direncli ve %13,3 duyarli olarak bulunmustur. Calismamizdaki klindamisin direng

oranlarindaki sonuclar iilkemizde yapilan diger ¢alismalarla uyumlu bulunmustur.

Aminoglikozidler, baz1 bakteriyel enzimler araciligiyla etki oranlar
degistirilmektedir. Bu enzimler tarafindan kodlanmis olan genler transpozonlar ve
plazmidler ile bakteriler arasinda tasinmaktadir. Bu sekilde gelisen aktarilabilir bir
direng ozelligi sergilemektedirler (Topgu ve dig. 2002). Buna gore iilkemizde yapilan
calismalara bakildiginda stafilokok suslari igin gentamisin direng oranlar1 %12,8 ve

%41,2 arasinda oldugu goriilmektedir (Turhanoglu ve dig. 2018).

Calismamizda gentamisin i¢in diren¢ oranlarmma bakildiginda %36,7’si
gentamisine duyarli, 9%3,3’li gentamisine orta direng gelistirdigi ve %60’ mnin
gentamisine direng gelistirdigi goriilmektedir. Gentamisine diren¢ oraninin iilkemizde

yapilan diger ¢alismalara kiyasla daha fazla ¢iktig1 goriilmiistiir.

Karadag ve ark. yaptigi ¢aligmaya gore S. aureus’da ve KNS’ler de penisilin i¢in
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antibiyotik diren¢ oranina bakildiginda sirasiyla %94,6-97,2 olarak bildirilmistir (Kart
ve dig. 2011).

Bizim ¢alismamizda penisilin i¢in direng orani, S. aureus ve KNS’ler de %93,3

olarak bulunmus ve bu sonug diger ¢alismalarla uyumlu bulunmustur.

Stafilokoklarda antibiyotik  direnglerine  bakildiginda, Turhanoglu ve
arkadaslarinin yaptigi caligmaya gore iilkemizde genel olarak direng oranlari
Trimetoprim/Siilfametoksazol  ig¢in  %3,5-27,0; tetrasiklin  i¢in  %31,2-58,2;
siprofloksasine i¢in %45-60; fusidik asit i¢in %3,2-37,5 oranlarinda degismektedir
(Turhanoglu ve dig. 2018).

Calismamizda trimetoprim-siilfametoksazole, tetrasikline ve siprofloksasine
strasiyla %23,3, %36,7 ve %60 direngli olarak bulunmustur. Bu sonuglar yapilan diger
calismalarla uyumlu bulunmustur. Calismamizda fusidik asid diren¢ orant %60 olarak
bulunmus ve bu sonugta iilkemizde yapilan diger caligmalardan daha yiiksek

bulunmustur.

Tiirkiye’de vankomisine 1994°te teikoplanine 1996’da kullanim izini verilmistir.

Bu tarihler ile birlikte klinikte kullanimlar1 artmistir (Ariza ve dig. 1999).

Glikopeptid antibiyotik olan vankomisin ve teikoplanin 6zellikle MRSA ve beta
laktam direnci gosteren klinik suslarda kullanilmaktadir. Vankomisine karsi enterekok
ve stafilokoklarda direng gelismesi ortaya ¢ikinca glikopeptid antibiyotiklerin duyarlilik

durumlarinin tespiti dnemli hala gelmistir (Camargo ve dig. 2011).

Klinik suslarda glikopeptidlere yiiksek MIK degerleri goze ¢arpmaktadir. Bu da
Stafilokoklarin sebep oldugu infeksiyonlarda glikopeptid ile tedavilerde yetersiz klinik
yanit olusturmaktadir. Ayrica farkli ¢alismalarda MIK degerlerindeki artigin, klinik
yanittaki bagariy1 etkiledigi 6n goriilmektedir (Lodise ve dig. 2008).

Stafilokok suslarinda, vankomisin duyarliliginin belirlenmesinde CLSI M100-
S23 rehberi sivi mikrodiliisyon yontemini (SMD) énermektedir. Ustelik disk difiizyon
yonteminin (DD) vankomisin i¢in giivenilir olmadigini, duyarl suslar1 orta derecede

duyarl ya da direngli suslarindan ayirmak igin yetersiz oldugunu bildirmektedir. CLSI
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M100-S23 rehberi teikoplanin i¢in zon caplar1 bildirmektedir. Buna ragmen teikoplanin
icin de DD yonteminin direngli ya da orta duyarli suslar1 duyarli suslardan ayirmada

etkinliginin ag¢ik olmadig1 belirtilmektedir. (CLSI 2013).

EUCAST rehberi vankomisin ve teikoplanin i¢cin DD yonteminde kullanilmak
tizere herhangi bir zon capr siir degeri onermemektedir. DD yOnteminin gilivenilir

olmadigini bildirmektedir. (EUCAST 2015).

Calismamizda da vankomisin ve teikoplanin duyarlilifini belirlemek i¢in sivi
mikrodiliisyon ydntemi kullanilmustir. iki tekrarli olarak yapilan calismada sonuglar

birbiriyle uyumlu ¢ikmistir.

Japonya'dan Hiramatsu ve arkadaslar1 1996 yilinda ilk kez sivi mikrodiliisyon
yontemi ile vankomisine 8 pg/ml deger ile azalmig duyarlilik gosteren MRSA klinik
susunu tanimlamiglardir (Hiramatsu ve dig. 1997). Bunun iizerine Japonya’da 6,625 S.
aureus susu ile yapilan ¢alismada vankomisin direncine rastlanmamustir (Ike ve dig.
2001). Fakat daha sonra Fransa'da bir ve Amerika'da iki S. aureus susunda vankomisine
azalmig duyarlilik bildirilmistir (Smith ve dig. 1999).

Bu olgulara bakildiginda direng gelisiminden 6nceki donemlerde ¢ogu kez ve
uzun stireli olarak vankomisin veya teikoplanin tedavisinin uygulanmis olmasi ortak

ozellik olarak sayilabilir.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) Vankomisin i¢in MIK
degerleri 8 pg/ml olarak saptanan bu suslara Vancomycin-intermediate S. aureus; VISA

(vankomisine orta diizeyde duyarli S. aureus) olarak isimlendirmistir (Ploy ve dig.1998).

Hiramatsu ve arkadaslar1 VISA suslarmin yayilmasindan kisa bir siire sonra 1997
yilinda yaptiklar1 ¢alisma sonucunda "heterojen VISA (hVISA)" olarak isimlendirilen
yeni bir vankomisin direng tipi bildirmislerdir. "Mu 3" olarak isimlendirilen ilk hVISA
susundan sonra farkli iilkelerde degisen oranlarda hVISA suslari bildirilmistir (Howden
ve dig. 2010).

Tirkiye’de ise 1998 yilinda Giilay ve ark. tarafindan ilkkez hVISA susu
bildirilmistir (Giilay ve dig. 1998).
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Yapilan c¢alismalar sonucunda hVISA suslarinin goriilme sikligi %0.71-65
seklinde degiskenlik gostermektedir (Sancak ve dig. 2005).

Stafilokok suslarinda goriilen bu vankomisine artan direng gelisimini takiben
Michigan'da 2002 yilinda bir diyaliz hastasinda ilk kez vankomisine direncli S. aureus
(VRSA) susu bildirilmistir. Simdiye kadar birden fazla VRSA infeksiyonu oldugu
bildirilmistir. Glikopeptid diren¢ mekanizmalar1 VRSA'larda ve VISA/hVISA suglarinda
birbirinden farklilik gosterir. Bu vakalarin hepsinde PCR ile vanA geni tespit edilmistir.
Bu gen, vankomisine direngli enterokoklardan (VRE) plazmid ile Stafilokoklara
aktarildig digiiniilmektedir (Gould 2011).

hVISA ve VISA suslarinda vanA geni bulunmaz. Bu suslarda vankomisin
direncinden sorumlu olan mekanizma tam olarak ag¢iklik kazanmamustir. Yapilan birgok
calisma sonucunda hVISA ve VISA suslarinda hiicre duvarinin, vankomisine duyarl

olan Stafilokok suslarinda daha kalin oldugu gozlemlenmistir (McAleese ve dig. 2006).

S. aureus i¢in vankomisin MIK smir degerleri, < 4 pg/ml duyarli, 8-16 ug/ml orta
duyarl ve > 32 pg/ml direncli olarak kabul edilmistir. in vitro duyarlilik sonuglari ile
elde edilen klinik sonuglar arasindaki korelasyonu artirabilmek i¢in 2006 yilinda CLSI
MIK direng smir degerlerini diisirmiistiir. Giliniimiizde diren¢ smir degerlerine gore
MIK < 2 pg/ml olan izolatlar duyarli, 4-8 pg/ml olan izolatlar VISA ve > 16 ug/ml
olanlar VRSA olarak kabul edilmektedir. Buna gore daha onceden hVISA olarak
tanimlanmis Olan suglar yeni belirlenmis olan degerlere gére VISA olarak kabul
edilmektedir (CLSI 2010).

2009 yilinda "European Committee of Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST)" VISA tanimini tamamen kaldirarak vankomisin MIK degeri> 4 pg/ml olan

tiim S. aureus izolatlarini vankomisine direngli olarak kabul etmistir (EUCAST 2015).

VISA, hVISA ve VRSA suglarinin yani sira son yillarda o6zellikle farklh
merkezlerde ortaya ¢ikan vankomisin MIK degerlerinde goriilen yiikselme baska bir
problem olarak goriilmektedir. Cesitli klinik orneklerden izole edilen stafilokok

suglarinda vankomisin MIK degerleri, CLSI direng¢ sinir degerlerinin altinda olmasina
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ragmen, yillara gore degerlendirme yapildiginda vankomisin MIK degerlerinde
yiikselmeler oldugu gozlenmistir (Moise ve dig. 2009).

Bizim ¢alismamizin MIK sonuglaria gore de vankomisin i¢in direng gelismedigi
goriildi. Fakat MIK degeri 4 pg/ml olan sus oraninin %60 oldugu bulunmustur. Bu

oranin vankomisin MIK degerinde yiikselmeler oldugu goriilmektedir.

Bakthavatchalam ve arkadaslarinin  yaptigi ¢alismaya gore Hindistan'da
metisiline duyarli (MS) S. haemolyticus kan akimi infeksiyonu olan ve teikoplanine
diren¢ ve vankomisin ara direng profili gosteren ilk olgu bildirilmistir (Bakthavatchalam
ve dig. 2017).

Bizim caligmamizda metisilin, vankomisin duyarli teikoplanin direngli 5 sus
tespit edilmistir. Bu suglardan 1 tanesi MSSA 4 tanesi MSKNS oldugu yapilan analizler

sonucunda tespit edilmistir.

Bakthavatchalam ve ark. izole ettikleri S. haemolyticus susunun gen dizisini
cikarmig ve sonu¢ olarak tcaRAB operonunda tcaA ve tcaR gen bdlgelerinde yer
degistirme mutasyonlari oldugunu bildirmislerdir. Bu gen dizisinde bulunan yer
degistirme mutasyonununda, vankomisine diren¢ gelisimi ile ilgili aday genlerin
bulundugunu tespit etmislerdir. Teikoplanin direncinin bu nedenle vankomisin direnci

yolunu hazirladig: diisiiniilmektedir (Bakthavatchalam ve dig. 2017).

Calismamizda Bakthavatchalam ve arkadaglarinin tespit ettigi yer degistirme
mutasyonlarina denk gelecek primerler tasarlanmistir. Bu primerle ile teikoplanin
direnci bulunan 15 sus PCR ile analiz edilmistir. Bu suslardan 10 tanesi metisilin
direngli, vankomisin duyarli ve teikoplanin direnc¢li, 5 tanesi metisilin, vankomisin

duyarl teikoplanin direngli olarak tespit edilmistir.

Glikopeptid duyarliliginin  belirlenmesinde teikoplanine direngli operon
(tcaRAB) 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu operonun genomik bir bélgesinin silinmesi
veya mutasyonunun teikoplanin direnci seviyesini arttirdigi bildirilmistir. Glikopeptid
direnci, metisiline direngli S. haemolyticus popiilasyonunda sik goriilen bir olaydir fakat

nadiren metisiline duyarli S. haemolyticus’te teikoplanin direnci bildirilmektedir
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(Bakthavatchalam ve dig. 2017).

TcaA'nin inaktivasyonu, silinmesi veya mutasyonu teikoplanin direncini arttirir.
tcaA'nin inaktivasyonunun kombine mekanizmasini teikoplanin direnci seviyesini

artirabilecegini gostermektedir (Vimberg ve dig. 2017).

Bizim calismamizda teikoplanin direnci tcaRAB lokusundaki mutasyonlara 6zgii
primerler tasarlanmis ve firmadan ticari primerler temin edilmistir. Bu primerlerle PCR

yontemi kullanilarak hedef bolgeye 6zgii dizilerin amplifikasyonu incelenmistir.

Metisilin, vankomisin duyarli teikoplanin direngli olan 5 sus Bakthavatchalam ve
ark. buldugu yer degistirme mutasyonlarna 6zgli tasarlanan primerlerle yapilan PCR
islemine gore gen bolgesi varligr tespit edilmistir. Bakthavatchalam ve ark.
calismasindan farkli olarak bizim calismamizda, tcaR ve tcaA gen bdlgesi ic¢in
tasarlanan primerler kullanilarak PCR yontemiyle metisilin duyarli Staphylococcus
aureus da da tespit edilmistir. Ayrica metisilin direngli olan Stafilokok suslarinda da gen

bolgesi varligi tespit edildigi goriilmiistiir.

lleride Namik Kemal Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarida
yapilacak olan hiicre kiiltiirii ve molekiiler genetik ¢alismalarinda s6z konusu

mutasyonlarin etkilerinin ¢aligilabilmesi i¢in gerekli veriler olusturulmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Metisilin ~ direngli ~ stafilokok infeksiyonlarinda glikopeptid antibiyotikler
kullanilmaktadir. Antibiyotik kullaniminin artmasiyla diren¢ gelisimi bilindiktir. Fakat
metisilin duyarh stafilokok suslarinda glikopeptidlere direng gelistirmesi ileri derecede
glikopeptid direnci olusumunun endisesini yaratmaktadir. Metisilin  direncinin
degerlendirilmesi bu durumda o6nem kazanmakta ve klinik suslarda direncin

belirlenmesinde es zamanli uygulamalar yapilmasi 6nerilmektedir.

Teikoplanin direncinin gelismesi, vankomisin direncinin olusmasina zemin
hazirladig1 diistiniilmektedir. Bakteriler arasinda plazmid ile genlerin aktarilmasi tespit
edilen mutasyonlarin farkli suslarada tasinabilecegini gostermektedir. Bu nedenle
stafilokok infeksiyonlarinda metisilin, vankomisin ve teikoplanin direncinini

belirlemede daha dikkatli olunmalidir.

Stafilokoklarda teikoplanin direnci tcaRAB lokusunda delesyonlar ve
mutasyonlar ile iligkili oldugu bildirilmektedir. Calisma sonuc¢larimizda gosterdigimiz
metisilin, vankomisin duyarli teikoplanin direngli olan 5 susta, yer degistirme
mutasyonlarina 6zgii tasarlanan primerlerle yapilan PCR islemine gore gen bdlgesi
varligi tespit edilmistir. Bu da metisilin ve vankomisin direnci gelismeden teikoplanin
direnci gelisebilecegini gostermektedir. Vankomisin direncinin onceki adimi olarak
diistiniilen teikoplanin direncini, bu mutasyonlarin tespitinin dnemini géstermektedir. Bu
mutasyonlar ile ilgili daha kapsamli calismalar yapilip mutasyonlarin tanimlanmasi,

teikoplanin direncinin daha hizli ve basarili bir sekilde analizini saglayabilir.
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