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1. GIRIS VE AMAC

Neden olduklart mortalite, morbidite ve yiiksek tedavi maliyetleri nedeniyle,
temel bir toplum saglig1 problemi olusturan stafilokoklar arasinda, igerdigi cesitli
virtilans faktorleriyle en Onemli patojen Staphylococcus aureus’tur. S.aureus
ozellikle cilt ve yumusak doku olmak uzere (fronkiil, seliilit, impetigo gibi), derin
doku enfeksiyonlan (osteomyelit, septik artrit, endokardit, karaciger, dalak apsesi),
pnémoni, bakteriyemi, endokardit, toksik sok sendromu gibi gesitli enfeksiyonlarin
onde gelen insan patojenidir. S. aureus tim diinyada enfeksiyonlardan en sik izole

edilen ¢oklu ilag¢ direncine sahip mikroorganizmalardandir (1-4).

S. aureus’a bagl enfeksiyonlarin patogenezinde, bakterinin yiizeyel
komponentleri ve virilans faktorleri 6énemli rol oynamaktadir. Virtilans faktoreri
arasinda yer alan Panton-Valentine Ilokosidin (PVL) notrofiller, monositler ve

makrofajlarda por olugumuna yol agarak, parcalanmalarina neden olmaktadir (2).

Toplum kokenli cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari ile nekrotizan
pnomonilerden izole edilen S. aureus suglan tarafindan salgilanan 6nemli bir virilans
faktorii olan PVL; ilk defa 1932 yilinda Panton ve Valentine tarafindan tarif edilen,
l6kositleri pargalayan, genis doku nekrozuna ve ciddi enfeksiyona neden olabilen bir
sitotoksindir (5). PVL tastyan S. aureus suslart genellikle; nekrotizan piyojenik deri
enfeksiyonlan, sellilit, doku nekrozu, ayrica; septik artrit, osteomyelit, pyomiyozit,

sepsis, nekrotizan pnémoniye neden olabilmektedir (6-8).



Panton—Valentine okosidin; S.aureus’un Gama-hemolizinleri ile birlikte
bikomponent  synergohymenotpropic  toksinleri i¢inde bulunan  spesifik
ekzotoksinidir. Bunlardan bird F sinifina (LukF-PV, LukF-R, LukF-I, LukM, HIgB),
digeri S sinifina (/ukS-PV, lukS-R, lukS-I, HIgA, HIgC) ait iki komponentten olusur.
In vivo olarak bu lokosidal tiriinlerin lokal ve jeneralize etkilerinin gok az bilinmesi
nedeni ile, bu toksinlerin Uretimi ve stafilokok enfeksiyonlarindaki patolojisi

arasindaki iligki ile gok az sayida veri mevcuttur (2,3).

Panton—Valentine Iokosidin sentezleyen suslar tarafindan olusturulan
enfeksiyonlar daha siddetli seyretmekte, hatta climlere neden olabilmektedir. Son iki
dekatta tim dinyada, bakteriyofaja bagli PVL gen transferi ile PVL pozitif suglarin
klonal yayilimi o6nemli halk sagligi problemlerine neden olmaktadir (7). Bu
16kosidin, ¢zellikle toplum kokenli S.aureus suslaninda sik gorilmekle birlikte,
yaptlan caligmalar PVL pozitif suslarin hastane ortamlarinda da hizla yayilmaya
basgladigimi gostermektedir (9). Hastanelerde yayilim gosteren mikroorganizmalarin
molekiiler yontemlerle belirlenmesi; enfeksiyon seyrinin izlenmesi, uygulanan
enfeksiyon kontrol oOnlemlerinin degerlendirilmesi, salgin sirasinda izolatlar
arasindaki klonal iligkinin anlasilmast ve hakim klonlarin belirlenmesi agisindan
buyik yarar saglamaktadir. Bu nedenle hastanemizde izole edilen S.aureus
suglarinda PVL varligi ve sikligt aragtinlarak, klonal iligkinin belirlenmesi

amagclanmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Staphylococcus aureus
2.1.1 Tarihce ve siniflandirma

Stafilokoklar ilk kez 1878’de Robert Koch tarafindan tanimlanmistir.
Alexander Ogston ise 1881 yilinda fare ve kobaylar igin patojen oldugunu gostermis,
stafilokok adim ilk kez kullanmigtir. Rosenbach 1884’te iki farkli pigmente sahip
stafilokok koloni tipi tanimlamis; Staphylococcus aureus (sar1) ve Staphylococcus
albus (beyaz) olarak isimlendirmigtir. Dogada yaygin olarak bulunan stafilokok’lar;
Micrococcaceae ailesi iginde yer alan 4 cins’ten (Planococcus, Micrococcus,
Stomatococcus ve Staphylococcus) biridir. Ancak ileri genetik calismalar (DNA-
ribozomal RNA hibridizasyon, 16S rRNA sekans analizi) ve kemotaksonomik
analizler (hiicre duvar yapisi, hiicresel yag asitleri) sonrasinda stafilokoklar;
Gamella, Macrococcus ve Salinicoccus ile birlikte Firmicutes filum’un da aile V,
genus 1’de (Staphylococcaceae) yer almigtir (10-14). Guinimuzde, Staphylococcus
cinsi 17’si insanlarda hastalik olusturabilen ve klinik 6rneklerinden saptanmig toplam
35 tirden olusmaktadir (12,13,15). Insanlarda hastalik etkeni olarak izole edilen
stafilokoklar, Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda koagiilaz enzim {retimlerine
dayanilarak siniflandinldiginda; yalmz S. awureus koagilaz pozitif olup; diger
stafilokok tiirleri ise koagiilaz negatif stafilokoklar olarak degerlendirilmekte ve
tanmimlanmaktadir (12,13,15-17).



Stafilokoklar cilt, iist solunum yollari, gastrointestinal sistem ve vajinanin
normal flora iyesidir. Insan saghi@g agisindan en onemli tic Staphylococcus
aureus’tur. S. aureus, stafilokokal enterotoksin, toksik sok sendromu toksin—1,
eksfolyatif toksin ve Panton-Valentine lokosidin gibi klinik bulgulardan sorumlu bazi
ekzoproteinler dahil 30'dan fazla farkl: ekstraselliiler iiriin salgilamaktadir. Insanlarda
kan, alt solunum yolu, deri ve yumusak dokuyu igeren g¢esitli bakteriyel

enfeksiyonlarin 6nde gelen nedenidir (10,14,18).

Van de Velde 1894 yilinda, S. aureus tarafindan tretilen "substans leukocide"
veya lokosidin olarak adlandirdigi, 16kositlerin lizizine yol agan bir madde tespit
etmigtir (19,20). 1932 yilinda ise Panton ve Valentine farkl: bir hemolitik 16kotoksin
kesfederek, bu lokosidin varligt (PVL) ile ozellikle bazi oliimcil olabilen
enfeksiyonlar yamnda karbonkiil gibi ciddi cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar
arasindaki iligkiyi gostermigtir (5,20). J. Wright ise 1936 yilinda ilk kez “Panton-
Valentine lokosidin ” ismini kullanmugtir. 1957 yilinda G.P. Gladstone ve W.E. van
Heyningen PVL’nin graniilositler ve makrofajlar tizerine selektif etkisini
tammlamiglardir. 1959 ylinda ise AM. Woodin PVL’yi saf olarak elde etmeyi
basarmig, ‘fast’ F ve ‘slow’ S komponentlerini tarif etmigtir. 1972’de Kamio PVL
geninin; phiPVL ve phiSLT ismini verdikleri iki bakteriofaj tarafindan tasindigim
gostermis, S ve F komponentlerini olusturan genleri tarif etmigtir. 1995 yilinda ise
Prevost ve arkadaslan PVL’yi sekanslayarak, katyon degisim kromatografisindeki
ayrigma profillerine gore S (yavas ayrisan-“slow eluted”) ve F (huzli ayrnigan-“fast
eluted”) (iukS-PV ve lukF-PV) olarak adlandirilmiglardir (5,19,21-30) .

Kraus ve Clairmont 1900 yilinda alfa toksini, Glenny ve Stevens 1935’te beta
toksinini, 1938’de Smith ve Price gama toksini, Williams ile Harper 1947°de delta
toksini tanimlamiglardir. 1978 yilinda ise Todd ve arkadaslar tarafindan “Toksik Sok
Sendromu” tanimlanmusgtir. Alexander Fleming’in 1928 yilinda penisilin’i bulmasi ile
stafilokoklara karst 1940 yilinda penisilin G tedavide kullamlmaya baslanmustir.
Ancak, 1944 yilinda penisilin’e direngli, penisilini parcalayan enzim (penisilinaz)
tireten suglar Kirby tarafindan tespit edilmigtir. 1950’1li yillarda penisilin yani sira
tetrasiklin, eritromisin ve streptomisin gibi antibiyotiklere de direng gelisimi

gozlenmisgtir (31). 1960’1 yillarda penisilinaza dayanikli metisilin, oksasilin, nafsilin



gibi yar1 sentetik penisilinler kullanilmaya baglanmigtir. Ancak 1961 yilinda
Ingiltere’de ilk metisilin direngli S.aureus’un (MRSA) gosterilmesi ile direng
gelisiminin  6nemi anlagilmigtir. Metisilin  direng yayithmi  1970°li  yillarda
sefalosporinlerin kullaniminin artmasi ile hizli bir ivme kazanmigtir. 1980°1li yillarin
baslarindan itibaren de MRSA suslarinda ¢oklu antibiyotik direnci ortaya ¢ikmaya
baglamistir. MRSA suglann tim Dbeta-laktam antibiyotiklere direnglidir ve
enfeksiyonlaninin  tedavisinde genellikle glikopeptid grubu  antibiyotikler
kullanilmaktadir. Ik kez 1996 yilinda Japonya’dan vankomisine orta duyarli
S.aureus bildirilmis ve 2002 yilinda ise A.B.D’de vankomisin direngli S.aureus
(VRSA) suslarimn saptanmasi, glikopeptidlere direncli S.aureus suslarim ortaya
cikarmigtir (32-34).

Her gegen giin hastane kokenli ve toplum kokenli S. aureus goriillme siklig
artmakta, salgiladig1 enzim ve toksinler ve ayrica ¢ok kisa siirelerde antibiyotiklere

direng gelistirebilmesi nedeni ile tedavisi zor enfeksiyonlara neden olmaktadir.
2.1.2 Staphylococcus aureus’un Genel ozellikleri

Stafilokoklar hareketsiz, sporsuz, 0.5-1.5 um c¢apinda, mikroskobik
goriiniimii iztim salkimi geklinde gruplar olusturan, anaerop olan S. aureus subsp.
anaerobius ve S. saccharolyticus disinda fakiltatif anaerop Gram pozitif koklardir
(12,13,35,36). S. aureus’un genomunda guanin-sitozin (G+C) oram %32 dir.
Yaklagik 2400 baz ¢iftli gen tasiyan 2.8Mb’lik sirkiiler bir kromozom, genomun
%84.5’ini olusturan 2600 Open Reading Frame (ORF) bolgesi, profajlar, plazmidler
ve transpozonlara sahiptir. Bakterinin virilans ve direngten sorumlu genlerinin en sik

aktarilma yolu transdiiksiyondur (37,38).

Kanli agar ve diger adi besiyerlerinde aerop ve anaerop ortamda 37°C de
kolayca tretilebilir. Yiksek tuz konsantrasyonunda (%10 NaCl) ve 18-40°C de
ureyebilme ozelliklerine sahiptirler. Kanli agarda 18-24 saatte kolonileri kiigiik,
yuvarlak veya oval, dizgiin kenarli, mat, 1-4 mm ¢apinda S koloniler yapar. Kanli
agarda §. aureus kokenlerin ¢cogunda beta hemoliz ve altin sarisi pigment goriiliir.
Kolonilere altin sarisi rengini karotenoid pigmentleri vermektedir. Mikrokapsiile

sahip suslar mukoid koloni olugturabilirler. Klinik materyalden stafilokoklar izole



etmek i¢in selektif besiyeri olarak mannitol tuzlu agar kullanilabilir. Bu agar %10
NaCl, mannitol ve pH indikatori olarak fenol kirmizisini igerir. Bu besiyerinde
yiiksek konsantrasyonda NaCl varliginda ireyebilen S. aureus mannitolu fermente
ederek sar1 hale ile gevrili koloniler olusturur. %5 koyun kanli agarda 24 saatte
tirerken, mannitol ve NaCl agar ve diger selektif besiyerlerinde tireme igin en az 48—

72 saat inkiibasyon gerekli olabilmektedir (4,13,39).

Stafilokoklarin 200 ug/ml lizostafinle erimeleri, 0.04 U basitrasine direngli,
100 pg furazolidona duyarli, oksidaz negatif, anaerop ortamda glikozdan ve 0.4
pg/ml eritromisin varliginda gliserolden asit olusturmalan ile diger Gram pozitif
koklardan ayirt edilirler. Stafilokoklar kuru hava kosullarina, 1siya (50°C’ye 30
dakika) ve %10 sodyum kloriire dayaniklidirlar. Fakat %3 Heksaklorofen gibi giiglii
kimyasallar ile kolayca inaktive edilebilirler (13,39).

Insanlar igin major patojen olan S. aureus diger stafilokoklardan farkl: olarak
koagiilaz pozitiftir. Normal flora tiyesi olan koagiilaz negatif stafilokoklar ise nadiren
enfeksiyonlara neden olabilir. Koagiilaz negatif stafilokoklarin neden oldugu
enfeksiyonlann yaklagik %75°1 S. epidermidis, S. lugdunensis, S. warneri, S. hominis
gibi suslardan kaynaklanmaktadir. S. saprophyticus daha ¢ok geng kadinlarda iiriner
sistem enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Diger tiirler ise daha ¢ok veterinerlikte

onemlidir (12,13,39).
2.1.3 Staphylococcus aureus’un virulans faktorleri
2.1.3.1 Kapsiiler Polisakkarit

Cogu stafilokok, bir kag polisakkarit iceren mikrokapsiiller iretmektedir.
Klinik izolatlarinin %90’ indan fazlasinda polisakkarit kapsiil treten S. aureus’a ait
farklt 11 kapsiil serotipi bildirilmigtir. S. aureus’un kapsiil tip 1 ve tip 2 izolatlan
fazla miktarlarda polisakkarit tretir ve kiiltiir plaklannda mukoid goriiliir. Kapsiil tip
5 ve 8 Kklinik enfeksiyonlarin %75’inden fazlasindan sorumludur (4,12,40,41).
Organizmanin polimorfoniikleer 16kosit (PMNL)’lerce sindirimini engelleyebilen bu

ekzopolisakkarit, konak hiicrelere ve protez cihazlara baglanmada rol oynar.



2.1.3.2 Hiicre Duvar1 Yapisi

Stafilokoklarin hiicre duvari; peptidoglikan, teikoik asit ve protein A olmak
uzere Ui¢ ana komponentten olusur. S. aureus’un hiicre duvarinin esas komponenti,

hiicre duvarinin % 50’sini olusturan peptidoglikan tabakadir (12,13,41).
2.1.3.2.1 Peptidoglikan tabaka

Peptidoglikan tabaka stafilokok hiicre duvanmin %50’sini  olusturur.
Peptidoglikan tabakanin temel 6gesi glikan zincirlerdir. Glikan zincir tabakalarindan
olusan peptidoglikan iskelet N-asetilmuramik asit ve N-asetilglukozaminin 10-12
degisken subunitinden meydana gelir. N-asetilmuramik asit subiinitlerine baglanan
oligopeptit yan zincirler pentaglisin képrileriyle ¢apraz baglanirlar. Glikan zincir
Uzerinde, miramik asidin laktil grubuna bagli tetrapeptid yapist bulunmaktadir,
Tetrapeptidin tiglincti pozisyonundaki diaminoasit ile diger tetrapeptidin dérdiincii
pozisyonundaki D-Alanin arasinda gapraz baglar olusur. Peptidoglikan tabakadaki
cok sayidaki gapraz bag, bakterilerin hiicre duvarlarimin saglam bir yapiya sahip
olmasin saglar. S. aureus’ da ¢apraz bag oram yiiksektir ve bu 6zellik bakterilerin

lizozim enzimine karst direngli olmasimi saglar (41-43).

Peptidoglikan ayrica kompleman aktivasyonu, endojen pirojenlerin salinimi,
monositlerden interlokin—1 tretimini ve lokositlerin kemotaksisini stimiile eden
endotoksin benzeri aktiviteye sahiptir ve yaygin damar i¢i koagiilasyona (DIC) yol
acabilmektedir (12).
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NAM: N-asetilmuramik asit (44)

2.1.3.2.2 Teikoik asit

Hiicre duvarinin diger bir 6nemli komponenti, fosfodiester baglan ile baglh
ribitol fosfat polimerlerinden olusan, hiicre duvarinin %30-50 sini olusturan teikoik
asittir. Teikoik asit yalmizca Gram pozitif bakterilerin hiicre duvannda
peptidoglikana tutunmus halde bulunur. Hiicre yiizeyinde negatif yik olusturarak
cesitli metal iyonlarimin, katyonlarin lokalizasyonunda rol oynar, hiicrenin
boliinmesini saglayan otolitik enzimlerin aktivitesini kontrol ederler. Ribitol teikoik

asit S. aureus igin 6zguldir (12,13,42,45).

Teikoik asit mukozalarda bulunan 6zgil reseptorler (fibronektin, fibrinojen,
laminin, trombospondin, vitronektin, elastin, sialoprotein ve kollajen) ile birlegerek
S. aureus’un konaga adherensini saglar. Inflamatuar hiicrelerin kemotaksisini inhibe
etme, antikor Uretimini sitimile etme gibi virilans faktorii olarak ve hiicre

duvarlannin rijit ve ¢abuk yenilenebilir olmasinda énemli rol oynar (13,42,45).



2.1.3.2.3 Protein-A

Hiicre duvarinin temel proteini olan ve yalnizca S. aureus’ta bulunan protein
A; molekiler agirligt 42kDA olan tek polipeptid zincirinden olusan bir virulans
faktoridir. S. aureus tarafindan Uretilen proteinin tcgte birini, hiicre duvarinin
yaklagtk %7’sini olusturur. Protein A’min %90’1 hiicre duvarninda peptidoglikan
tabakaya bagli olarak bulunur (13,43,46).

S. aureus protein A aracilifiyla IgG3 hari¢ tim insan IgG alt simflarinin Fc
bolgesine baglanabilir. Protein A immiinoglobulinlerin Fc bolgesine baglanarak
bakteriyi antikora bagli fagositozdan korur. Ayrica hiicre digina salgilanan protein A
aym reseptorlere baglanarak kompleman aktivasyonuna ve immunkompleks
olugsumuna yol agar. Immiinoglobulinler ile nonspesifik olarak etkilesime girerek,
antifagositik Ozellik gosterdigi icin konakta agirt duyarliliga yol agabilir (13,43).
Ayrica kemotaktik ve mitojenik etkiler de gosterir. S. aureus 'un koagiilaz ve niikleaz
aktiviteleri ile etkilesim gosterir. Protein-A’nin saptanmast, S. aureus icin spesifik bir

identifikasyon testi olarak da kullanilabilir (9,12).

Protein A, S. aureus’a bagli enfeksiyonlarin patogenezinde énemli rolii yam
sira, bazi enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda, in vitro olarak koagliitinasyon
testlerinde kullanilmaktadir. Protein A ile antikorun Fc kismu birlestiginde antikorun
ozgiil baglanma bolgesi olan Fab boliimii agikta kalir. Incelenen materyalde aranan
antijen varsa antijen-antikor kompleksi olusmakta ve agliitinasyon gozle goriiliir hale

gelmektedir (47).

Protein A, clumping faktor A ve B, kollajen baglayict protein, fibronektin
baglayict protein A ve B, plazmin duyarlt protein, serin-aspartat tekrarlayict protein,
S. aureus yuzey protein A-K, fibrinojen, elastin, kollajen gibi yiizey proteinleri

konak matriks proteinlerine tutunmada 6nemlidir (13). (Tablo 2. 1)



Tablo 2.1 S. aureus patogenezinde roli olan yiizey proteinleri (48)

Proteinler Patogenezdeki Rolii

; Fibronektin- baglanmaproteini (FnbpA ve FnbpB) Epitel ve endotel hiicrelerine baglanma

Fibrinojen- baglanma proteini (CIfA ve CI{B) Fibrinojen i¢ceren maddeler adherans

Kollagen- baglanma proteini (Cna) Kollajensz doku ve yiizeylere adherans.

) o Bakteri kolonizasyon i¢in elastinin N-terminal
Elastin- baglanma proteini (Ebps)
ucuna baglanma

Ekstraselluler matriks baglanma proteini (Ebh) Endoteliyal hiicrelere adherans

Protein A (Spa) Immuno globulin G’ye (IgG) baglanma

Kapstiler polisakkarid (CP) Opsonofagositozdan korunma

Serin-aspartat tekrar proteini Muhtemelen fibrinojene baglanir

Plazmin duyarl: protein Nazal mukoza huicrelerine baglanma

Protein A-K yiizey proteini Bilinmiyor

2.1.3.3 S.aureus’un enzimleri
2.1.3.3.1 Katalaz

Stafilokoklar; streptokoklar, enterekoklar ve streptokok benzeri bakterilerden
katalaz testinin pozitif olmast ile ayirt edilirler. Hemoprotein yapisindadir. Katalaz
enzimi fagositik hiicrelerce salgilanan hidrojen peroksidi su ve oksijene parcalar

(4,12,13,29,31,41,49).
2.1.3.3.2 Koagiilaz

S. aureus suslar1 ekstraselliiler olarak salinan ve hiicre duvarinda bulunan;
serbest ve bagl olmak tizere 2 gesit koagiilaz enzimine sahiptir. Serbest koagiilaz,
plazma globulini olan Coagulase-Reacting Factor (CRF) ile reaksiyona girerek
stafilotrombini olugturan bir proteindir. Stafilotrombin ise fibrinojenin fibrine
dontsiimiing saglar. Bagli koagiilaz (clumping faktor), salinmayan hiicre duvarindaki

yuizey proteinidir. Bu faktor direkt olarak plazmadaki fibrinojen ile tepkimeye girer.
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Bakteri koagiilaz enzimi ile etrafinda bir fibrin ag olusturup, fagositozdan

korunmay: saglar (4,12,13,41,50).
2.1.3.3.3 Stafilokinaz (Fibrinolizin)

Fibrin pihtisini parcalayarak enfeksiyonun diger dokulara yayilimini saglar.
Plazmada bulunan plazminojeni aktive ederek plazmin olusturur. Fibrinolitik etki

plazmin araciligiyla olugur (12,13).
2.1.3.3.4 Hiyaliironidaz

S.aureus suslarinin %90°1 hiyaluronidaz salgilar. Hiyaluronidaz antijenik
ozellige sahip, bag dokusunun aseliller matriksinde bulunan hiyaliironik asidi

hidrolize ederek S. aureus’un dokulara yayilimint saglayan enzimdir (4,12,50).
2.1.3.3.5 Lipaz

Lipitleri hidrolize eden bu enzim . aureus’un tim suglart tarafindan
salgilanir. S. aureus suglanmin kutanéz ve subkutanéz dokularda yayilimin
saglayarak kronik fronkiile neden olur (12,13).

2.1.3.3.6 Deoksiriboniikleaz

Deoksiriboniikleaz (DNaz) enzimi; nikleik asitleri 3’-
fosfomononiikleotidlere parcalayan, ekzo ve endoniikleaz aktivitesi gOsteren bir
fosfodiesterazlardir. Diger baz: tlirler de bu enzimi uretiyor olmasina ragmen, S.

aureus icin onemli bir gostergedir (12,13,50).
2.1.3.3.7 Beta laktamaz

Penisilin grubu antibiyotiklerdeki beta-laktam halkasinin hidroksil grubunu
pargalayarak stafilokoklarda penisilin direncine neden olur. Immiinolojik ¢alismalar
S. aureus’un en az ug farkli tip beta laktamaz salgiladigini gostermigtir. Genetik

taginma plazmid ve transpozonlarla saglanir (12,13,42).
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2.1.4 8. aureus’un Toksin ve Hemolizinleri

S. aureus; eksfolyatif toksin (A ve B), enterotoksin (A, B, C, D, E, G, Hve ),
toksik sok sendrom toksin—1 (TSST-1) ve sitolitik veya membran hasarnina yol agan
hemolizinleri igeren (alfa, beta, delta, gama ve Panton-Valentine 16kosidin) ¢ok
sayida viriilans faktori Gretir. Eksfolyatif toksin A, TSST-1 ve enterotoksinler siiper

antijenler olarak bilinen polipeptitler sinifina aittir (12,13,39,50).
2.1.4.1 Eksfolyatif toksinler (Epidermolitik toksin)

Serin proteazi olan eksfolyatif toksinin antijenik ve biyokimyasal olarak iki
farkli molekiiler gekli (ETA ve ETB) tanimlanmigtir. Her iki molekil benzer
biyolojik aktiviteye sahiptir. ETA 1siya direngli ve kromozomal, ETB ise isiya
duyarli ve plazmid aracilidir. Bu toksin epidermisin stratum graniilosum
tabakasindaki intrasellliler koprilerin  (desmozomlar) ayrilmasini  saglayarak
haglanmig deri sendromuna neden olur (12,13,50,51). Haglanmig deri sendromu
genellikle yeni doganlarda ve c¢ocuklarda gorilmektedir (39). Epidermisin toksine

maruz kalmast sonucu koruyucu nétralizan antikorlar geligmektedir (12,13,50,51).
2.1.4.2 Enterotoksinler

S. aureus suglarimin yaklagtk %30-50’si tarafindan tretilebilen, serolojik
olarak 8 farkli enterotoksin, (A-E, G-I) ve enterotoksin C’nin 3 alt tipi
tammlanmigtir. Enterotoksinler termo-stabil olup, barsak enzimlerine direnclidir.
Enterotoksin A en sik besin zehirlenmesine sebep olan tiptir. Enterotoksin C ve D
kontamine siit Uriinlerinde bulunur. Enterotoksin B ise stafilokokal
pseudomembrandz enterokolit tablosuna neden olur. Enterotoksinler siiperantijen
ozelligi gostererek, sitokin salimmi ve T hicrelerinin nonspesifik aktivasyonunu

saglayabilmektedirler (12,13,50,51).
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2.1.4.3 Toksik sok sendrom toksini (TSST)

TSST- 1 en stk TSS yol acan 1s1 ve proteolize direngli, potent bir siiper
antijendir. Toksinin potensi T-hiicre aktivasyonu ve proliferasyonunu uyarabilmesine
baglidir (diger antijenlerden 10.000 kat daha fazla). TSST-1 MHC simuf II
molekiillerine baglanarak; T hiicrelerinde stimiilasyonunu, monositlerden IL-1
salinmmim uyararak, toksik sok sendromu bulgularni ortaya c¢ikmasina neden
olmaktadir. Toksik sok sendromu; ates, kusma, diyare, bobrek yetmezligi gibi klinik
belirtiler gosterip; olum hipovolemik sok’a bagli multiorgan yetmezligi nedeniyle

gelismektedir (4,39,52).
2.1.4.4 Alfa hemolizin

S. aureus suslarimin ¢ogu tarafindan iiretilen, kromozomal ve plazmid
tarafindan kodlanabilen 33 kD molekiiler agirliginda bir polipeptittir. ik kez 1900°de
Kraus ve Clairmont tarafindan tammlanmgtir. S. aureus insan suslaninin ana
hemolizinidir. Bu hemolizin damar diiz kas hiicreleri, hepatosit, eritrosit, [6kosit ve
trombosit gibi birgok hiicrede hasara neden olur. Hiicre membraninda por olusumuna
yol acarak; K™un hiicre disina atthmi, Na“, Ca™un hiicre icine alimi ile hiicre

parcalanmasina neden olabilmektedir (9,12,13,53).
2.1.4.5 Beta hemolizin

Ik kez 1935°te Glenny ve Stevens tarafindan tamimlanan beta hemolizin;
Sfingomyelinaz C olarak da adlandirilan 35 kD’lik 1siya duyarlt bir proteindir. Beta
hemolizin sfingomiyelin ve lizofosfotidilkolin icin spesifiteye sahiptir ve eritrosit,
fibroblast, 1okosit ve makrofajlan da iceren ¢ogu hiicre igin toksiktir. Alfa
hemolizinle birlikte stafilokokal hastaliklanin karakteristik ozelligi olan abse

formasyonu olusumundan ve doku yikimindan sorumludur (9,12,13).
2.1.4.6 Delta hemolizin

1947°de Williams ve Harper tamimlamig, S. aureus tarafindan tretilen 3
kD’lik bir polipeptittir. Nispeten 1siya dayaniklidir. Bu hemolizin eritrosit, 16kosit,

makrofaj, lenfosit ve trombositler tiizerine etkilidir. Delta hemolizin kismi
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nonspesifik membran toksisitesi ile deterjan benzeri etki gostererek, hiicre
membraninda porlar olusturur. Ayrica adenilat siklazi aktive ederek cAMP

salimimina neden olur. Antijenik 6zelligi yoktur (12,13,54).
2.1.4.7 Bikomponent hemolizinler

Bir grup S. aureus hemolizini sinergohimenotropik toksinler olarak
adlandirilan, S (yavag) ve F (huzli) komponenti olan iki sinerjik protein igerir. Bu

grup; PVL, gama hemolizin ve LukE-LukD gibi diger 16kosidinleri icermektedir (8).
2.1.4.7.1 Gama hemolizin

1938’de Smith ve Price tarafindan tamimlanmig ve 3 kDa agirhigindadir.
Gama hemolizini kodlayan genler S. aureus klinik izolatlarin da %99 oraninda
rastlanmaktadir (55). PVL ile birlikte iki polipeptit zincirinden olugan, bikomponent
sitotoksinler icerisinde yer almaktadir. Gama hemolizin insanlarda ve hayvanlarda
eritrositleri lizize ugratir. Bikomponent toksinlerin sitolitik etkisi hiicre membraninda

por olusumuna baglidir (56).
2.1.4.7.2 Lokotoksin LukE/LukD

Bu toksin; LukE S protein simfi, LukD F sinifi protein ozelligi olan
stafilokokal bikomponent 16kotoksin ailesinin bir tiyesidir. LukE/LukD, tavsan derisi
enjekte edildiginde PVL kadar etkili cilt nekrozunu uyarnr, ancak hemolitik degildir
ve S. aureus tarafindan eksprese edilen diger 16kotoksinlere gore zayif 16kotoksik

etki gosterir (2,56,57).
2.1.4.7.3 Panton Valentine Likosidin (PVL)

Panton-Valentine lokosidin; insan polimorfoniikleer nétrofiller, monositler ve
makrofajlarda litik aktivitesiyle porlar olusturarak yikima yol acan bir 16kotoksindir.

Tez konumuz olan PVL bolim 2. 6'da kapsamli olarak ele alinmigtir.
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2.2. 8. aureus’un identifikasyonu
2.2.1. Koloni Tiplendirme

S. aureus, 35°C'de 18-24 saat, etiivde inkiibasyon sonrasi; kanli agarda
genelde dizgiin kenarli, yuvarlak, sari-turuncu koloniler olusturur. Bazt S. aureus

suslar kanli agarda beta-hemoliz zonu olugturmaktadir (12,13,41,58).
2.2.2. Gram Boyama

Oze yardimiyla alinan stafilokok kolonisi temiz bir lam tzerine bir damla
serum fizyolojik ile siispanse edilir. Lam iizerine tespit islemi sonrasinda, kristal
viyole (1 dakika), liigol eriyigi (1 dakika)’nde bekletilir, %96’lik etil alkol ile
yikanir, son olarak bazik fuksin’de 30 saniye bekletilerek Gram boyama
gerceklestirilir. Preparat 15tk mikroskobunun x100’lik objektifinde incelenerek,
Gram pozitif izim salkimina benzer gorintide kiimelenmis koklar stafilokok olarak

tanimlanir (13,41,58).
2.2.3. Katalaz Testi

Bu test ile katalaz enzimlerinin varlig: tespit edilir. Katalaz enzimi hidrojen
peroksiti, su ve oksijene ayristirir, Bir lama 6ze yardimiyla alinan koloniler tizerine
%3’lik hidrojen peroksit damlatilir. Kabarcik olugmasi pozitif sonug olarak kabul

edilir (4,9,12,13,49,58).
2.2.4. Koagiilaz Testi

S. aureus suslarim diger stafilokoklardan ayirmada kullamilan temel testtir. iki

farkl: gekilde yapilmaktadir.
2.2.4.1. Bagh Koagiilaz Testi (Lam Deneyi)

S.aureus suglarinin ¢ogu hicre duvarinda bagli koagilaza veya ‘clumping
faktor’e sahiptir. Lam tizerine bir damla serum fizyolojik icine S. aureus kolonisi
stispanse edilerek homojen bir stispansiyon olusturulur. Bu test kanli agar, Columbia

Colistin Nalidixic Agar ya da diger nonselektif nutrient besiyerinde iireyen
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kolonilerden yapilabilir. Yiiksek tuz konsantrasyonu bazi S. aureus suglarinda oto
agliitinasyona neden oldugundan, yiksek tuz konsantrasyonu igeren besiyerinden
alinan koloniler kullanilmamalidir. Hazirlanan siispansiyon Uzerine sulandirilmig
plazma damlatilir. 5-10 saniye iginde agliitinasyonun olugmast bu testin pozitif
oldugunu gosterir. Lam koagiilaz testi ile S. lugdunensis ve S. schleiferi gibi bazi
koagiillaz negatif suglar clumping faktér tretip pozitif sonug verebilmektedir

(12,13,58).
2.2.4.2. Serbest Koagiilaz Testi (Tiip Deneyi)

Tip koagilaz testi S. aureus identifikasyonu icin referans testtir.
Ekstraseliiler olarak salinan serbest koagiilaz, plazmada Coagulase-Reacting Factor
(CRF) ile reaksiyona girerek stafilotrombini olugturur. Stafilotrombin, fibrinojenle

reaksiyona girerek fibrin olusumunu tetikler.

Bir tiip igerisine sulandirtlmig 1ml EDTA’lt tavsan plazmasina, taze buyyon
kiiltiriinde tretilmis stafilokoklardan 1ml ilave edilir. 35°C’de inkiibasyona birakilir.
Bazi suglar uzayan inkiibasyon periyodunda fibrinolizin tiretecedi i¢in 4 saat sonra
pthtilagma gozlenmez ise tip oda isisina birakilarak 18-24 saat sonra tekrar
degerlendirilir. Pihtilagma olmast sonucun pozitif oldugunu gosterir. Lam ve tiip
koagiilaz testi i¢in 6nerilen; EDTA’l1 tavsan plazmast kullanilmasidir. Tiip deneyi S.

aureus’un belirlenmesi igin en giivenli testtir (12,13,41,58).
2.2.5. Deoksiriboniikleaz (DNase) Testi

S. aureus suglart endo ve ekzoniikleolitik aktiviteye sahip DNase ve
termostabil niikleaz enzimini Uretir. Bu enzimlerin her ikisi de nukleik asitleri
hidrolize ederek oligoniikleotidler olugtururlar. DNase enziminin tespiti S. aureus
suglanmin aynminda o6nemlidir. Bu test, icerisinde DNA olan ticari besiyerleri
kullanilarak yapilir. Bu 6zel besiyerlerine ekilen S. aureus suglan, trettikleri DNase
enzimi ile ortamdaki DNA’y1 hidrolize ederek, kolonilerin etrafinda seffaf bolgeler
meydana getirir. Besiyerine indikator olarak toluidin mavisi konulmug ise parlak

pembe, Methyl green konmus besiyerinde ise yesil bir zon olusur (9,12,13,41,58).
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2.2.6. Thermostable endoniikleaz testi

Bu testte DNAse besiyerine 3 mm ¢apinda gukur agilir, sicak su banyosunda
15 dakika kaynamig sivi bakteri kilturii kuyucuklara eklenir. Plaklar 1 gece 35°C’de
inkiibe edilerek gukurlarin ¢evresinde pembe bir hale olugup olusmadig: izlenir. Bazi
koagiilaz negatif stafilokoklar (S. epidermidis, S. simulans, S. capitis, S. carnosus) ve
baz: hayvan izolatlan (S. caprae, S. schleiferi, S. intermedius ve S. hyicus) zayif
pozitif sonug verebilirler. S. aureus endonikleaz testinin 6zgilligu, S. aureus
enzimlerine karst hazirlanmig monoklonal veya poliklonal antikorlarla sero-
inhibisyon reaksiyonu veya S. aureus 1s1 stabil endoniikleazin1 kodlayan nuc geni

PZR ile gosterilerek dogrulanabilir (9,12,13,41,58).
2.2.7. Mannitol Fermantasyonu

S. aureus suglari mannitolii fermente edebilir. Identifikasyonda %1 mannitol,
%7,5 NaCl, fenol kirmizisi ve peptonlar iceren mannitol-salt agar segici besiyeri
olarak kullanilmaktadir. Besiyerinde bulunan yiiksek tuz konsantrasyonu diger
bakterilerin iiremesini engeller. S. aureus Kkolonilerinin etrafi, mannitoliin
fermentasyonu sonucu, asit olusumuna baglt olarak sariya donmesi ile ayirt edilir.

(9,12,13,41,58).
2.2.8. Basitrasine duyarlilik testi

Stafilokoklart mikrokoklardan ayrniminda kullanilir. Stafilokoklar basitrasine

direngli iken, mikrokoklar ¢apt 10 mm ve tizerinde zon agarlar (12,13).
2.3. 8. aureus’un Klinik Enfeksiyonlar:

S.aureus’un temel ozelligi, saglikli bireylerde asemptomatik olarak kolonize
olma yetenegidir. Tastyicilarin bireyler arasinda bakterinin yayiliminda énemli bir
kaynak oldugu tahmin edilmektedir. S. aureus, genis bir yelpazede yasami tehdit
eden enfeksiyonlara neden olan ¢ok yonlii bir patojendir (12,13,59). S.aureus’un
enfeksiyon yapabilmesi, mikroorganizmanin virtilansi ile konak savunma sistemi
arasindaki hassas dengeye baglidir. Konak savunma sistemine ait faktorlerin baginda

fagositer sisteme ait yetersizlikler gelmektedir. Yogun bakim ve cerrahi hastalan,
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notropenik hastalar, malniitriisyonlular, hemodiyaliz hastalari, immin yetmezligi
olanlar, steroid kullananlar, yeni doganlar, diyabet hastalan S. aureus enfeksiyonu
yoniinden yitksek risk gruplanidir. Bagta influenza enfeksiyonu olmak tizere viral
enfeksiyonlar S. aureus enfeksiyon sikligini arttinir (50). S.aureus en sik toplum ve
hastane kaynakli; sepsis, alt solunum yolu, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarindan

izole edilmektedir (12,13,60).
S. aureus enfeksiyonlan Ug tipe ayrilmaktadir;

e Deri ve yumusak doku enfeksiyonlar,

e (Gida zehirlenmesi, haglanmig deri sendromu ve toksik sok sendromu
gibi toksine bagli enfeksiyonlar,

e Endokardit, osteomiyelit, pnomoni, beyin apsesi, menenjit ve

bakteriyemi gibi sistemik ve yagami tehdit eden enfeksiyonlar (61).
2.3.1. Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari

Insanlarda S. aureus 'un neden oldugu enfeksiyonlarin baginda gelmektedir. S.
aureus temel olarak apse veya piyojenik eksuda olusumuna neden olup klinik
formlart tutulan anatomik yapiya ve bolgeye gore degisir. Kil folikaliiniin
enfeksiyonu folikulit, dermisin derin katlarina yayilimi fronkil, karbonkil ve
hidradenitis stptirativa, subkutan dokulara yayilimi erizipel; sellilit, fasiit diye
adlandirihimaktadir. Yeni doganlarda ve gocuklarda ¢ok bulagict olan impetigo sik
gorilip ve epidemiler meydana getirebilmektedir. Emziren kadinlarin da %1-3’iinde

S. aureus ile iligkili mastit gelistigi gozlenmistir (4,12,13,41,54,62,63).
2.3.2. Sistemik Enfeksiyonlar
2.3.2.1. Kemik ve Eklem Enfeksiyonlar:

Travma veya penetran yaralanmalar sonrasinda S. aureus kemik ve eklem
dokusuna direkt inokulasyonla enfeksiyona neden olmakta, lokalize baglayan
enfeksiyonun hematojen yayilim: sonucu osteomyelit veya septik artrit

gorilebilmektedir. Osteomyelit vakalarinin  %50-70 kadanndan S. aureus

18



sorumludur. Cocuk ve erigkin nongonokokal septik artritlerde en sik sorumlu etken
S. aureus olup, erigkinlerde genelde romatoid artrite sekonder olarak gelismektedir

(4,41,62-65).
2.3.2.2. Solunum Sistemi Enfeksiyonlar:

Ik olarak influenza’nin bir komplikasyonu olarak tammlanan S. awureus
pnomonisi, 1918 influenza pandemisi kayitlarinda geng bireylerdeki Slimlerin ¢ogu
S. aureus’un neden oldugu stiper enfeksiyonlar ile iligskilendirilmigtir. S. aureus
toplumdan kazanilmis pnémonilerin %10’undan, hastanede kazanilmig pnémonilerin
ise %20-30’undan sorumludur (66,67). Toplum kokenli S. aureus pnémonisi daha
¢ok viral alt solunum yolu enfeksiyonlarindan sonra, immiinsuprese, diyabet ve
alkolizm gibi predispozan faktorlere sahip hastalarda goriilmustiir. Hastane kokenli
S. aureus pnomonisi ise aspirasyon veya entiibasyon ile iligkili olarak meydana
gelmekte ve pulmoner enfeksiyon, abse olusumu ve plevral ampiyem gibi lokal

komplikasyonlara yol agabilmektedir (4,54,62,66).
2.3.2.3. Endokardit

S. aureus bakteriyemisinin en ciddi komplikasyonlarindan biri infektif
endokardittir. Akut bakteriyel endokarditin en sik nedeni S. aureus'dur. Bakteriyel
endokardit olgularinin %20-30’unda etken Stafilokoklar, bunlarin da %80-90’inda
etken S. aureus’dur. Romatizmal kalp hastaligi, intravenoz ilag kullammi, diyaliz,
intravaskuler protez, yash hastalarda kapak sklerozu S. aureus endokarditi icin
predispozan faktorlerdir. Mitral veya aort kapak tutulumlarinda mortalite %40’lara
kadar varmaktadir (68-70).

2.3.2.4 Bakteriyemi

S. aureus bakteriyemisi genelde abse, yanik, pnoémoni gibi lokalize
enfeksiyonlara ikincil veya direkt olarak kateter, diger cerrahi girigimler veya iv ilag
bagimlilarinda sininga kullanimina bagli olarak gelisebilir. S. aureus bakteriyemisi;
hastaneye yatigtan iki giinden sonra kazanilan hastane kaynakli bakteriyemi,

hastaneye bagvuru esnasinda veya yatisin ilk iki giiniinde saptanan toplumdan
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kazanilmig bakteriyemi seklinde iki grupta ele alinabilir. Hem toplum hem de
hastane kokenli bakteriyemiler, uygun antibiyotik tedavisine ragmen yiiksek

morbidite ve mortaliteye sahiptir (4,13,50,63,71).
2.3.2.5 Menenjit

S. aureus’a bagli menenjit olgulan genellikle bakteriyemilerin
komplikasyonu, lokal kafa travmalan veya girisimleri ya da intratekal santlara bagli

olarak gelismektedir (12,13).
2.3.3 Toksinlere Bagh Olarak Gelisen Enfeksiyonlar
2.3.3.1 Stafilokokal Besin Zehirlenmesi

Istya direngli, kaynatma veya pisirme ile inaktive olmayan enterotoksin B ve
diger enterotoksinlerle kontamine gidalarin yenilmesi sonucu ortaya gikar. Uygun
olmayan kosullarda saklanmig sitli tathilar, dondurma, konserveler, etli gidalar,
patates salatast en sik rastlanan sorumlu besinlerdir. Hastalik bulanti, kusma,
abdominal kramplar ve ishal bulgulan ile 2-6 saatlik inkubasyondan sonra baglar.
Karakteristik olarak ates ve norolojik bulgusu yoktur. Semptomlar genellikle 810

saatte kendiliginden dizelir ve prognozu iyidir (9,12,13,63).
2.3.3.2 Stafilokokal Haslanmis Deri Sendromu

1878 yilinda Ilk kez Alman Doktor Baron Gotfried Ritter von Rittershain
tarafindan tanimlanmigtir. “Ritter’in hastalig1” olarakta anilmaktadir. Ciltte genis
billoz formasyon ve siperfisiyal deri katmaninin soyulmasi ile karakterize klinik
tablodur. Genelde neonatal ve infantlarda gorilur. Ciddi sivi elektrolit kaybi
sonucunda hipovolemi ve %1-10 oraminda 6liim goriliir. Lezyondan S. aureus
gosterilemez. Toksin antijenik oldugundan olusan antikorlar koruyucudur

(4,12,13,50,54,72,73).
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2.3.3.3 Toksik Sok Sendromu (TSS)

Toksik sok sendromu, ilk kez 1978’de Todd tarafindan tarif edilen, ates,
titreme, bas donmesi, bag agnsi, kusma, hipotansiyon, diyare, eritroderma ve
konjonktivit gibi multisistem bulgular: olan klinik tablodur. Bu multisistem hastalit
kadinlarda menstruasyon sirasinda tampon kullamimu ile iligkilendirilmigtir. Baz
vakalarda menstruasyonla iligkisi olmayan toksik gok sendromu gozlenmistir.
Menstruasyonla iliskisi olmayan toksik sok sendromu S. aureus enfeksiyonu sonucu
olusan sellilit, abse, lenfadenit, sintzit, trakeit, pnémoni, ampiyem, artrit ve

osteomyelit gibi klinik tablolar ile gérulebilecegide bildirilmistir (4,50,52,64,74,75).
2.4 8. aureus’larda Metisilin Direnci

S. aureus’da metisilin direnci DNA segmentinde lokalize 2kb’lik “mec A”
geni tarafindan kodlanan penisilin baglayan protein-2a (PBP-2a) yapimina baglidir
(76-79). Mec A; S. aureus kromozomu igine entegre genetik eleman stafilokok
kromozomal kaset mec (SCCmec) i¢inde bulunmaktadir. PBP’ler bakteri hiicre
duvan sentezi sirasinda peptidoglikan agin birlesmesinde, terminal gapraz baglanma
reaksiyonunu katalizleyen, membrana bagli, yapisal olarak beta-laktamazlara ¢ok
benzeyen, D,D-transpeptidaz ve D,D-karboksipeptidaz enzimleridir. Gorevleri
bakteri i¢in yagsamsaldir. PBP’ler molekiiler agirliklarina gére 1-4 arasi sayilar ile
adlandirilirlar. Aym molekiil agirliginda birden fazla PBP varsa o zaman sayilarin
yanna harfler eklenir (PBP 1la gibi). Beta-laktam ajanlar PBP’lerin substrat
analoglaridir. N-asetil muramik asit-pentapeptid tnitesinin son kisminda yer alan D
alanil-D alanin dipeptidin’e benzerler. Bu nedenle, PBP’ler aynen beta-laktamazlar
gibi beta-laktam ajanlara baglanir ve hidrolize ederler. Ancak hidroliz hizlar o denli
yavagtir ki, olay geri doniigmez bir agil-enzim kompleksi olugmasi, ilacin agil
tirevinden ayrilamayan enzimin duvar sentezindeki gorevini yapamamasi, hiicre
duvar sentezinin durmasi ve yapim-yikim dengesinin yikim yoéniinde bozulmas: ile

sonlanir (77-83).

PBP-2a proteinini tireten S. aureus suslart beta-laktam antibiyotik varliginda
da peptidoglikan sentezini sirdiiriirler. Metisilin direncinin ortaya ¢ikabilmesi igin

mec A geninin eksprese olmasi gerekir. Ancak her susta ayni sekilde ekspresyon
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olmamaktadir. Bu nedenle mec 4 geni tasidig halde metisiline degisik diizeylerde

direngli ve hatta duyarl: stafilokoklar olabilmektedir (76,84,85).

Mec A transpozon kokenlidir ve transdiiksiyon ile direngli suslardan duyarlt
suglara aktarlabilir. Siklikla diger direng genleri ile birlikte bulundugundan, MRSA
suslant genellikle makrolidler ve kinolonlar gibi diger antibiyotik gruplanna da
direnglidirler. Nadiren mec A negatif olmasina ragmen oksasilin MIK degerleri 8-16
mg/L. civarinda olan direngli suslar bulunabilmektedir. Bunlann bir kismu beta-
laktamazin agint  Gretiminden, bir kismi da var olan PBP’lerdeki nokta
mutasyonlarindan veya PBP 4 (diisiik molekiil agirlikli PBP)’iin asin yapimindan
kaynaklanabilmektedir (86-88).

2.5 Epidemiyoloji ve korunma

S. aureus pek c¢ok yeni dogan, c¢ocuk ve vyetiskinin ozellikle
nazofarenkslerinde, bazen cilt ve giysilerinde, daha nadiren vajinalarinda ya da
istisnai olarak rektum veya perineal bolgelerinde kolonize olmaktadir. Buradan
bakteri, direkt olarak ellerle temasla, indirekt olarak aerosol yolla kigiden kisiye
bulagabilir. Mevsimsel ve bolgesel epidemiyolojik faktorlere bagli olarak,
yetiskinlerdeki nazal tastyicilik orant %20 ile %40 arasinda degismektedir. Niifusun
yaklasik %20’si kronik, %60’1 gecici olarak S. aureus ile kolonize olur, %20’si ise
hi¢ kolonize olmaz. Saglik calisanlart S. aureus ile normal popiilasyona oranla g¢ok

daha yiiksek oranda kolonize olmaya egilimlidir (39,62,64).

S. aureus invazyonuna kargi, mukoz membranlar ve cilt mekanik bariyer
olustururlar. Bu bariyer cerrahi girisim ya da travma ile bozulursa, S. aureus invaze
olarak, lokal abse formasyonuna yol acabilir. Bakteri lokal fagositik mekanizmalart

agarak, lenfatik sisteme ve kan dolagimina gegebilir.

Hastane ortaminda yitksek oranda tasiyiciliga rastlanmaktadir. Buna bagl
olarak §. aureus’un ¢esitli antibiyotiklere direnc gelistirme yetenegi ve dig etkenlere

direncli olmasi; hastane enfeksiyonlarinda sik rastlanmasina neden olur (39,62,64).

22



Dikkat edilmesi gereken temel koruyucu anlayis ellerin yikanmasidir.
Ozellikle hastane personelinde etkenin yayiliminin 6nlenmesi igin el yikama

aligkanliginin kazandirilmas: gerekmektedir.
2.6 PANTON VALENTINE LOKOSIDIN (PVL)

S. aureus hayati tehdit eden sistemik enfeksiyonlarin, aynica hastane ve
toplum kaynakli enfeksiyonlarin énde gelen nedenlerinden biridir. S. aureus'un
salgiladigi, konak savunmasinda énemli olan polimorfoniikleer (PMNL), bazofil
l6kosit ve makrofajlar iizerine sitolitik etkisi olan ekzotoksinler; S. aureustun
viriilansinda 6nemli rol oynarlar (89). S. aureus, Panton-Valentine lokosidin (lukS-
PV + LukF-PV), gama hemolizin (HIgA + HigB ve HigC + HlgB), LukM (LukM-
PV+LukF’-PV) ve LukE/D (LukE+LukD) isimli bikomponent por olusturan
sinergohimenotropik toksinler eksprese etmektedir (2,56,90,91). Por olusturan
S.aureus toksinleri immiin sistemden kagis icin kritik role sahiptir. Enfeksiyonun ilk
asamasinda, hedef hiicre membraninda, por olusturucu toksinler hiicre 6liimiinii

uyararak bakteriye avantaj saglayabilmektedirler (20,91-95).

Woodin tarafindan saflastirilan Panton-Valentine lokosidin; insan ve tavsan
polimorfoniikleer nétrofil, monosit ve makrofajlarini hedef alan 6zgiil litik aktivitesi
ile porlar olusturarak; lokositlerin yikimina ve doku nekrozuna yol agan bir
sitotoksindir (20,92-94). Aktivitesini birbiri ile iligkili olmayan iki sekretuvar
proteinin (fukS-PV ve LukF-PV) sinetjik etkisi ile gosteren sinergohimenotropik,
bikomponent por olusturan ekzotoksindir. Panton-Valentine lokosidin hem MRSA
hem de MSSA suslarinda bulunabilir (96). S. aureus’un eksprese ettigi F sinifi
proteinler, LukF-PV, LukF-R, LukF-I, LukM, HigB, S sinifi proteinler ise LukS-PV,
lukS-R, lukS-I, HigA, HigC dir. PVL’nin insan polimorfoniikleer 16kositleri ve
makrofajlarina kars: yiiksek sitolitik ozgulluk gostermesi, fronkiil, apse, nekrotik cilt
enfeksiyonlart gibi birgok kutandz nekrotik lezyonlar ve ciddi nekrotik hemorajik
pnémoni ile yakindan iligkili olmasi nedeni ile S aureus suslarina bagli
enfeksiyonlarda énemli bir virillans faktérii olduguna inamilmaktadir (8,30,89,97-

99).
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Panton-Valentine Iokosidin gen Uriinleri birlikte kodlanan ve aktarilan (JukS-
PV ve MkF-PV) spesifik ilimli bakteriyofaj tarafindan taginan iki yapili
(bikomponent sinergohimenotropik toksin) heterooligomerlerdir. Duyarlt konak
hiicrelerinde plazma membranindaki, baglanma bolgeleri veya reseptor araciligr ile
sitolitik por olusturma aktivitelerini, bu iki proteinin sinerjik etkisi ile
gostermektedirler (20,26,55,93,100). PVL’yi kodlayan genler, Prevost ve
arkadaglaninin  yaptigt caligmada klonlanip, sekanslanarak katyon degisim
kromatografisindeki ayrigma profillerine gore S (yavas aynigan-“slow eluted”) ve F
(hizlr aynigan-“fast eluted”) (lukS-PV ve lukF-PV) olarak adlandirilmugtic. LukS-PV
geni 28 aminoasitlik bir sinyal dizisi igeren 312 aminoasitten olusan bir polipeptid,
lukF-PV geni ise 24 aminoasitlik bir sinyal dizisi igeren 325 aminoasitten olusan bir

polipeptid kodlamaktadir (20,55,101,102).

Iki sinerjik PVL komponenti olan [ukS-PV ve WkF-PV’nin etkisini
gosterebilmesi igin hiicre membraninda bir dizi etkinlik gerekir. Ilk olarak suda
¢oziinebilen LukF-PV ve [ukS-PV monomerleri membran yiizeyini agrege ederek
heterodimerler olusturur. Daha sonra bu heterodimerler, LukF-PV ve [ukS-PV sub-
Unitleri i¢in karakterize heterotetramerlere oligomerize olurlar. Bu heterotetramerler,
lukS-PV ve LukF-PV subunitlerinin 1:1 stokiyometrisiden olusan oktamerik disk
benzeri bir yap: olusturur. Bu agamada PVL hiicre membranini gegemeyen pre-por
yaptst meydana gelir. Daha sonraki agsamada tehlikeli olamayan bu pre-por yapisi,
major konformasyonel degisiklise wugrayarak, kalsiyum iyonlannmin gegisini
saglayarak hicre 6limiine yol acan tek bir transmembrantz por olusumuna neden

olur (56,96,100,103). (sekil 2.2)
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LukF-PV.

_ / LukS-PV

Sekil 2.2 PVL tarafindan gergeklestirilen hiicre intoksikasyon mekanizmast. A) Salgilanmus,
suda ¢ozunur LukF-PV ve lukS-PV monomerleri membran ytzeyine baglamr, B) heterodimerlere
donustr, C) LukF-PV ve lukS-PV subunitleri heterotetramere oligomerize olur, D) Bu
heterotetramerler, [ukS-PV ve LukF-PV subumitlerinin 1:1 stokiyometrisiden olusan disk benzeri
oktamerik pre-por yapiy1 olusturur, ve E) pre-por yapisi, major konformasyonel degisiklige ugrayarak,
kalsiyum iyonlarimin gecisini saglayarak hiicre olimimme yol acan tek bir transmembrandz por

olusumuna neden olur (103)

Monomerik formlarinin kristal yapilarinin 2.0 A oldugu tespit edilen LukF-
PV ve ukS-PV, ~ 70 A x ~35 A x ~ 25 A molekiiler boyutlar ile benzer eliptik
sekillere sahiptir (sekil 2.3). Bu yapilar biyolojik fonksiyonlari igin 6nemlidir (103).
PVL’nin oligomerik {i¢ boyutlu yapisi heniiz belirlenememistir. Por formundaki
heptamerik a-hemolizin iyi bilinen kristal yapist PVL i¢in emsal tegkil etmektedir.
Fakat PVL ile a-hemolizin arasinda ¢énemli farkliliklar vardir. Tlk olarak, heptamerik
a-hemolizinin kristal yapisi tek bir molekiiler bilesenden, PVL ise iki bilegsenden
olusur. Heptamerik a-hemolizinin yapisinda tek tip protein—protein ara yiizii, PVL’de
ise iki farkli protein—protein ara yiizii bulunur. Ikinci olarak a-hemolizin heptamerik
halka yapisinda bir araya gelirken; PVL’nin fonksiyonel formu oktamerik halka
benzeri yapidadir (103,104). Bu yiizden iki toksinin kanal o6zellikleri farklidir.
PVL’nin pre-por konformasyonunu anlamak, S. auwreus enfeksiyonunun erken

asamalarinda antibiyotiklerin dizayni i¢in yol gosterici olabilir (103).
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Sekil 2.3 LukF-PV ve [ukS-PV nin kristal yapilar: (103).

LuklF’-PV ve LukS-PV, bikomponent toksin olan gama hemolizinden (hg/)
farkli bir PVL lokusu tarafindan eksprese edilir. ilk yapilan arastirmalarda, PVL
genlerinin lizojenik bakteriyofaj ®PVL genomunda lokalize oldugu bulunmustur
(26,105). lleri aragtirmalarda S. aureus klinik izolatim, PVL iireten susu doniistirme
yetenegi olan, PVL genini tagiyan ®SLT (stafilokokal 16kositolitik toksin), ®PVL,
OSA2ZMW ve ®SA2usa fajlar1 bulunmustur. Bu S. aureus suglart arasinda PVL
genlerinin horizontal transferinin, PVL gen kiimelerini bulunduran bakteriyofajlarla

oldugunu gostermektedir (20,27,55,56,101,102).

MRSA ve MSSA susglarinin her ikisinde de bulunabilen, tim dinyada ciddi
bir sorun olarak ortaya c¢ikan PVL; §. awreus kromozomuna entegre bir profaj
segmentinde bulunan, iki bitigsik ve ko-transkribe olan genler, ukS-PV ve lukF-PV
tarafindan kodlanir (96, 106). (Sekil 2.4)
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Sekil 2.4 LukS-PV ve lukF-PV bolgelerinden olusan /ukSF-PV geninin yapist (106).

PVL’nin S ve F komponentlerine ait tim kombinasyonlarinin sitotoksik etkisi
doz bagimlidir. Konsantrasyonuna bagli olarak, PVL’nin olusturdugu porlar ile
sitokin salinimi, apoptozis ile hiicre d6lumiine veya nekroza neden olur. PVL
intradermal olarak tavsana enjekte edildiginde, doza bagli olarak; ciltte eritem ve cilt
nekrozuna neden oldugu gorilmistiir. Ozellikle, rekombinant PVL ile in vitro
yapilan caligmalarda degisik toksin konsantrasyonlarinda nétrofillerdeki apoptozis ve
nekrozun konsantrasyon bagimli oldugu gozlenmigtir.  PVL’nin mitokondri
membraninda por olusturarak B-cell lymphoma-2 associated X protein (Bax)
bagimsiz farkli bir yol ile apoptozis olusturdugu gosterilmigtir. Sublitik
konsantrasyonlarda PVL’nin 6 saat i¢inde notrofilerde apoptozisin tetiklenmesine,
yiiksek toksin konsantrasyonunda ise bir saat i¢inde hiicre pargalanmasina neden

oldugu gozlenmistir (20,107-109). (Sekil 2. 7)

Panton-Valentine lokosidin pozitif nekrotizan pnémoni klinik izolatlaninda
yapilan ¢aligmada; kollajen I, IV ve laminin gibi epitel bazal membranda bulunan,
bag dokusu ekstraseliiler matriks molekiillerine (ECM) PVL’nin adezyonu artirdigt
anlagtlmigtir. PVL’nin S komponentinin PMNL hiicre yiizeyinde gangliozid
reseptori GM1’e baglandig bildirilmistir. Hasarlt solunum yolu epitelinde geligen
sekonder bakteri kolonizasyonu ve enfeksiyonunda merkezi bir rol oynayabildigi

diustinalmektedir (20,110,111).
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Sekil 2.5 PVL nin neden oldugu akut Akciger hasari (110).

Fagositik hiicrelerin hiicre membrani, 1okosidal toksinlerin litik etkisi igin
birincil hedef bolgedir. GM1 gangliozidine S kompenentinin baglanmas: 16kosidin
duyarli hiicrelerde por olusumu ve lizize giden hiicre membraninda hasarimn ilk
basamagim olusturur. S kompenentinin baglanmasi igin ortamda Ca* iyonlarina
(vaklagtk 1 mM) ihtiya¢g vardir. Ayrica bu olay konsantrasyona-bagimhi ve
doyurulabilirdir. S-kompenent-gangliozid kompleksi F-komponentini baglayict
bolgelerin sayisinda artiga yol acan, fosfolipid metiltransferaz ve fosfolipaz A2

aktivasyonunu indiikler (7,56,109-115).

Colin ve ark. yaptig1 caligmada; F kompenentinin, in vitro kosullarda insan
PMNL’lerine baglanmasinin doyurulabilir ve hicre bagina yaklasik maksimum
32000 molekil (2 nM) kapasitesi oldugunu gostermistir (112). F kompenenti igin
baglanma bolgelerinin sayisi S-kompenent gangliozid kompleksinin ADP-bagimli
ribozilasyonuna bagli olup; fosfolipid metilasyon ve fosfolipaz aktivasyonu ile
iligkilidir. Lokosidal toksinlerin S ve F kompenentlerinin hiicre membraninda

spesifik bolgelerine baglanmasi; por olusumu, intraseliiler urtinlerin salinmasina
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(6rnegin lizozomlardan hidroloitik enzimler, spesifik graniller ve plazma) ve son
olarak, hiicre dlumu ve lizisi tetikler (Sekil 2.6). Hiicre zarinin spesifik bolgelerine
baglanarak PVL S+F kompleksi tarafindan uyandinlan membranolitik olaylar
dizisinde, membran hasarmin derecesi, ozellikle iki degerlikli iyon olan Ca*? ve Zn"

ekstraselliiler konsantrasyona baglidir (112,113,116-120).

Bu toksin, hiicre zarina zarar verdigi monovalan katyonlara duyarl: litik
porlar olusturmadan Once insan notrofillerini aktive eder. Saflagtinlmig PVL
enjeksiyonu insan bazofilik graniilositlerinden histamin, nétrofil granilositlerden
enzimler (6rnegin B-glucuronidase ve lizozim gibi), kemotaktik faktorlerin (6rnegin,
lokotrien B4 ve interlokin 8 gibi) ve oksijen metabolitlerinin salinimim indiikler

(8,109,120).

PVL’nin S ve F bilesenleri ayn ayr test edildigi durumlarda sitotoksik
degildir. Sitolitik etki sirasinda PMNL’den salinan inflamatuvar mediatérlerin
kinetigi detayl:i incelendiginde stafilokokal l6kosidal toksinlerin potensi agirlikls
olarak S bileseni tarafindan belirlendigi gorilmistiir. S bilegeni sitolitik etkinin ilk
basamagi hiicre zarina baglanmadan sorumludur. Ancak, membran hasari, por
olusumu, PMNL graniillerinden inflamatuvar mediatorlerin salinimi ve son olarak

hiicre lizizi, sadece F bilegeni tarafindan tetiklenmektedir (56,108,109,112,120).
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Lokosidal etkiler izerinde yapilan detayli caligmalarda; insan PMNL kargt
PVL ve hgl’nin S ve F komponentlerinin farkli kombinasyonlarinda S komponentleri
farkli aktivitelere (lukS-PV> HigB> HigA) ancak F komponentlerinin LukF-PV ve
HlgC’nin ise, benzer aktiviteye sahip oldugunu gosterilmigtir (109,120).

Panton-Valentine lokosidin pozitif S. aureus suglarina bagli enfeksiyonlarnn
klinik seyri PVL-negatif olanlara gore daha siddetli olma egilimindedir. Ornegin,
PVL pozitif S. aureus ile iligkili pnémonide daha sik; sepsis, yiiksek ates, 16kopeni,
hemoptizi, plevral efiizyon ve olim gorilmektedir (8,98). Ayrica nekrotizan
pnomonilerde nétropeni saptanmast PVL’nin PMNL iizerine sitolitik etkilerini
aciklamaktadir (8,121). Bir caligmada immiinkompetan geng hastalarda, PVL geni
tastyan S. aureus izolatlan ile 6limcil hemorajik, nekrotizan pnémoni arasinda iligki
tespit edilmigtir (8). Ayrica, PVL ureten S. aureus suslari ve tekrarlayan fronkiil,
apse gibi deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, nekrotizan pnémoni (yiksek
mortalite ile), kemik ve eklem enfeksiyonlan arasindaki iligkiyi gosteren ¢ok sayida

vaka bildirilmistir (122).

Hayvan ¢aligmalarinda, tavsanlara saflastirilmig intradermal PVL enjeksiyonu
sonrasinda;, kapiller dilatasyon, kemotaksis, polimorfonikleer nétrofil (PMN)
infiltrasyonu ve deri nekrozu ile birlikte siddetli inflamatuvar lezyonlar gézlenmigtir

(123).
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Sekil 2.7 PVL nin doku nekrozuna ait drmek model (7),

(A) Yuksek PVL konsantrasyonlart nedeni ile PMNL lizizi ve reaktif serbest oksijen radikallerinin
(ROS) salimina bagl: doku nekrozu meydana gelebilir. Alternatif olarak, lizize ugrayan PMNL ’lerden
ortaya ¢ikan grantillerde doku nekrozuna neden olabilir. (B) Dusik PVL konsantrasyonlari sitokrom ¢

ve caspaslar 9 ve 3 indiiksiyonu yoluyla mitokondrial membran tizerinde PVL aracili por olusumuna

neden olan yeni bir yoldan apoptozisi uyarabilir.
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PVL’nin por olusturan heptamer formu PMNL membranina etki etmeden
once, wkS-PV ve LukF-PV S§. aureus’tan salgillanir. A) Yiksek PVL
konsantrasyonlar1 PMNL lizizine ve doku nekrozuna neden olur. B) Disiik PVL
konsantrasyonlarda sitokrom c ve kaspas 9 ve 3 sistemi indiiksiyon ile apoptozise

neden olabilir (7).

PVL ureten suglar, fronkil, kutantz apseler ve siddetli nekrotik deri
enfeksiyonlar ile iligkilidir (30). Bir aragtirmada PVL genlerinin; cilt enfeksiyonlar
ve toplum kokenli pnomoniye neden olan S. aureus suglarinda daha sik mevcut
oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada toplum kokenli pnémonisi olan hastalardan izole
edilen 27 §. aureus sugunun 23’tinde PVL geni tespit edilmis olup; bunlardan 14
hasta ex olmustur. Olen hastalara yapilan otopside bilateral hemorajik nekrotizan
pnomoni ve histolojik olarak ¢ok sayida kiimeler olusturan Gram-pozitif koklar ile
trakeal mukoza ve alveoler septada nekrotik lezyonlar gorilmustiir. Calismada ayrica
hastalarin predispozan bir viral enfeksiyon gegirdigi, 16kopenisi oldugu (PVL’nin
bilinen bir etkisi), kan kiltirlerinde S. aureus iredigi ve gogus grafilerinde

akcigerler tizerinde pnomatosel ve/veya yamali infiltrasyonlar gézlenmistir (99).

Gillet ve arkadaslan(8) PVL pozitif ve negatif S. aureus pnoémonisi olan
olgulan karsilagtirarak yaptiklan ¢aligmada; PVL-pozitif hastalarin (ortalama 15 yas)
negatif olan hastalara (ortalama 70 yag) oranla daha gen¢ oldugu, PVL-pozitif
hastalarda;, 39°C’nin lizerinde ates, 140’1in Uzerinde tagikardi, hemoptizi, plevral
efiizyon ve l6kopeni oldugunu goézlemislerdir. Hastaneye yatistan 48 saat sonra PVL-
pozitif hastalar icin mortalite orant PVL-negatif hastalara gore anlamli olarak daha
yiksek bulmuglardir. PVL-pozitif ¢ vakanin otopsisinde histolojik olarak
interalveolar septalarda biyiik hemorajik nekroz ile trakea ve brons mukozasinda
genis nekrotik Glserasyonlar gozlenmis ayrica PVL-pozitif olan hastalarin % 75’inde
grip benzeri enfeksiyonu takiben nekrotizan pnomoni gozlenmesini 6énemli bir klinik
nokta olarak bildirmislerdir. Gillet ve arkadaglarimin hipotezine gore viral akciger
enfeksiyonu, siliyali ve sekretuar hiicrelerde desquamasyona neden olarak bazal
epitel hiicrelere bakterilerin adezyonunu saglamaktadir (8). PVL pozitif S. aureus
suglarinin ve PVL-negatif S. aureus suglannin ekstraselliiler matriks proteinlerine

baglanma ozellikleri, insan solunum yolu epitel hiicre kiiltiirlerinde ve hasarli insan
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solunum yollart mukozas: i¢in kargilastinldiginda; PVL-pozitif suslarin hasarli epitel

icin daha yiiksek bir affiniteye sahip oldugu goézlenmistir (8,20).

Yiiksek organizma yogunlugunda gen ekspresyonunun indiikledigi, S. aureus
ekzoproteinlerinin (PVL gibi toksinler ve enzimler de dahil olmak tizere) salinimi,
quorum-sensing system agr (accessory gene regulator) tarafindan kontrol
edilmektedir (110). De Bentzman ve arkadaglarinin nekrotizan pnémoni
olusumundaki hipotezine gore, quorum-sensing mekanizmas: ile agr aktivasyonu
tetiklenerek ekzoprotein Uretiminin indiiklendigi, ayrica PVL pozitif S. aureus
suglanimin tipl ve IV kolajen ve laminine yiiksek afinitesinin hasarlt solunum yolu
epiteline ¢ok sayida organizmanin adheransina yol agtigimi ve PVL’nin doku

hasarina katkida bulundugu ve 16kosit yanitini etkileyebildigi diigintlmiigtir (110).

34



Sekil 2.8 Panton-Valentine l6kosidin (PVL) pozitif ve PVL-negatif S. aureus suslari hasarh
insan solunum yolu dokusu (A ve B) ve insan solunum yolu epitel hiicresi (HAEC) kultur (C-F) in
vivo ve in vitro testleri. A PVL pozitif, B PVL negatif S. aureus suslart. C ve F PVL pozitif, D ve E
PVL negatif insan solunum yolu epitel hiicresi (HAEC) kultura (110)

Panton-Valentine lokosidin'in potansiyel etkileri goz 6niine alindiginda, PVL
genine sahip toplum kokenli metisiline direncgli S. aureus (TK-MRSA) suslar1, tim
dinyada S. aureus enfeksiyonlarinda buyik bir oOneme kavusmustur. Bu
enfeksiyonlara MRSA gibi risk faktorleri olmadan, toplumdan edinilmis S. aureus
suslarida neden olabilmektedir. Baba ve arkadaglant Kuzey Dakotadan (MW2 olarak
belirlenen) izole edilen bir TK-MRSA susunda, yeni kii¢iik bir varyant metisiline
direng lokusunun (SCCmec IVa) tiim genom dizilimini ve PVL lokus varligini tespit
etmistir (73). Amerika Birlesik Devletleri, Fransa, Isvigre, Avustralya, Yeni Zelanda
da 117 TK-MRSA izolatinda yapilan bir aragtirmada, tiim TK-MRSA suslarinin tip
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IV SCCmec kaseti ve PVL lokusu tasidigi gosterilmigtir (98). San Francisco da
yapilan galigmalarda, cerrahi tedavi gerektiren ve yumusak doku enfeksiyonlarindan

izole edilen MRSA suglarinin %70’inin PVL tagidig bulunmugtur (124).

S. aureus icin heniiz lisansli bir a1 yoktur. Morbidite ve mortalitesi yiiksek
olan PVL-pozitif suslarin giderek yayilmasi ve PVL toksininin neden oldugu
potansiyel komplikasyonlar goz oOniine alindiginda, intravendz immunglobulin
(IVIg), nekrotizan pnémoni tedavisinde ek olarak kabul edilmistir. PVL’ye karst
antikor iceren ticari IVIG formlannin rekombinant PVL’nin PMNL’lerde por
olusumunu ve sitopatik etkisini nétralize ettigi gosterilmigtir. [VIg bu inhibitor etkisi
icin olast mekanizmalar, antijen-spesifik antikorlar ve PMNL reseptorlerindeki non-
spesifik blokaj olabilecegi diginilmektedir. IVIg'in tek bagina veya protein
sentezini inhibe eden bir antibiyotik ile birlikte kullanimi PVL ekspresyonunu
azaltarak, potansiyel sitotoksik etkileri azaltmaktadir (114). Pirifiye PVL
komponentleri ile immiinizasyon sonucu PVL’ye bagli dermonekroz’a karg1 kismen
koruma saglanmigtir. Bu veriler 1giginda daha ileri caligmalar ile anti-PVL
antikorlarimin  tedavide kullamimi belki de PVL karst bir agt  gelisimini

saglayabilecegi kanisindayiz.
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2.6.1 Toplum Kokenli Metisilin Direncli S. aureus (TK-MRSA) ve
Hastane Kokenli Metisilin Direncli S. awureus (HK-MRSA) Suslarin
Epidemiyolojisi:

Sekil 2.9 Toplum Kokenli ve Hastane Kokenli MRSA olusumu (7).

1990°’li yillardan o6nce MRSA suglarinin  sadece hastane kaynakli
enfeksiyonlara neden oldugu sanildigindan, TK-MRSA suslannmin  onceleri
hastaneden, topluma yayilan nozokomiyal suslar oldugu dusiiniilmekteydi. HK-
MRSA ve TK-MRSA arasindaki genotipik farkliliklarin kegfi, TK-MRSA suslarinin
toplumda bulunan endemik MSSA suslarindan evrimlestiginin kabultine yol agmustir.
HK-MRSA izolatlannin TK-MRSA suslarindan ayirt etmede {i¢ buyiik genotipik
belirteg; Genetik soy, metisilin direncini tagiyan genetik yapr ve PVL varligidir
(7,125).

Hastane kokenli MRSA genellikle biiyuk stafilokokal kaset kromozom mec
(SCCmegc) tip L, I veya IIT (34-67 kb) tagimaktadir, fakat TK-MRSA izolatlar yeni

37



tarif edilen kiigiik SCCmec tipleri: tip IV (24 kb), ya da daha az siklikta goriilen
SCCmec V veya varyant Vr tagimaktadir. Buyiik boyutlu olan SCCmec II ve III,
siklikla SCCmec IV ve V’te olmayan B-laktam antibiyotiklere kars1 direng genlerini
genelde bulundurmaktadir. TK ve HK-MRSA arasindaki bir diger 6nemli genetik
farklilik ise TK-MRSA suslaninda PVL genlerini tasiyan, entegre bir bakteriyofaj
(phiSLT) varligidir (7,126-129). Epidemiyolojik ve klinik veriler, TK-MRSA
suglaninin yiiksek viriilans potansiyelinin PVL kodlayan genlerin varlig ile iligkili
oldugunu gostermektedir (8,98). Omegin Lina ve ark.(99) ile Gillet ve ark.(8)
caligmalarinda PVL pozitif S. aureus suslari ile siddetli yara enfeksiyonlari ve
nekrotizan pnémoniler arasinda iliski rapor etmigtir. PVL, S. aureus’lar da yaklagik
%5 oraninda bulunmasina karsin, TK-MRSA’larda yaklagtk %90 oraninda
bulunmaktadir (130). PVL; SCCmec tip L, II ve III varlig: ile degil yaygin olarak
SCCmec IV ve sporadik olarak SCCmec V1 veya V ile iliskilidir (7,126). 1970'1i
yillarda ilk Staphylococcus epidermidis’te bulunmug olan SCCmec IV, 1980'l
yillarda S. epidermidis’ten S. aureus’a transfer olmugtur (7,131). Caligmalarda TK-
MRSA suslarinda daha sik SCCmec tip IV geninin varligi gosterilmis, son yillarda
yapilan caligmalarda tip V’in varligt da saptanmigtir. SCCmec tip IV kaset genleri
kisa ve kiigiik yapist ile daha hareketli olup, plazmid veya bakteriyofaj ile diger
klonlara transfer olabilme ozelligine sahip olmasi nedeni ile stafilokoklar arasinda
kolaylikla yayilabilmektedir. Bazi genetik galismalarda ise SCCmec tip IV geninin
MSSA ya horizontal transferi gosterilmistir (132—-134).

Toplum kokenli MRSA orijinini agiklamak i¢in kabul edilen giincel model;
degisik cografi bolgelerde bulunan farkli bircok MSSA suglarina PVL’yi kodlayan
genlerinin lizojenik faj (phiSLT) ile alindigi, sonrasinda kiigik bir metisilin direng
kasetinin (6rnegin, SCCmec IV), PVL pozitif MSSA sus genomuna bagimsiz olarak
entegre oldugudur. Boylece MSSA suslari, PVL pozitif olan MRSA haline
gelmektedir (7, 135, 136). (Sekil 2. 10)
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MSSA PVL phage Prophage integrated into  MRSA produces PVL toxin
infects MSSA S. aureus chromosome

carrying pvl genes
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Sekil 2.10 S. aureus suslaninin PVL gen bolgesini kazanmalar (7)

Toplum kokenli metisiline direngli S. aureus, altta yatan bir hastalig1
bulunmayan yada uzun siire hastanede yatis Oykiisii gibi herhangi bir risk faktori
tagimayan hastalardan izole edilebilmektedir. TK-MRSAlar 6zellikle ¢ocuklarda cilt
ve yumusak doku enfeksiyonlan, invaziv hizli ilerleyen nekrotizan pnémoni, sepsis,
nekrotizan fasiit gibi enfeksiyon tablolarina neden olabilirler. Ayrica yaygin damar
ici koagiilopatiye (DIC) yol acabilirler (137-140). Baz1 bolgelerde, PVL lokusu
iceren TK-MSSA suslarina nazaran TK-MRSA susglart daha sik goriilmektedir (132—
134). Bir¢ok toplumda, TK-MRSA suglar1 enfeksiyon etkeni olarak, artik HK-
MRSA’larinin yerini almaya baglamislardir (96).

Multi lokus sekans tiplemesi (MLST) ve pulsed field gel electrophoresis
(PFGE) teknikleri ile bolgesel olarak yaygin bulunan HK-MRSA suglarinin, TK-
MRSA suslarindan genetik olarak farkli olduklan tespit edilmistir (98,129,130,141).
ABD’nde ¢ogu TK-MRSA susu; tip IV SCCmec kaset tipi tasiyan ST1/USA 400 ve
ST8/USA 300 olarak tamimlanmirken, yaygin HK-MRSA suslar ise tip II SCCmec
kaset tipi tastyan ST5/pulsotip USA 100 veya ST36/pulsotip 200 (EMRSA-16)

39



olarak tanimlanmaktadir (121,135). Avrupa da ise ST8/USA 300, ST30 (okyanus
klonu, USA1100) ve ST80 TK-MRSA suslant yayginken, en sik rastlanan HK-
MRSA susu ST36/pulsotip 200 (EMRSA-16) olarak bilinmektedir. Kore ve Japonya
da en stk STS- MRSA-II klonlar bulunurken; diger Asya ulkelerinde ST239 (veya
ST241)-MRSAIIIl (veya HIA) klonlari daha yaygin olarak bulunmaktadir. TK-
MRSA klonlar1 cografi dagilimlarina gore isimlendirilmislerdir. Omegin ST80
Avrupada, ST8 ve ST1 Amerikada ve ST30 Okyanusyada saptanmistir (142, 143).
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Tablo 2.2 TK-MRSA ve HK-MRSA suslan arasindaki epidemiyolojik ve mikrobiyolojik

ozelliklerinin karsilagtirilmasi

HK-MRSA

Hastanede yatanlar Genellikle toplumdaki geng ve
/bakim evi sakinleri, saglikl bireyler,
Yaslilar, kronik hastali HK-MRSA i¢in herhangi bir risk
Etkilenen popiilasyon olanlar, faktoru tagimayanlar,
Preterm neonataller, Cezaevlerindekiler, askeri
Immiin sistermni personel, sporcular,
baskilanmug olanlar. Escinseller.
Bakteriyemi ve yara
enfeksiyonlari,
Semptomatik solunum ve
Enfeksiyon bolgesi idrar yollar
enfeksiyonlari,
Ventilasyon iligkili
pnémoni.
Kalic1 cihazlar, kateter,
Hemodiyaliz, e Fiziksel temas,
Uzun siireli hastanede e  Yaralanmalar,
yatis, e Kot toplumsal hijyen (6rnegin,
e  Uzun streli antibiyotik ortak havlu kullanimi).
kullanimi.
a) Kisiden kisiye yayilumn:
saglik personeli (6rmegin
hemsireler, doktorlar,
cerrahlar, fizyoterapist,
ziyaretgiler, hasta).
b) Cevreden-hastalara
yayilmast (6m. hastane
ekipmanlart)

Genelde cilt (apse ve selillit,
fronkiil) ve yumusak doku
enfeksiyonlari,

Siddetli vakalarda, septik sok ve
bakteriyemi,

Nekrotizan pnémoni.

Risk faktorleri

a) Kigiden kigiye yayilim: Ortak
tesisler (6rnegin spor ekipmanlari,
havlu, yizme havuzlari, vs.).

b) Cevreden- kisilere yayilma (6.
paylagilan spor malzemeleri)

Genellikle HK-MRSA *ya oranla daha

Antibiyotiklere duyarhihk | Siklikla coklu dirence sahip ozl amtibigotige duyach

PVL gen varh@ Dustk (<5%) Yiksek (>95%)

SCCmecA tipi Agirlikl olarak I, I ve III Temelde IV, V

Klonal tip US300 ve 400 US100 ve 200

Hastane kokenli MRSA enfeksiyonlan genelde cerrahiye bagl enfeksiyonlar,
pnoémoni, sepsis, triner sistem enfeksiyonu seklinde gorilirken TK-MRSA cilt ve
yumusak doku enfeksiyonlan veya pnomoni seklinde gorilmektedir (144). Center

for Diseases Control and Prevention (CDC) TK- MRSA enfeksiyonuna neden olan
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izolatlann 2000 yilinda inceleyerek bazi kriterler olusturmustur. (Tablo 2.3) CDC
kriterleri dogrultusunda toplum kaynakli ve hastane kaynakli enfeksiyon ayrimi
genelde risk faktorii tagimayan hastalarda yatisin ilk 48 saati i¢inde ireme olup

olmamasina gore yapilmaktadir (145,146). TK-MRSA demek igin;

Tablo 2.3 TK-MRSA ayriminda CDC kriterleri (145)

MRSA tanisi ayaktan tedavi sirasinda yada hastaneye yatistan sonra
ilk 48 saat icinde MRSA pozitif bir kiiltiir olmali

Tibbi gecmisinde MRSA enfeksiyonu ya da kolonizasyonu olmamali
Son bir yil icinde hicbir tibbi gecmisinde:

» Hastaneye yatis

e Huzurevinde kalma,
e Diyaliz
e Cerrahi
Kalici kateter veya transdermal tibbi alet ile islem

oykiisii olmamal

2.7 Molekiiler Metotlar

Molekiiler tanisal yontemler, geleneksel yontemler kullanarak bulunmasi ve
belirlenmesi zor veya miimkiin olmayan enfeksiyoz ajanlarin tanimlanmasinda, halen
en degerli olamidir. S.aureus suslan arasindaki iligkiyi belirlemeye yonelik
epidemiyolojik aragtirmalar igin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), “pulsed field jel
elektroforezi” (PFGE), kromozomal DNA restriksiyon analizi gibi genotipik
ozellikleri temel alan testler yapilmaktadir (147-150).
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2.7.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR); bakteri, viriis gibi mikroorganizmalara
ait hedef ntikleik asit zincirlerini primer adi verilen spesifik komplomenter
oligoniikleotidler ve 1siya dayanikli polimeraz enzimleri (Taq) ile in-vitro olarak hizli
bir sekilde ¢ogaltilmasini (ampifikasyonu) saglayan oldukga giivenilir ve 6zgiin bir
molekiiler yontemdir. PZR ile hedef genetik materyal ¢ok az sayida olsa bile
cogaltilip tanimlanabilmektedir (147-149).

PZR yonteminde temel olarak; oncelikle mikroorganizmanin ekstraksiyon
islemi ile niikleik asidi elde edilir. Niikleik asidin belirli bir bolgesine uygun olarak
secilmig primer (primerler tipik olarak 18-20 bp buytikligiindedirler ve amplifiye
edilecek DNA dizisine komplementer diziler igerirler) kullanilarak hedef DNA
parcast g¢ogaltlir (amplifikasyon). Amplifikasyon “thermal cycler” olarak
isimlendirilen cihaz ile gergeklestirilir. Amplifikasyon igleminde ilk basamak 94°C’a
dek 1sitilan DNA’min iki zincirinin birbirinden ayrnilmasi, denatiirasyondur. Ikinci
basamak birlesme (annealing) dir. Denatlirasyon basamaginda birbirinden ayrilmig
olan kalip DNA tek ipliklerine ¢ogaltilmak istenen DNA dizisine 6zgiil iki primer,
sicakligin (55-70°C’ye) diisiiriilmesi ile baglamirlar. Ugiincii basamak primerlerin
uzamasidir. Optimum ¢aligma sicaklign 72°C olan Thermus aquaticus (Taq) DNA
polimerazi, primerlerden baslayarak 5°-3’ yoniinde DNA sentezi yapar. Ug
basamaktan olusan bu donginiin her tekrarlanisinda iki primer arasinda kalan 6zgiil
DNA pargasi iki katina ¢ikarilmig olur. Yani sentezlenen DNA bir sonraki déngiide
kalip olarak kullanilir ve DNA pargalan geometrik olarak artarlar. Yaklagik birkac
saat icinde gercgeklestirilen 30-40 dongl sonrasinda hedef DNA parcacig yaklagik
10° kat gogaltilmis olur. Genellikle 0,5-2 kb biyiikliiginde amplikon adi verilen
PZR uriinleri elde edilir. Agaroz jel elektroforeziyle amplikonlar aynigtirilirlar ve bir
niikleik asit boyasi (6rmegin en sik kullanilan etidyum bromid) ile boyanarak UV
15181 altinda gorintilenirler (147,148,150-152). Tezimizde S. aureus suslarinda PVL
varligini aragtirmak amac ile elde edilen PZR urinlerine agaroz jel elektroforezi

uygulanmustir.
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2.7.2 “Pulsed Field Gel Electrophoresis” Yontemi

1984’te Schwartz ve Cantor tarafindan gelistirilen “Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE)” birgok patojen bakteri ve S.aureus suslarimin arasindaki
genetik farkliliklari gostermek icin kullanilan, agaroz jel -elektroforezinin bir
varyasyonu olan 6nemli bir genetik tiplendirme metodudur. Birgok arastirmaci
tarafindan bu yontem tekrarlanabilirliginin yiiksek olmast nedeniyle, molekiiler

yontemler igerisinde “altin standart” olarak kabul edilmistir (147,153,154).

Normal agaroz jel elektroforezi ile ayrilamayan mega baz biyuklugiindeki
(10 kb’dan 1,5 Mb’a kadar) DNA pargalarinin aynimini, elektriksel alanin periyodik
olarak (“pulsed”) yer degistirdigi bu elektroforez yontemiyle yapmak miimkiindiir.
(147,153,154). PFGE yonteminde, “plug” adi verilen agaroz bloklar igine
mikroorganizma gomiiliir, daha sonra enzimatik olarak hiicre duvan lizis yapilir.
Izole edilen genom restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilir (147,155). Smal
kesim (restriksiyon) enzimiyle (CCCGGG tanima dizisi) yaklagik 2800 kilo baz (kb)
biyiiklikkte olan stafilokok kromozomu kesildiginde, buyikligia 10 ile 800 kb
arasinda 15-20 DNA par¢asindan olugan bir band patemi ortaya ¢ikar (147,148). Bir

goriintiileme sistemi yardimu ile olugan band paternleri degerlendirilir.

Cogu laboratuvarlarda stafilokoklann tiplendirilmesinde yiiksek aynm giici,
tekrarlanabilirlik gibi faktorler nedeniyle PFGE tercih edilen bir sistem haline
gelmisgtir ve giiniimiizde molekiler tiplendirme yontemleri iginde “altin standart”

olarak kabul edilmektedir (147,150,156).

PFGE sonuglannin yorumlanmasinda son yillarda Tenover ve arkadaslarinin

onerdigi kriterler kullanilmaktadir (157). Bu kritetler;

a) Aymi say1 ve biyiiklitkte bandlara sahip izolatlar “ayirt edilemez”

b) Ug band’a kadar farklilik gosteren izolatlar “yakin iligkili”

c) Dort-alt1 band fark: gosteren izolatlar “uzak iligkili”

d) Yedi ve tizeri band farkliligi gosteren izolatlar “iligkisiz” olarak kabul

edilirler.
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Farkli merkezlerin PFGE sonuglart birbirleriyle uyum gostermemesine
ragmen S. aureus tiplendirilmesinde PFGE yaygin ve etkin olarak kullanilan en iyi
yontemdir (147,151,156-161). PFGE’nin diinyada en yaygin kullamilan modeli
Counter Clamped Homogenous Electric Field Electrophoresis (CHEF) dir. Bu
yontem disinda pulsed field gradient gel electrophoresis (PFGE), Transverse
Alternating Field Electrophoresis (TAFE), Orthogonal Field Alternation Gel
Electrophoresis (OFAGE), Orthogonal Field Alternation Gel Electrophoresis
(OFAGE), Simultaneous  Tangential/Rectangular  Inversion = Decussate
Electrophoresis (ST/RIDE), Field Inversion Gel Electrophoresis (FIGE) ve crossed
field gel electrophoresis (Waltzer) gibi yontemlerde kullanilabilmektedir (162).
(Sekil 2. 11)

Tezimizde; PZR ile PVL pozitif saptanan S. aureus suslari arasindaki klonal

iligkiyi belirlemek amaci ile altin standart olarak kabul edilen PFGE uygulanmistr.

PFGE OFAGE TAFE FIGE

CHEF CROSSED ST/RIDE
FIELD

JEL

TR —

Sekil 2.11 PFGE sistem cesitleri (162).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Hastalar ve Staphylococcus aureus izolatlar:

Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Turgut Ozal Tip Merkezi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvar’inda 2008-2012 tarihleri arasinda izole edilen 88 toplum
kokenli, 177 hastane kokenli olmak tizere toplam 265 §. aureus susu caligmaya
alindi. S. aureus suglanimn izole edildigi hastalara ait klinik bilgiler ve laboratuvar
sonuclar, defter kayitlarindan ve hastane bilgi sisteminden retrospektif olarak
incelendi. Calismaya alinan izolatlar Skim Milk besiyerinde (Oxoid, Hampshire,

England) -80°C’de (Heraeus, Hansu, Germany) stoklandi.
3.2 Kiiltiir, Antibiyogram ve identifikasyon

Skim Milk besiyerinde stoklanmig olan S. aureus suslar; %5 koyun kanlt
agara ekilerek, 35°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonrasinda yeniden saf kiiltiirleri elde
edildi. Ureyen kolonilerin; koloni morfolojisi, pigment olusumu, kanli agarda f-
hemoliz olusturmasi, boyamada Gram pozitif koklarnin gorilmesi, katalaz ve

koagiilaz deneylerinin sonucuna gore S. aureus olarak dogrulandi.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) onerileri dogrultusunda,
izole edilen S. aureus suslaninda metisilin direncinin belirlenmesi icin sefoksitin ve
oksasilin diskleri kullanilarak Miiller Hinton agar (MHA) besiyerinde Kirby-Bauer
disk difiizyon yontemi galigildi (163). Calismanin diger asamalan igin saf olarak
koyun kanli agarda tretilen S. aureus suslann %1 gliserol igeren triptik soy buyyon

besiyerinde -80°C’ de saklandi.
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3.2.1. Kullanilan Besiyerleri
a. Koyun Kanli Agar

S. aureus suslarimin saf olarak elde edilmesi amaci ile koyun kanli agar

kullanilmustir. (Oxoid.Ltd. Basingstoke, HantsEngland) (Himedia, Milano, Italy)

e Pepton (DIFCO 63928JB) Sgr

e Et ekstresi (MERCK 1.03979) 5gr
e NaCl (MERCK 1.06400) 5gr

e Agar (LABM MC2) 12gr

e pH:73+02

37 gr toz besiyeri 1000ml distile suda coziilerek 121°C’de 15 dakikada
otoklavda (Trans, Ankara, Tiirkiye) steril edildi. Daha sonra 50°C’ye sogutulup

icerisine %510 oraninda defibrine koyun kani eklenerek elde edildi.

b. Miiller Hinton Agar

Miiller Hinton agar metisilin direncini belirlemek amact ile kullamlmustir.

(Himedia, Milano, Italy)

e (Casein acid hydrolysate 17.5gr
e Beef heart infusion 2gr

e Storch, soluble 1.5 gr

e Agar17gr

e pH:73+02

38 gram toz besiyeri 1000ml distile suda ¢oziilerek 121°C’ de 15 dakikada
otoklavda steril edildi. Besiyerleri hazirlandiktan sonra en ge¢ bir hafta icinde

kullanilmak iizere buzdolabinda muhafaza edildi.
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3.2.2 Suslarin Identifikasyonu

a. Katalaz testi

Stafilokoklart katalaz enzimine sahip olmayan streptokoklardan ayirt etmek
amaci ile kanli agar besiyerinde tretilen S. aureus kolonilerinden bir lam tzerine
ekiivyon yardimiyla dikkatlice alindi. Kolonilerin tizerine bir damla %3’lik hidrojen
peroksit (H202) damlatildi. Stafilokoklarin katalaz enzimi ile hidrojen peroksitten su

ve oksijen olugturmast sonucu gaz kabarciklan gozlendi (13,164).
2 H202 & Hzo — 2 Hzo ¥ 02
b. Koagiilaz testi

S. aureus’u diger stafilokoklardan ayirt etmede kullanilan koagiilaz deney
yontemlerinden; tiip koagiilaz deneyi kullanildi. Bu yontem asagidaki sira takip
edilerek yapild: (13,164).

1- Serum fizyolojik ile 1/5 oraninda sulandinilmig plazma, bir deney tiipi

icerisine konuldu.

2- 24 saatlik inkiibasyon sonrasi kanli agar besiyerinde Giremis olan stafilokok

kolonilerinden bir koloni 6ze yardimi ile alinarak plazma icerisinde emdlsifiye edildi.

3- Tipler 37°C’de inkiibasyona birakildi. Ilk dért saatte, her yarim saatte bir
pihtt olusup olugmadigina bakildi. Pihti olusumu pozitif sonug olarak degerlendirildi.

4- 1k 4 saat sonunda pihti olugmayan tiipler bir gece oda 1sisinda
bekletildikten sonra yeniden degerlendirildi. Koagiilasyon gostermeyen suslar

koagiilaz negatif olarak kabul edildi (13,164).
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3.2.3 Antibiyogram
3.2.3.1 Metisilin Direncinin Belirlenmesi

Staphylococcus aureus olarak tanmimlanmig 265 susun metisilin direnci;
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)tin belirledigi kriterler
dogrultusunda Miuller Hinton agar (MHA) besiyerinde, Kirby-Bauer disk diflizyon
yontemi ile sefoksitin(30ug,Oxoid) ve oksasilin(1ug,Oxoid) diskleri kullanilarak
belirlendi (163). Sefoksitin ve oksasiline direng saptanan suslarda, dogrulama testi

olarak PZR ile 448bp’lik mecA gen bolgesinin varlig aragtinldi.
3.2.3.2 Disk Difiizyon Testi

Disk Difiizyon yonteminin temeli, Mueller-Hinton agar besiyeri yiizeyine
bakterilerin yayilarak yapilan ekimi sonrasinda, besiyeri yiizeyine antibiyotik
emdirilmis disklerin yerlestirilmesi ve 37°C’de bir gecelik inkiibasyonun ardindan
disklerin etrafinda olusan inhibisyon zonlanm 6lgerek, mikroorganizmalarin

antibiyotiklere duyarliliginin incelenmesine dayanmaktadir (163, 164).

a. Identifikasyonu yapilan S. aureus suslan oncelikle serum fizyolojikle

stispanse edildi ve bulanikligi McFarland 0,5’ e gore ayarlandi.

b. Bulamkligt ayarlanan bakteri siispansiyonu ekiivyon araciligi ile Miiller-

Hinton besiyerine ekildi.

c. Besiyeri tizerine Oksasilin (1pg,Oxoid) ve Sefoksitin(30ug,0Oxoid) diskleri
steril pens ile yerlestirilerek 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi.

d. Inkitbasyondan sonra zon caplan olgiilerek CLSI kriterleri dogrultusunda
metisilin direng profilleri belirlendi. Standart sug olarak ATCC 25923 kullanildi.
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Tablo 3.1 Oksasilin ve Sefoksitin disk diftizyon yonteminde kullanilan zon ¢ap degerleri

(CLSI) (163)

Direngli Orta duyarl

1ug Oksasilin <10 mm 11-12 mm
g Sefoksitin <21mm

3.3 LukS/F-PV ve MecA Gen Bélgelerinin Arastirilmasi

Calismamizda, gesitli klinik orneklerden izole edilen S. aureus suglarin da
448bp’lik mec A ve 433bp’lik LukS/F-PV gen bolgelerinin aragtirilmasi amaci Ile
DNA kalip olarak kullanilarak elde edilen PZR {iriinlerine, agaroz jel elektroforezi
uygulandi.

3.3.1 Suslarin DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in otomatize (BioRobot EZ1 system, QIAGEN, Hilden,

Germany) sistem kullanildi.
Kit Igerigi

e RCV (Reagent Cartridges,Virus)
e DHT (Disposable Fitler-Tips)

e DFT (Disposable Fitler —Tips)

e ST Sample Tubes (2ml)

e ET Elution Tubes (1.5ml)

e (Carrier RNA

e AVE Elution Buffer

Ekstraksiyona alinacak 6rnek miktarnt 200 pl olarak belirlendi. Son voliim 60

ul olarak sulandirildi ve ¢aligmalara alinim siiresine kadar -20°C’ de sakland:.
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3.3.2 PZRile Hedef Gen Bolgelerinin Cogaltilmasi
A) LukS/F-PV Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

Toplum ve hastane kokenli olmak tizere; 86 MRSA ve 179 MSSA toplam
265 S. aureus sugundan elde edilen ekstraksiyon tiriinlerine Lina ve arkadaglar (99)
tarafindan tamimlanan 433 bp’lik Grin olusturan Luk-PV—1 ve Luk-PV-2 primerleri
kullanilarak amplifikasyon islemi gergeklestirildi. Amplifikasyon sonrast PVL’yi
kodlayan [ukS/F-PV gen bolgesinin varliginin belirlenmesi amaci ile agaroz jel

elektroforezi uygulandi.

Tablo 3.2 PVL varligim belirlemek i¢in kullanilan primer dizileri

PVL icin kullanilan
primerler

Luk-PV-1F (Forward

k= 5’-ATC ATT AGG TAA AAT GTC TGG ACA TGA TCC A-3’
Primer)

Luk-PV-2R (Reverse
Primer

Tablo 3.3 2X Amplifikasyon tamponunun hazirlanmasi

Amplifikasyon tamponunun hazirlanmasi

10 X Buffer

25Mm MgCl
1.5 Mm Dntp
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Table 3.4 PVL varligim belirlemek i¢in kullamlan PZR Amplifikasyon mastermiks

protokolii

PZR Amplifikasyon mastermiks protokolii

2X PZR Buffer

12,5 pl x 6rek sayist

1F Primer

1 ul x 6rnek sayist

1R Primer

1 ul x 6rnek sayist

Taq DNA Polimeraz

0.3 ul x 6rnek sayist

Distile Su

7,7 ul x 6rnek say1st

Amplifikasyon miksi hazirlandiktan sonra 0,2 ml tiiplere 22,5 ul dagitildi.
toplam hacim 25 pl olacak sekilde bakteri DNA ekstraksiyon trinlerinden tiiplere
2,5 pl dagitilip termal dongi cihazina (Palm-cycler Corbett Research, Australia)
yerlestirildi.

Tablo 3.5 LukS/F-PV i¢in Amplifikasyon Sartlart

Sicaklik
94°C
94°C

Siklus sayis1
5 dakika 1

Evre

On denaturasyon
Hedef DNA

30 saniye

denaturasyon 30

55°C
72°C
72°C

30 saniye
60 saniye
5 dakika

Primer baglanmasi
Primer Uzamasi
Final uzama

Amplifikasyon islemi sonrast triinler,%2’lik agaroz jele yiiklendi.

B) Mec A Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

Sefoksitin ve oksasilin diskleri kullamlarak disk difizyon yontemi ile
metisiline direng belirlenen S. aureus suslarinda dogrulama testi olarak PZR ile mecA

gen varlig aragtirildi.
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Table 3.6 MecA varligini belirlemek icin kullanilan primer dizileri

mecA primeleri |
| Primer 1F 5’- AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C-3’

Primer 2R 5’- AGT TCT GCA GTA CCG GATTTG C-3’

Amplifikasyon miksi hazirlandiktan sonra 0,2 ml tiplere 22,5 ul dagitildi.
toplam hacim 25 pl olacak sekilde bakteri DNA ekstraksiyon triinlerinden tiiplere
2,5 pl dagitilp termal dongl cihazina (Palm-cycler Corbett Research, Australia)

yerlestirildi.

Tablo 3.7 MecA igin Amplifikasyon programi

Evre Sicaklik Siire Siklus sayis1

On denaturasyon 94°C 4 dakika 1
Hedef DNA 94°C 45 saniye
denaturasyon 30
il Primer baglanmasi 50°C 45 saniye
Primer Uzamasi 72°C 1 dakika
Final uzama 72°C 2 dakika

3.3.3 Hedef Gen Bolgelerinin Goriintiilenmesi

A) Agaroz Jel Elektroforezi

Deniz yosunlarindan elde edilen agaroz, 42-45°C’ye sogutuldugunda
kargilikli hidrojen baglarninin olusumu ile katilagarak jel yapist olugur. Olugan bu jele
yiklenen DNA molekiilleri, elektroforez cihazi yardimi ile molekil agirliklanna,
yapilarina, elektron yiiklerine gore farkli hizda hareket ederler. Bu harekete gore
kiiciik molekiil agirligina sahip DNA bantlan daha buyiik olanlara gore daha hizl bir
sekilde hareket ederek farklilagir.
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Agaroz Jelin Hazirlanmas i¢in Gereken Malzemeler

e Agar(SeaKem Le Agarose)
e Trizma Base(SIGMA)

e EDTA(AppliChem)

e Borik Asid(AppliChem)

e Distile Su

e Etidyum Bromid (0,5mikrogram/mililitre)
1X TBE Buffer(Tris-Boric Asit-Edta) Hazirlanmasi
1000 ml igin;

e Trizma Base=10,78 gram
e Borik asit=5,5 gram
e EDTA=0,75 gram

Karngim hazirlandiktan sonra distile su ile hacim 1000 ml’ ye tamamlanir.

Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Hassas terazide 3 gram agar, %2’lik 150 ml agaroz jel i¢in tartildi. Balon
jojeye birakildi. 150 ml 1X TBE tamponu ile agaroz jel hazirlandi. Mikrodalga
finnda agar tamamen ¢oziininceye kadar eritildi. Oda sartlarinda yaklagitk 50—
60°C’ye kadar soguyan agaroz jel tUzerine 10ug/ml konsantrasyonda Etidyum
Bromiir’den 20pug/ml eklendi. (Etidyum Bromiir ¢ift iplik¢ikli DNA arasindaki H
baglan ile kompleks olugturarak UV altinda florasan 1gima saglamaktadir.) Etidyum
bromir ile agaroz jel karnistinldiktan sonra elektroforez jel kaliba dokiilerek
sogumaya birakildi. Oda 1sisinda katilagan jelden tarak dikkatli bir sekilde c¢ikarildi
ve icerisinde 1xTBE (Tris, Borik asit ve EDTA) tamponu olan tank igerisine

yerlestirildi.
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B) Elektroforez

Agaroz jel katilagtiktan sonra, amplifikasyon Griinii DNA’larin incelenmesi
ve boyutlarinin belirlenmesi igin; 10 pl amplifikasyon trint ile 3 pl blu dye boya
kanigtinlarak agaroz jel kuyucuklanna yiikleme yapildi. Orekleri dogru bir sekilde
degerlendirebilmek icin molekiil biiyiklikleri bilinen marker DNA’lar jelde yer alan
bir kuyucuga yiklendi. Marker ve Orneklerin yiklenmesinden sonra tank gii¢
kaynagina (Biorad) baglandi. Elektroforez cihazinda (Stratagene) 100 volt elektrik

akimina tabii tutularak molekiiler boyutlarina gére DNA bantlar ayristirildi.
C) Jel Elektroforez Sonuclarmnin Degerlendirilmesi

Elektroforez sonunda gorintileme igin (Gel logic 2200 imaging system,
ayrim giicii 1708x1280 pixel, Kodak Company, NY, USA) sistemi kullanilarak DNA
bantlart incelendi. Elde edilen 433 bp’lik DNA fragmentleri /ukS/F-PV gen bolgesi
pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 3. 1). Elde edilen 448bp’lik DNA fragmentleri
mecA geni pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 3. 2).
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234 35 6 1 8 9 NP M

433 hg —=—

Sekil 3.1 Jel elektroforezde lukS/F-PV gen bolgesi sonuglannm gértntmi. 2,3,5,8,10.
ormekler, ukS/F-PV negatif, 1,4,6,7,9. omek; lukS/F-PV pozitif, N, negatif kontrol, P, ukS/F-PV

pozitif kontrol (433 bg), M; 1 kb DNA Ladder (Promega)
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Sekil 3.2 Jel elektroforezde mecAd sonuglarinin goriiniimii. 2,7. érnekler; mec4 pozitif, 1,3~

6,8.9. ornekler; mecA negatif, NK; negatif kontrol, PK; mecA pozitif kontrol (448 b¢), M; 1 kb DNA

Ladder (Promega)

3.4 LukS/F-PV Gen Bolgesi Pozitif Olarak Degerlendirilen Suslarin

Genotiplendirilmesi
3.4.1 PFGE Yénteminin Uygulanmasi

PVL pozitif bulunan 6 hastane, 13 toplum koékenli, toplam 19 §. aureus susu
arasindaki klonal iligkinin belirlenmesi amaci ile PFGE yoéntemi uygulandi. PFGE

yontemi Durmaz ve arkadaglarinin modifiye ettikleri protokole gore yapildi (165).
A- Izolatlatin hazirlanmas:
1. S.aureus suslan kanl: triptikaz soy agar besiyerine tek koloni ekimi yapildi.

2. Bir gecelik inkiibasyondan sonra kiiltiiriin safligi kontrol edildi.
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3. Buradaki tek koloniden tekrar triptikaz soy agar besiyerine, tek koloni

ekimine uygun olacak sekilde, pasaj yapilarak bir gece inkiibasyona birakild:.

4. Saf kiiltir halinde tireyen koloniler plastik 6ze ile toplanarak, 1ml hiicre
stspansiyon tamponu(HST) (10Mm Tris-HCL,50 Mm EDTA, 20 mM NaCl, ph 7.2)

icinde siispanse edildi.

5. Hiicre stispansiyonu, 2500 x g’de 4°C’de, 15 dakika santrifiij edilerek,
santrifiij sonrast Gstteki HST atildu.

6. Pelletin tzerine tekrar 1ml soguk HST eklenerek, kisa siireli vorteks

yapildt.

7. Bakteri yogunlugu, spektrofotometre (UV/Vis. Spectrophotometer. Boeco,
Germany) yardimiyla 590 nm’ de 1 absorbans (yaklagik McFarland 4 bulaniklig)
olacak sekilde ayarlandi. Bakteri siispansiyonu agaroza gomiilecek zamana kadar

+4°C derecede bekletildi.
B-izolatlarin agaroza gomiilmesi

1. HST igerisinde %2’lik dusiik erime 1sil1 agaroz(Gibco BRL, Paisley, UK)

hazirland:.

e 0.20 g agaroz, 20 m!’lik balona kondu.

o Uzerine 9.80 ml HST eklenerek, yavasca kanstirilip agarin erimesi saglandi,

e Balonun agzina aliminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda 10 saniye
tutuldu. Cikarilip hafifce kangtirildiktan sonra tekrar 2-3 saniye mikrodalga
finninda tutuldu. Bu iglem agaroz iyice ¢oziliinceye kadar tekrarlandi.

e Agaroz iyice ¢oziildikten sonra, balon 45-50°C’lik su banyosuna konuldu.

e Ependorf tiiplere, 150ul dagitilarak ve 45-50°C’deki kuru 1st blogunda
bekletildi.

2. Her sus i¢gin bir agaroz kalib1 isaretlenip buz kabina oturtuldu.
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3. HST icinde hazirlanmig bakteri siispansiyonundan 150ul alinarak 50°C’de
tutulan ve igerisinde 150ul diisiik erime 1sili agaroz bulunan tipe eklendi. Uzerine
2pl lizostafin (1 mg/ml distile) eklenip, birkag defa pipetaj yapilarak hiicrelerin

agaroz iginde homojen dagilmasi sagland:.

4. Bekletilmeden, hucre-agaroz kangimindan 100ul hava kabarcigi
olmayacak sekilde agaroz kalibina (10 mm x 5 mm x 1.5 mm, Bio Rad Laboratories )

dagitildi.

5. Kaliplar, agaroz katilagincaya kadar +4°C’de, 10 dakika bekletildi. Bu
asamada agaroz kaliplarin sogukta tutulmast kaliteli DNA hazirlanmasi igin
onemlidir. Boylece erken hiicre pargalanmasi ve endoniikleaz aktivitesi azalirken,

agarozun homojen katilagmasi saglanmaktadir.
C.Agaroz icindeki hiicrelerin parcalanmasi

1. 5 ml’lik steril kapakli tiiplere, 0.5 ml hiicre parcalama tamponu—1 [10 m
Mm Trs-HCL(pH 7.2)-50 Mm NaCl-50 Mm EDTA-02% sodyum
deoksikolat—0.5% sarkozil] konuldu.

2. Igerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan cikarilarak lizis soliisyonuna

yerlestirildi.
3.37°C’de 1 saat galkalamali su banyosunda bekletildi.

4. Pargalanma tamponu dokilerek, yerine 0,5 ml hiicre par¢alama tamponu—2

[250 Mm EDTA(pH 9,0)-1% sarkozin, 50 mg/ml proteinaz K ) konuldu.
5. 50°C’ de yarim saat galkalamali su banyosunda bekletildi.
D- Hiicre lizizinden sonra agaroz kaliplarin yikanmasi

1. Lizis agamasindan sonra agaroz kalibimin katilagmast igin tipler +4°C’de

30 dakika bekletildi.

2. Dikkatlice PK soltisyonu aspire edildi.
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3. Agaroz kaliplar ti¢ defa (her biri 50°C’de 30 dakika olmak tizere), 4 ml
TE[10 Mm Tris-HCL(ph 7.6)-0.1 mM EDTA] tamponu ile yikandi. Yikama sonrasi
agaroz kaliplar seffaflastt.

4, Boylece iginde saflagtinlmig DNA bulunan agaroz, restriksiyon

enzimi(RE) ile kesime hazir hale getirilmisg oldu (Resim 3. 1).

Resim 3.1 Yikama sonrasi agaroz kaliplar

E-Agaroz kaliplar: icindeki DNA’min RE ile kesilmesi:

1. DNA igeren agaroz kalibt bir lam tzerine alinarak bistirti yardimiyla Y4
oraninda kesildi. Pargalardan biri, 100 pl 1x Smal tamponu (Promega Corporation,
WI, USA) igine konularak c¢alkalamali su banyosunda 30°C’de 10 dakika

bekletildikten sonra siv1 aspire edildi.

2. Her agaroz kalib1 i¢in agagidaki karisim hazirlandi.

e 10 ul 10x Smal tamponu

e 1 ulBSA (10 mg/ml)

e 2.5 ul Smal enzimi(10 U/ml) (Promega Corporation, WL, USA)
e 86,5 pl steril ultra saf su (Reagent Grade Type 1)

e Toplam hacim 100 pl
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3. Bu kangimin igerisine enzimin tamponu ile yikanmis agaroz kalibi

konulup, ¢alkalamali su banyosunda 30°C’de 2 saat inkiibe edildi.
4. Inkiibasyon sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletildi.
F-Elektroforez jelinin hazirlanmasi ve kaliplarin jele yiiklenmesi

1. 0,5 x TBE(44.5 Mm Trisma base,44.5 Mm Borik asit 1 mM EDTA, pH
8.4) i¢cinde 100 ml olacak sekilde %1’lik agaroz (pulsed-field certified agarose, Bio-

Rad Laboratories) hazirland:.
i. 1 g ’pulsed-field certified agarose’’ 200 ml’lik balona konuldu.

ii. Uzerine 100 ml 0,5 x TBE eklenip, yavasca kanstirilarak agann

dagilmasi saglandi.

iii. Aliminyum folyo ile agz1 kapatilan balon mikrodalga firinda tutularak

agarin erimesi saglandi.

iv. Agaroz iyice ¢ozuldiikten sonra, balon 45-50°C’lik su banyosuna

konuldu.

2. Su terazisi ile tamamen diizgiin oldugu kontrol edilmis bir zemine konulan

kasete agaroz dokiilerek hazirlandi.

3. RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her biri, 15 digli taragin dislerinin

u¢ kismina (taragin ug cizgisine tam paralel olacak sekilde) yerlestirildi.

4. Kurutma ka&gidi veya havlu ile agaroz kaliplaninin etrafindaki sivinin
fazlas1 alindi. Maksimum 5 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra, érnek konulan
kistm DNA nin yuriiyecegi yone gelmek kaydiyla, tarak agaroz dokiilecek kaset igine
yerlestirildi.

5. Su banyosundan g¢ikarilmig ve sicakligi yaklagik 45-50°C olan agaroz

dikkatli bir sekilde hava kabarcig1 olusturulmadan kaset igine dokiildii (Resim 3. 2).
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6. Oda 1s1sinda 20-30 dakika katilagmaya birakildiktan sonra tarak dikkatlice
cikanldi.

7. Agaroz kasetinin cercevesi ¢ikarilarak tabla iizerindeki agaroz; igerisinde

1900-2000 ml 0,5 x TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirildi.

Resim 3.2 Kaset i¢ine dokiilen agaroz

G- Elektroforez

CHEF-DR 1II sisteminde ( Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium)
uygulanan elektroforez kosullan hazirlandi:

Baglangi¢ vurug stiresi 5,3 sn, bitis siiresi 34,9 sn, vurus acgisi 120, akim 6
V/em2, sicaklik 14°C, siire 20 saat (Resim 3. 3).
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Resim 3.3 CHEF-DR II sistem ( Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium)

H-Sonucun giézlenmesi ve analizi

1. Elektroforez sonrasi jel, S mg/ml etidyum bromiir iceren 400 ml ultra saf

su igine alinarak 20 dakika boyandi.

2. Gel logic 2200 imaging system (ayrim gicii:1708x1280 pixel, Kodak
Company, NY, USA ) kullanilarak DNA bantlart goérintiilendi (Sekil 3. 3).

3. GelCompar II yazilim sistemi (version 3.0; Applied Maths, Sint-Martens-
Latem,Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi.

Oncelikle her resimde bulunan standart suslar (1,8,15. kuyucuklarda
yuritilen) yardim ile resimler arasi normalizasyon yapildi. “Unweighted pair group
method wiht mathematical averaging (UPGMA)” kullanilarak PFGE profillerinin,
denrogrami olusturulup kiimelegsme analizi yapildi. Bantlara bagli “Dice” benzerlik
katsayisina gore suslar arasindaki iligki belirlendi. Benzerlik katsayisinin
hesaplanmasinda bant ve profil toleransi, %1-1.5 olarak alindi. PFGE profilleri

Tenover kriterlerine gére yorumlandi (157).
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Bu kriterler;

a) Aym say1 ve biytiklitkte bandlara sahip izolatlar “ayirt edilemez”

b) Ug band’a kadar farklilik gosteren izolatlar “yakin iligkili”

) Dort-alt1 band farki gosteren izolatlar “uzak iligkili”

d) Yedi ve tizeri band farkliligi gosteren izolatlar “iligkisiz” olarak kabul

edilirler,

Sekil 3.3 PFGE sonrast DNA bant gérintileri
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Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE)

Sekil 3.4 Sematik olarak PFGE (166)

65




4. BULGULAR

Calismamizda Center for Diseases Control and Prevention (CDC) kriterleri
(145) dikkate alinarak; 88 toplum kokenli, 177 hastane kokenli toplam 265 S. aureus
susu izole edildi. Disk difiizyon yontemi ve mecA gen varligi aragtirilarak 86 (%633)
S. aureus susu MRSA olarak tamimlandi. Sefoksitin ve oksasilin direncine
rastlanmayan 179 (%68) sus ise CLSI'nin belirledigi kriterler dogrultusunda MSSA
olarak kabul edildi. Toplum kokenli S. aureus suglarindan; 11°i(%12) MRSA,
77°5i(%88) MSSA, hastane kokenli S.aureus suslarindan ise 75’1(%42) MRSA,
102°1(%58) MSSA idi.

S. aureus suslarimin en fazla izole edildigi klinik ornek toplum kokenli
suslarda %86, hastane kokenli suslarda %34 ile yara ve abse kiltiiridir. Bunu
hastane kokenli suslarda %33, toplum kokenli suglarda %6 ile kan kultir ornekleri
takip etmektedir. Yara ve abse kiiltirlerinden izole edilen toplum kokenli 76 S.
aureus susunun 66’st MSSA ve 10’u MRSA, hastane kokenli 61 susun ise 367s1
MSSA, 25’1 MRSA idi.

Calismamiza alinan toplum ve hastane kokenli S. aureus suslannin izole
edildikleri klinik ¢meklere gore MRSA ve MSSA dagilimi Sekil 4. 1 ve 4. 2°de

sunulmaktadir.
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Sekil 4.1 Caligmaya alinan Toplum Kokenli S.aureus suslarimn klinik éreklere gore MRSA

ve MSSA dagilimt
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Sekil 4.2 Calismaya alinan Hastane Kokenli S.aureus suslarinin klinik émeklere gore MRSA

ve MSSA dagilimi
*SVS: Steril Viicut Sivilari, *P.SENTEZ: Parasentez

Calismamiza alinan toplum koékenli S. aureus suslarinin gogunlugu; %20 ile
dermatoloji poliklinigi, %16 ile ortopedi servisi ve %13 ile de aile hekimligi
polikliniginden gonderilen klinik 6reklerden izole edildi. Hastane kokenli S. aureus
suslant ise %22 oram ile en sik dahiliye servislerinden, %16 ile genel cerrahi
servisinden ve %15 ile de genel cerrahi yogun bakimdan izole edildi. Toplum
kokenli S. aureus suglarimin izole edildikleri servis ve polikliniklere gore dagilim
grafigi Sekil 4. 3’te, hastane kokenli S. aureus suslarimin dagihim grafigi 4. 4’te

sunulmaktadir.
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Sekil 4.3 Toplum Kokenli S. aureus suslarmin izole edildikleri servis ve polikliniklere

dagilimi

*G.CERRAHI: Genel Cerrahi, GKDC PLK: Gégiis Kalp Damar Cerrahi Poliklinik, KBB PLK: Kulak Burun Bogaz
Poliklinik, AILE HK PLK: Aile Hekimligi Poliklinik.
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Sekil 4.4 Hastane Kokenli S. aureus suslarimn izole edildikleri kliniklere dagilimi

*DYB: Dahiliye Yogu Bakim, GCYB: Genel Cerrahi Yogun Bakim

Panton-Valentine lékosidin Pozitif S. aureus Suslarinin Degerlendirilmesi

Calismamizda Luk-PV—1 ve Luk-PV-2 primerleri kullamlarak gerceklestirilen
PZR analizi ve agaroz jel elektroforezi sonucunda, izole edilen toplum kokenli 88 S.
aureus susunun 13’tinde (%15), hastane kokenli 177 S. aureus susunun ise 6’sinda
(%3) Panton-Valentine Iokosidin 433 bp’lik gen bolgeleri pozitif saptandi. Omek
olarak PVL gen bolgeleri pozitif ve negatif bulunan izolatlara ait PZR jel gorintiileri

Sekil 4. 5’te gosterilmisgtir.
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Sekil 4.5 PVL gen bolgeleri pozitif ve negatif bulunan izolatlara ait PZR jel goruntileri: Jel
elektroforezde lukS/F-PV gen bolgesis 1,3-5,8,10,11. ornekler, ukS/F-PV pozitif, 2,6,7,9. 6rnek;

lukS/F-PV negatif, NK; negatif kontrol, PK; [ukS/F-PV pozitif kontrol (433 bg), M; 1 kb DNA Ladder

(Promega)

Panton-Valentine [okosidin pozitif saptanan toplum kokenli S. aureus
suglarinin tamami MSSA idi. Hastane kokenli PVL pozitif saptanan suglardan ise 5’1
MSSA, 1’i MRSA idi. Hastane Kokenli MSSA izolatlari arasinda PVL pozitiflik
orant %5 (5/102), ve MRSA izolatlan arasinda ise %1 (1/75) bulundu.

Panton-Valentine lokosidin pozitif saptanan toplum kokenli S. aureus suslarin
12’51(%92) yara ve abse kilttrd, 1°1(%8) solunum yolu kiiltiirinden izole edildi.
Hastane kokenli PVL pozitif saptanan suglardan ise 4’1(%67) yara ve abse, 2'si(%33)
kan kultirtinden izole edildi. Calismamizda hastane kokenli olan ve PVL pozitif
saptanan tek MRSA susu; pediatri servisinden gonderilen kan kiltiiriinden izole
edildi.
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Toplum kokenli PVL pozitif saptanan S. aureus suslarinin %15’er oran ile en
stk gonderildigi klinikler; dermatoloji, dahiliye ve genel cerrahi poliklinigi ile
ortopedi servisidir. Toplum kokenli PVL pozitif bulunan §. aureus suglarinin izole
edildikleri servis ve polikliniklere gore klinik 6rnek dagilimi Tablo 4. 1’de, hastane
kokenli S. aureus suslarinin izole edildikleri servislere gore ayrintili MRSA, MSSA

ve klinik 6rnek dagilimi Tablo 4. 2’de sunulmaktadir.

Tablo 4.1 PVL pozitf bulunan toplum kokenli S. aureus suslarimn servis ve drnek tipine gore

dagilimi

T.ASPIRAT
Aile Hk Plk* -

Dahiliye Plk .

Dahiliye Servis -

Dermatoloji Plk
.Cerrahi Plk
KDC Plk*

Gogiis Hast. Servis

Ortopedi Servis

*GKDC: Gogiis Kalp Damar Cerrahi, AILE HK PLK: Aile Hekimligi Poliklinik.
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Tablo 4.2 PVL pozitif bulunan hastane kékenli S. aureus suglarinin servis, omek tipi ve

etkene gore ayrintili dagilimi

NOROLOJI SERVIS

REANIMASYON

| GCYB*
PEDIATRI SERVIS

*GCYB: Genel Cerrahi Yogun Bakim

PVL gen bdlgeleri pozitif bulunan S. aureus suslarima uygulanan

PFGE’nin Sonuclari

Panton-Valentine lokosidin gen bolgeleri PZR ve agaroz jel elektroforezi ile
pozitif saptanan 13 toplum kokenli, 6 hastane kokenli toplam 19 S. aureus susu
arasindaki klonal iligki altin standart olarak kabul edilen pulsed-field jel elektroforezi
(PFGE) ile arastirildi. Izolatlar arasindaki klonal iliskisi Tenover ve arkadaslarimin
(157) onerdigi kriterler dogrultusunda degerlendirildi. Bu baglamda; hastane kokenli
5 MSSA susu klonal olarak iligkili bulundu. Bu izolatlarin makrorestriksiyon
paternleri Tenover kriterlerine gore degerlendirildiginde ¢ ayirt edilemez, ikisi ise
uzak iligkili olarak bulundu. Hastane kokenli MRSA susu ile diger S. aureus suslan

arasinda ise klonal olarak iligki belirlenmedi.

Toplum kokenli PVL pozitif saptanan 13 MSSA suslan incelendiginde; suslar
arasinda klonal olarak iligki belirlenmedi. Izolatlarin her birinin ayr bir genetik tiir
oldugu saptandi. PVL pozitifligi saptanan izolatlann PFGE ile elde edilen ornek
goruntiileri Sekil 4. 6’da sunulmaktadir. PVL gen bolgeleri pozitif bulunan HK-S.
aureus suglanmin PFGE dendogram gorintileri Sekil 4. 7°de, TK-S. aureus

suslaninin ise Sekil 4. 8’de gosterilmektedir.

73



10 11 12 MOS

Sekil 4.6 PVL gen bolgeleri pozitif bulunan S. aureus suslarmin PFGE ile elde edilen jel goruntitleri:
PFGE'de; 6,7 ve 9. suslarin makrorestriksiyon paternleri birbirleri ile ayut edilemez. 8 velO0. suslar

uzak iligkili
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Sekil 4.7 PVL gen bolgeleri pozitif bulunan HK-S. aureus suslarimin PFGE dendogram
gorimtaleri
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Sekil 4.8 PVL gen bolgeleri pozitif bulunan TK-S. aureus suglarimin PFGE dendogram goriintulert
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5. TARTISMA

Staphylococcus aureus toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin en sik
etkeni olan mikroorganizmalardan biridir. Toksin ve enzimleri ile deri ve yumusak
doku enfeksiyonlarindan, yagami tehdit eden pnomoni ve toksik sok sendromu gibi
cesitli klinik tablolara neden olabilmektedir (52,167). Ilk kez 1880 yilinda kesfedilen
S. aureus’un; o ginlerde, kiigik deri enfeksiyonlart ve ameliyat sonrast yara
enfeksiyonlarina neden olan Gram-pozitif, patojen bir bakteri oldugu gosterilmisgtir.
Penisilin 1940 yilinda tibbi olarak kullamma girmesinden oOnce, S. aureus
enfeksiyonu sonrast mortalite oram yaklasik %80 olarak bildirilmistir (168). 1942
yilinda penisiline direngli ilk S. aureus izolati; 6nce hastaneden, kisa bir siire sonra
da toplumdan izole edilmigtir. 1960 yilindan bugiine S. aureus suslarimin yaklasik
%801 penisiline karst direngli hale gelmistir. Metisilinin klinik kullanima
girmesinden 2 yil sonra, Ingiltere’de penisiline direngli S. aureus susunun mecA
genini kazanmasi ile ilk metisiline direngli suslar ortaya ¢ikmistir (59,169-171). Son
60 yil boyunca, hastane kokenli metisiline direngli S. aureus (HK-MRSA) klonlar
tim dinyada yayginlagmigtir (169-171).

Metisiline direngli S. aureus suslan tedavisi zor enfeksiyonlara neden
olmaktadir. MRSA suslaninin 6nemi sadece beta-laktam antibiyotiklere degil, diger
birgok antimikrobiyale de direngli olabilmeleridir (59,169). Bu nedenle MRSA
suglarinin  tespit edilmesi Onem tagimaktadir. Metisilin direncinin tespitinde
genellikle uygulamast kolay, duyarliligr ve 6zgilligu yiksek, maliyet etkin olan disk
difizyon yoéntemi kullanilmaktadir. Ancak S. aureus izolatlarinda metisilin

direncinin saptanmasinda altin standart, mecd geninin PZR yoéntemiyle
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gosterilmesidir (172). Calismamizda metisilin direnci; Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemi ile sefoksitin ve oksasilin diskleri kullamlarak belirlendi. MRSA olarak
saptanan suglarda ise dogrulama amaci ile PZR yontemi ile mecd gen varlif
aragtinlldi. Caligmamizda toplum koékenli suslarin %12’si, hastane kokenli suglarin

ise %42’si MRSA olarak saptandi.

Bugin MRSA izolatlan tim dinyada hastane enfeksiyonlarinin
cogunlugunun nedenidir. Son on yil icinde MRSA degisen epidemiyolojisi ile ciddi
toplum kaynakli enfeksiyonlara neden olan patojen haline gelmistir
(32,135,167,173,174). Influenza’nin yaygin olarak goriildiigii mevsimde, ABD'de
yapilan genis kapsamli bir caligmada, S. aureus’un neden oldugu pnémonilerde;
1986 ve 2005 yillant arasinda %12 olan MRSA orami, 2006-2007 yillarinda %79
olarak bulunmustur (175). SENTRY Antimikrobiyal siirveyans programi
cercevesinde diinya ¢apinda hastanelerde yapilan arastirmada; tlkemiz i¢cin MRSA
prevalanst %37.5 olarak bildirilirken; Avustralya'da %23, Japonya'da %67, Latin
Amerika'da %35, Giiney Amerika'da %40, ABD'de %32, Avrupa'da ise %26 olarak
bildirilmigtir. Ancak, Avrupa ulkeleri arasinda MRSA prevalanst degiskendir
(176,177). Tiemersma ve arkadaglar1 (178) giiney ilkelerinde MRSA prevalansinin
%45 gibi yiiksek iken, kuzey tlkelerinde MRSA prevalansinin yaklagik %1 oldugunu
gostermistir (178). Ulkemizde yapilan cesitli ¢aligmalarda MRSA oranini; Kurutepe
ve arkadaglant %32.4, Andogan ve arkadaglari %41, Aydin ve arkadaglart %10.9,
Altun ve arkadaglan %46, Eksi ve arkadaglan ise %61.2 olarak bildirmiglerdir (179—
183). Hastanemizde 1997, 2005 ve 2009 yillarinda yapilan caligmalarda MRSA oram
sirastyla %35.4, %32 ve %36.4 olarak bulunmugtur (184-186). Calismaya aldigimiz

toplum ve hastane kokenli 265 S. aureus sugunda; MRSA oram %32 dir.

MRSA suglarinin tim diinyada korkutucu yayilimina ek olarak, 1990
yillardan bu yana, Panton-Valentine Iokosidine toksin varlig ile karakterize virtilan
toplum kokenli S. aureus (TK-S. aureus) klonlart gosterilmistir. Yapilan
aragtirmalar; bu klonlarin ilk olarak toplumda, sonrasinda hastane ortaminda hizla
yayilmakta oldugunu gostermektedir. Su anda, TK-S. aureus ve HK-S. aureus

arasinda ayrim yapmanin gerekliligi tartigilir duruma gelmistir (32,167,174).
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Bakteriyemi, pnomoni, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, osteomiyelit
gibi cesitli enfeksiyonlar i¢in 6nemli bir patojen olan S. aureus 'un hastalik olusturma
kapasitesi (patojenitesi), konak ve organizma arasindaki dengeye baglidir. Ozellikle
yumusgak doku ve cilt enfeksiyonlarn ile toplumdan kazanilmig pnémonilerden izole
edilen S. awreus suslaninda tespit edilen PVL; nekroz veya apoptozis ile
polimorfoniikleer hiicrelerde harabiyete neden oldugundan, S. aureus’un virillansinda
biyiikk 6nem tagimaktadir (115). Nétrofiller ve polimorfoniikleer 16kositler (PMNL)
patojen mikroorganizmalara kargt konak savunmasinda en 6nemli hiicrelerdir. Primer
notrofil defekti olan hastalarda bakteriyel enfeksiyonlara kargt belirgin artig, konak
savunmasinda PMNL’lerin onemini gostermektedir. Omegin, afir konjenital
notropeni, 1okosit adezyon eksikligi, kronik graniilomatéz hastalik ve notrofil
spesifik graniil eksikligi olan kisiler, tekrarlayan S. aureus enfeksiyonlarinin gelisimi
icin yiksek risk altinda bulunmaktadirlar (187). Notrofillerin bakteriyel
enfeksiyonlara karst hiicresel savunmada ana bilesen oldugu diisintldiginde, konak
nétrofillerinin destritkksiyonu TK-S. aureus enfeksiyonlarinin patogenezinde 6énemli
bir anahtar rol oynamaktadir. Voyich ve arkadaglari(188) ile Genestier ve
arkadaglani(115) tarafindan yapilan son c¢aligmalar, bu fikre gigli destek
vermektedir. Genestier ve arkadaglan S. aureus’un insanlarda neden oldugu
enfeksiyonlar sirasinda PVL’nin nétrofil destritksiyonunun birincil nedeni oldugunu
ve nekrotizan pnoémoni gibi ciddi enfeksiyonlari tetikledigini one strmektedirler.
Ozellikle, farkli toksin konsantrasyonlarinda in vitro rekombinant PVL ile yapilan
caligmalarda; notrofil apoptozisi veya nekrozuna yol agan, konsantrasyon bagimli bir
etki gosterilmistir. Bu etkide tahminen (B-cell lymphoma-2 associated X protein)
Bax-bagimsiz apoptoz, mitokondri zarlarinda PVL aracili por olusumuna yol agan
yeni bir yol ile meydana gelmektedir. PVL sublitik konsantrasyonlarda 6 saat iginde
insan noétrofillerinde apoptozu tetiklemekte, yiiksek toksin konsantrasyonlarinda ise 1

saat i¢inde hiicre lizizine neden olmaktadir (14,115,189).

Tedavisi zor ¢esitli enfeksiyonlara neden olan S. awreus suslar; kolay
yayilmalari, hastane personeli ve hastalarda rahatlikla kolonize olmalarindan dolay:
kontrol edilmesi giiglesmektedir. Panton-Valentine Iokosidin ozellikle toplum

kokenli S. aureus suslarinda sik gorillmekte, ancak bu sitotoksinin hastane kokenli S.
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aureus suslarinda da hizla yayilmaya bagladigt bildiren caligmalar bulunmaktadir

(7,190,191),

Center for Diseases Control and Prevention, HK-S. aureus ve TK-S. aureus
aynmim tamimlarken; hastaneye yatistan 48 saat igerisinde pozitif bir S. aureus
kiltiirt olmasini TK-S. aureus lehinde yorumlamaktadir. Ancak, toplum ve hastane
kokenli S. aureus suslarin benzerliklert ve degisen epidemiyolojisi nedeni ile TK-S.
aureus'u tanimlarken ilave mikrobiyolojik 6zelliklerin aragtirilmast gerektirmektedir
(195). Salgado ve arkadaglari(169) meta-analiz c¢alismalaninda; S. aureus
kolonizasyonunun yillar siirdiigi ve HK ve/veya TK-S. aureus suglarinin hastalik
tablosu olusumuna kadar klinik olarak fark edilmedigini belirtmiglerdir. TK-S.
aureus ifadesinin; bakterinin toplumdan ediniminden ziyade kolonizasyon veya
enfeksiyonun toplumda saptanmasi anlamina geldigini ileri stirmektedirler (169).
Caligmamizda izolatlarin toplum veya hastane kokenli olmast CDC kriterleri dikkate
alinarak degerlendirildi. Bu baglamda; izole edilen S. aureus suslarinin; 88’i toplum

kokenli, 177’si hastane kokenli olarak belirlendi.

Panton-Valentine Iokosidin Uzerine yapilan galigmalarin biyiik ¢ogunlugu
stafilokokal kaset kromozom mec (SCCmec) tip IV ve V ile baglantili olarak, MRSA
tizerinedir (7,203). Ancak epidemiyolojik caligmalarda, PVL'in metisiline duyarl §.
aureus suglarinda yayildigina dair bildirimler yapilmaktadir (204). Bir¢cok ¢alismada
MSSA nazal kolonizasyonun MRSA’dan daha yaygin oldugunu bildirmektedir
(205). 1950'lerde lukSF-PV genleri bulunduran ST80 MSSA suslan deri ve yumusak
doku enfeksiyonlani ile iligkili bulunmugtur. Ayrica son raporlarda PVL pozitif
MSSA suglarininda deri ve yumusak doku enfeksiyonlari ve nekrotizan pnémoniye
neden oldugu bildirilmektedir (206,207). Calismamizda izole ettigimiz PVL pozitif

TK-S. aureus suslarin tamami, HK S. aureus suglannin ise %83’ MSSA dir.

S.aureus deri, burun ve nasofarinks normal florasinda yer almaktadir
(13,39,37). ABD’de 20012002 yillart arasinda nazal S. aureus kolonizasyonlarinda
PVL varligini belirlemek amaci ile 10 000 saglikli goniillide yapilan bir ¢aligmada;
MSSA suslaninin = %1’inin, MRSA suslanimin  %8’nin  PVL eksprese ettigi
bildirilmigtir (208). Muttaiyah ve arkadaslari(209) yaptiklart ¢aligmada nazal MSSA
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tagtyicilarinda PVL pozitiflik oranimt %31, cilt ve yumusak doku enfeksiyonu ile
pnomonilerden izole ettikleri MSSA suslarinda ise % 37 olarak bildirmislerdir.
Blaine ve arkadaslari(210) yogun bakim {initelerinde yaptiklan g¢aligmada; nazal
MRSA kolonizasyonu olan hastalarin %8.3°de PVL varlii tespit etmisler ve PVL
pozitif hastalarin %38.5’de bakteriyemi, %23.1 de ise mortalite bildirmiglerdir. Chiu
ve arkadaglari(211) enfeksiyon etkeni olarak ve nazal kolonizasyonlardan izole
ettikleri MSSA suglanini kargilagtirmak amact ile yaptiklart ¢aligmada; enfeksiyon
etkeni olarak izole edilen MSSA suslarinda %20, nazal kolonizasyonlarda ise %]l
oraninda PVL pozitifligi saptamiglardir. Ayrica, PVL pozitif MSSA enfeksiyonlar
olan hastalarda atesin anlamli derecede daha uzun sirdiigini ve C-reaktif protein
diizeylerinin PVL-negatif MSSA enfeksiyonu olan hastalara gore daha yiiksek
oldugunu bildirmiglerdir. PVL geninin prevalans: klinik izolatlarda, kolonizasyon
izolatlarina oranla daha yiiksek bulundugunu;, bu bulgunun ise PVL geninin S.
aureus enfeksiyonlarninin patogenezinde onemli bir rol oynadifim gosterdigi,
seklinde yorumlamaktadirlar. Asemptomatik burun tasiyicithign TK-S. aureus
tamimlamasi i¢in kullanilamamasinin nedeni; S. aureus suglarinin ne kadar siiredir
burunda bulundugunu anlamanin imkansiz olmasidir. Hastalarin nazal stirtintiisinde
S. aureus belirlenmesinden ¢ok once kolonize olmus olabilir. Bu nedenle; bu susglar
toplum veya hastane kokenli olabilir. Ne olursa olsun, yatan hastalarda PVL pozitif

ve toplum koékenli oldugu dustiniilen S. aureus suglarini gérmek endise vericidir.

Diinyada ve tilkemizde MSSA ve MRSA izolatlarinda PVL gen bolgesinin
arastinldig farkli caligmalarda degisik oranlarda pozitiflik (%0,44-%85)
bildirilmektedir (222,223). Baz1 c¢alismalarda MRSA suglarindaki PVL pozitiflik
oramm MSSA susglarindaki PVL pozitiflik oramindan daha yiiksek iken, baz
calismalarda da tersi bir durum séz konusudur (93,191,224). Ikibin onbir yilinda
Kaltsas ve arkadaslari(225) yaptiklan c¢aligmada; cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlarindan izole ettikleri MSSA suglarinin %36’sinin, MRSA suglarimn ise
%77’ sinin PVL gen bolgelerini tagidigini bildirmis ve PVL pozitif S. aureus suslar
ile enfekte olan hastalarin PVL negatif S. aureus ile enfekte olanlara gore daha geng
yasta olduklannt belirtmiglerdir. Lina ve arkadaslari(99) cesitli klinik 6rnekten izole
etikleri S. aureus suslarinin %37’sinde ve TK-MRSA suglarinin ise %85’inde PVL

geni tespit etmigler; PVL pozitif olarak saptadiklan S. aureus suslarinin en sik
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fronkiillerden izole edildigini bildirmiglerdir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
yapilan bir ¢aligmada; cilt ve yumusak doku enfeksiyonu ile klinige bagvuran
hastalardan izole edilen MRSA’da %50 oraninda PVL pozitifligi bildirilmigtir (135).

Yunanistan’da 3 yillik siirede yapilan bir ¢aligmada, toplum kokenli MRSA
suslarinda %72, hastane kokenli MRSA suslaninda %23, poliklinik hastalarindan
izole edilen MSSA suslarinda %20 ve vyatan hastalardan izole edilen MSSA
suslarinda ise %S oraninda PVL pozitifligi saptandigt bildirilmigtir (191). Diep ve
arkadaglannin(124) yaptiklan calismada, hastane servis ve polikliniklerinden izole
edilen MRSA izolatlann %37’sinde, MSSA izolatlanin ise %6.7’sinde PVL
pozitifligi saptanmiglardir. Aymi caligmada mahkumlardan izole edilen MRSA
izolatlarinda prevalansin %70’e ulagtigi ve PVL pozitif izolatlarin esas olarak iki
klonal gruba ait oldugu gosterilmigtir. Chini ve arkadaglari(191); TK-MRSA
izolatlarinda %72, HK-MRSA izolatlarinda ise %23 oraminda PVL gen pozitifligi
saptamiglar ve PVL pozitif MRSA suslariin hizla hastane ortamina yayildigim
belirtmislerdir. Hollanda’da yapilan bir c¢aligmada 2000 yilinda toplanan MRSA
izolatlaninin %5’inde, 2002 yilinda toplanan MRSA izolatlarinin ise %15’inde PVL
bulunmustur (226). Takano ve arkadaglar(227) 42 TK-MRSA susunun 25’inde PVL
pozitifligi belirlemisler, PVL pozitif suglarin 20’si SCCmec type Vr olarak
bildirmiglerdir. Kanada’da yapilan bir ¢alismada da klinik MRSA izolatlarinin
%50’sinde PVL saptanmistir (101). Cupane ve arkadaglari(228) yatan g¢ocuk
hastalarda yaptiklann ¢alismada; S. awreus izolatlarinin %75 oraninda PVL geni
tagidiklannm ve PVL pozitif invaziv enfeksiyonu bulunan hastalarin PVL negatif
invaziv enfeksiyonu olan hastalara gore hastanede 6nemli 6l¢iide daha uzun kaldig

bildirmiglerdir.

Ulkemizde yapilan calismalarda; Akoglu ve arkadaslari(241) HK-
MRSA izolatlaninin epidemiyolojik ve molekiler 6zelliklerinin belirlenmesi amact
ile yaptiklan caligmada; izolatlanin 68(%62)’inde SCCmec tip III, 38(%35)’inde
SCCmec varyant IIIB ve 3(%3)’tinde SCCmec tip IV tespit etmisler, 14(%13) susta
PVL gen bolgesi saptamiglardir. PVL gen bolgesi iceren suslarin 10’unda SCCmec
tip I, 4’tinde SCCmec varyant tip IIIB saptanmiglar, SCCmec 1V tagiyan suglarin
higbirinde PVL gen bolgesi bildirmemiglerdir. Calisgmada TK-MRSA suslarinin
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6nemli bir viriilans faktorii olan PVL, HK-MRSA izolatlarinda da yiiksek oranda
saptanmistir. Bu durum MRSA izolatlaninin degisen epidemiyolojisinin takibinin
onemini vurgulamaktadir. Ozkul ve arkadaglari(242) 2005 ve 2006 yilina yaptiklan
caligmada; MSSA suslarinda 2005 yilinda %5 olan PVL pozitifliginin 2006 yilinda
%10’a giktigimi belirlemiglerdir. Kirdar ve arkadaslari(244) HK cesitli 6rneklerden
izole ettikleri 37 MRSA susundan higbirisinde PVL geni tespit edememisglerdir. Cirit
ve arkadaslar1(245) 130 MRSA, 20 MSSA izolatinda yaptiklart ¢aligmada; 2 MRSA,
1 MSSA susunda PVL porzitifligi bulmuglardir. Mersin Universitesi Tip Fakiiltesinde
170 HK-MRSA, 20 TK-MRSA susunda yapilan ¢aligmada; HK suslarin %3’ tinde,
TK suslann ise %5’inde PVL gen bolgesi varligi bildirilmis ve PVL gen bélgesinin
tespitinin PVL pozitif S. aureus susglannin yayilimini 6nlemek agisindan Gnemli
oldugu vurgulanmistir (246). Karahan ve arkadaglari(248) 2008 yilinda yaptiklarn
caligmada ise; MRSA suglarinin % 3’tinde ve MSSA suglannin %9’unda PVL gen
bolgesi saptamiglar, PVL pozitif bulunan suglarin 7’si yara, 4’0 idrar ve 1’1 de eklem
sivisindan soyutlanmigtir. Ayrica PVL toksin geni iceren suglardan 11’inin TK-
MRSA, 1’inin HK-MRSA oldugunu bildirmislerdir. Ulkemizde PVL gen bélgesinin
arastinldis diger calismalarda; Oksiiz ve arkadaglar(249) MRSA izolatlarinda %41,
Kilig ve arkadaslar(250) %1,3 PVL toksin gen bolgeleri saptamislar ve Oksiiz ve
arkadaglan yaptiklart ¢aligmada cilt, yumusak doku ve solunum yolu 6rneklerinde
PVL varliginin aragtirilmasinin ciddi enfeksiyonlanin ¢nlemesinde ¢nemli olacagim
vurgulamiglardir. Baran ve arkadaglan(243) 2’si TK-MRSA, 281 HK-MRSA
susunda yaptiklan ¢alisgmada; HK-MRSA izolatlaninin %86'sinda SCCmec tip 111,
%4’inde SCCmec tip IV, TK-MRSA izolatlanm1 SCCmec tip IV olarak
bildirmiglerdir. Panton-Valentine l6kosidin gen bolgelerinin yalnizca TK-MRSA
olarak tanimlanan iki izolatta pozitif oldugunu belirlemisler ve bunlannn PFGE
analizinde; klonal olarak iligkili oldugunu gostermiglerdir. Dokuz Eyliil Universitesi,
Hacettepe Universitesi ve Istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde,
2005-2007 yillan arasinda gesitli klinik 6meklerde iretilen 299 (200 MSSA, 99
MRSA) S. aureus susunda yapilan ¢aligmada; PVL gen bolgesi igeren sus oram %4
(10 MSSA, 1 MRSA) olarak saptanmigtir. PVL-pozitif suslarin % 18’1 kandan (1
MSSA, 1 MRSA), %82’si yara kiltiirlerinden izole edilmigtir. PVL gen bolgesi
iceren 11 sus’un pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) ile degerlendirilmesi
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sonucunda; Dokuz Eyliil Universitesinden izole edilen suglanin dérdiiniin birbiri ile

iligkili bulundugu bildirilmistir (247).

Calismamizda Luk-PVI ve Luk—PVZ primerleri kullanilarak
gerceklestirilen PZR analizi ve agaroz jel elektroforezi sonucunda, toplum kokenli
suslarin %15', hastane kokenli suslanin %3'U Panton-Valentine Iokosidin pozitif
saptandi. Hastane kokenli suglarin %34°1, toplum kokenli suslarin %86’s1 yara ve
abse kiltiirlerinden izole edildi. PVL pozitif saptanan toplum kokenli izolatlarin
%93’1i, hastane kokenli izolatlarin ise %67’si yine yara ve abse kiiltiirlerinde
belirlendi. PFGE analizinde; hastane kokenli 5 MSSA susu kional olarak iligkili
bulundu. Bu izolatlarin makrorestriksiyon paternleri Tenover kriterlerine gore
degerlendirildiginde ti¢ sus ayirt edilemez, iki sug ise uzak iligkili olarak belirlendi.
Hastane kokenli MRSA susu ile diger S. aureus suslan arasinda ise klonal olarak
iligki saptanmadi. Toplum kokenli PVL pozitif saptanan 13 MSSA susu

incelendiginde; suslar arasinda klonal olarak iligki goriilmedi.

Son birkag yildir TK-S. aureus enfeksiyon sayisinda dramatik bir artig soz
konusudur. Son yapilan aragtirmalar, TK- S. aureus suslarinin kuresel bir epidemi
yaparak, hastane salgmlarimin nedeni olarak ortaya ¢ikmaya basladigim
bildirmektedir (192-194). TK-S. aureus enfeksiyonlarindaki yaygin artig genellikle
PVL igeren suslar ile iligkilidir. Epidemiyolojik caligmalar PVL’nin TK-S. aureus
enfeksiyonlarinin sayisindaki bu artigin en Onemli virilans faktorlerinden biri
oldugunu ortaya koymaktadir (95,98). S. aureus suslarinin virillansim 6nemli 6lgiide
artiran PVL, S. aureus’un neden oldugu enfeksiyonlarn klinik seyrini agirlastirarak,
komplikasyon gelisme riskini artirabilmektedir. PVL pozitif suslarin hastane
ortaminda yayilmasi, hatta salginlar olusturmasi, bu suslarin antibiyotiklere kargi
direng genlerini de kazanarak, daha direngli ve daha virilan S. aureus suslarinin

ortaya ¢ikma riskini arttrmaktadir (192-194).

Panton-Valentine Iokosidin tasiyan S. aureus izolatlarinin dagilimi cografi
olarak degismektedir. Kuzey Amerika'da, TK-S. aureus iliskili enfeksiyonlarin
¢ogunlugundan sorumlu olan ST8-USA 300 en baskin klondur (232,135). Avrupa
izolatlaninda PVL'ligi pozitif daha yaygin olarak MSSA izolatlarinda
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gozlenmektedir. Genel olarak, PVL tasiyan S. awreus izolatlaninin prevalansi
artmaktadir (99,233). Ingiltere Saglik Koruma Ajansi Staphylococcus Referans
Birimi (HPA-SRU) 2005 ve 2009 wyillart arasinda TK-MSSA suslarimin biiyiik
cogunlugunda, PVL gen bolgesi varlifinda istikrarli bir artig kaydedildigini, 2005
yilinda %38.5 olan TK-MSSA izolatlarinda ki PVL pozitifligi, 2010 yilinda %61.5’e
ciktigim bildirmistir (229). Avrupa'da PVL pozitif S. awreus suslari genelde
stafilokokal deri enfeksiyonlan ve nekrotizan pnémonilerden izole edilmekte, buna
karsilik osteomyelit, sepsis ve endokardit gibi diger enfeksiyonlardan nadiren
sorumlu oldugu bildirilmektedir (8,98,99). Cesitli caligmalarda Avrupa’da PVL
pozitif S. aureus suslart %5’in altinda, 6rnegin Fransa'da %2, Ingiltere'de %1.6
olarak tespit edildigi bildirilmektedir. Afrika'da ise PVL pozitif S. aureus suslan
yaygin olarak gorilmektedir; 6rnegin Cezayir’de %72 ve Bati1 Afrika'da %30 olarak
bildirilmistir (30,230,231). Bazi yazarlara goére, Avrupa'da ki izolatlarda PVL
oranlarin diigiik olmasi; pvl genlerini tagiyan fajlara, dusiik oranda S. aureus (%3)
susunun duyarli oldugu gercegi ile agiklamaktadirlar (27). PVL treten S. aureus
suglannin Bati Afrika yiiksek yayginliga sahip olmasi, bu bolgedeki istikrarsiz
sosyo-ekonomik kosullar ile baglantili olabilir (230). Ramdani ve arkadaslan
Cezayir'de ki bir hastanede yaptiklan ¢alismada PVL pozitif HK- S. aureus oranim
% 68 gibi yiiksek bir deger bildirilmislerdir (222). Baz1 yazarlara gore, PVL pozitif
suglar ile iligkili HK-S. aureus insidansinin yiksek olmasi hastane salginlan ile
agiklanabilir (127,196). Bu durum, bir TK-S. aureus klonuna bagli olarak hastane
salgim veya hastane personelinin bu klonu hastane igine tagimis olabilecegini
dugiindiirmektedir. TK-S. aureus suglarinin hastane ortamina yayilacag goz Oniine
alinacak olursa, HK ve TK-S. aureus ayrimim yapmak zorlagacaktir. Gelecekte PVL
geni tagiyan S. aureus suglart benzer klinik sendromlara neden olacagindan,
enfeksiyonun hastane ve/veya toplum kokenli olduguna bakilmaksizin, hastanin

sunumu anlatilirken “PVL sendromu” terimini kullanmak uygun olabilir (173).

Diinyada ve tlkemizde yapilan S. aureus suslarinin genetik ozelliklerinin
incelendigi birgok c¢aligmada; TK-S. aureus izolatlarinin PVL genlerini tasidig
bildirilmis ve PVL pozitifligi S. aureus susunun toplum kokenli oldugunun 6nemli
bir kamit1 olarak kabul edilmigtir (98,199). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda TK

izolatlarla iliskili SCCmec tip IV ve PVL igeren S. aureus suslar hastanelerden,
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hastaneye ait oldugu dugiinilen SCCmec yapist igeren S. aureus suslarimin ise
toplumdan izole edildigi bildirilmektedir (200-202). Richter ve arkadaglan (240)
2009 yilinda ABD’de 43 merkezde yapti1 S. aureus surveyans programinda; 4210
ornekten 2247’sini S. aureus olarak saptamislar ve izolatlanin %51'nin USA 300
(%96.9 PVL pozitif, %99.7 SCCmec tip IV) ve %17'sinin USA 100 (% 93.4
SCCmec tip IT) oldugunu bildirmiglerdir. Bazi ¢aligmalarda; PVL'nin toplum kékenli
enfeksiyonlara neden olan pulsed-field tip USA 300 ve USA 400 S. aureus suglarinin
biyiik kisminda bulundugu, ancak SCCmec tip I, IT ve III bulunduran 6nemli hastane
kokenli S. aureus suglarinda bulunmadigt ifade edilmektedir (98,196-198). Dufour
ve arkadaslar1(97) HK-S. aureus suglarinda PVL geninin higbir zaman bulunmadigini
belirtmis, ancak ulkemizde Akoglu ve arkadaslari(241) yaptiklart c¢aligmada,;
SCCmec tip Il ve SCCmec varyant tip IIIB yapisina sahip HK-S. aureus suslarinda
PVL gen bolgelerinin saptandigini bildirmiglerdir. Wannet ve arkadaslar1(224) 2004
yilinda Hollanda’da yaptiklan galismada; PVL pozitif suslarin %80’inin SCCmec tip
IV, %10’unun SCCmec tip III ve %10’ unun SCCmec tip I tasidigint bildirmigler ve
HK-S. aureus suglaninin da PVL geni bulundurabilecegini 6ne stirmiigler; ayrica PVL
pozitif suslarin sadece toplumda degil hastane ortaminda da bulunabilecegini
belirtmiglerdir. Bu bulgu arastiricilar arasinda farkli yorumlara yol agmigtir. Bazi
yazarlar bu durumu, SCCmec tip IV’un TK-S. aureus'a ait bir 6zellik olmayacag:
seklinde yorumlamaiglar, bazi aragtirmacilar ise PVL geni tagiyan fajlann farkli suglar
arasinda kolay yayilimina baglamiglardir (98). Bu bulgular; TK-S. awreus
izolatlartmin 6nemli virtlans faktorii olan PVL'nin HK-S. aureus izolatlarinda da
bulunabilecegi gercegini ortaya koymakta ve hastane ortaminda yayilliminin

Onlenmesi i¢in epidemiyolojik olarak takibinin 6nemini géstermektedir.

Toplum kokenli PVL pozitif USA 300 klonu ABD'de giderek yayginlasan
hastane enfeksiyonlarina neden olmaktadir (10,212,213). TK- S. aureus suslarinin
neden oldugu hastane salginlart en sik olarak HK-S. aureus prevalansinin disiik
oldugu pediatri ve kadin dogum gibi bolimlerden, 2003 yilindan bu yana ABD,
Almanya, Israil, Isvicre ve Ingiltere’den bildirilmektedir (214-221). Hastalik Kontrol
ve Onleme Merkezi; Chicago (IL, USA) ve Los Angeles’ta (CA, USA) saglikli term
dogan bebeklerde USA300 klonuna bagli hastane enfeksiyon salginlart bildirmigtir
(212). 2003 yilinda, Atlanta’da (GA, ABD) hastane kaynakli bes eklem protez
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enfeksiyonuna USA300 klonunun neden oldugu bildirilmigtir (216). Ayn1 hastanede
2004 yilinda 7 ay boyunca tammlanan 116 S. aureus bakteriyemi olgusunun
39’una(%34); bunlardan hastane kaynakli oldugu belirlenen 49 bakteriyeminin
10’una (%20) USA300 klonunun neden oldugu gosterilmistir (10). Cogu salginin tek
bir sugun capraz-enfeksiyon ile yayilimina bagh oldugu bildirilmektedir. Houston’da
(TX, ABD) bir yenidogan yogun bakim tinitesinde sepsisli alt1 hastada TK-S. aureus
suslarinin tekrarlanan girisinin neden oldugu (217), Isvigrede ise bebekleri etkileyen
salgina; fronkiilden kaynaklanan bir PVL pozitif S. aureus susunun neden oldugu
bildirilmigtir. Farkli PVL pozitif suslarinin neden oldugu Almanya'daki iki salginin
saglik calisanlarinda %17 oraminda apse olusumu ile sonuglandigi gosterilmigtir

(218,219).

Gillet ve arkadaglarn 2002 yilinda PVL iligkili nekrotizan pnémoninin klinik
ozelliklerini, 2007 yilinda mortalite ile iligkili risk faktorlerini tanimlamiglardir.
PVL'nin nekrotizan pnomoni patogenezinde onemli bir faktér oldugu
dusiinmektedirler (8,233). Bazi yazarlar PVL’nin patojenik potansiyelini ve PVL
genlerinin varligim, diger virilans determinantlarinin bir gostergesi olarak
disinmektedir (234,235). S. aureus'un ¢esitli caligmalarda; toplum kokenli
pnomonilerin %8-68’inden, hastane kokenli pnémonilerin ise %18’inden sorumlu
oldugu bildirilmektedir. PVL negatif S.aureus ile enfekte pnémoni hastalarinin 6liim
orant %6 iken, PVL pozitif S. aureus’lar ile enfekte pnomoni hastalarinin 6liim orani
%32 olarak bildirilmigtir (236,237). Bu baglamda PVL gen bolgelerini ihtiva eden §.
aureus suglarina karst hizli ve etkin olarak enfeksiyon kontrol onlemlerinin
zamaninda uygulanmast saglanarak hastane ortaminda yayilmalant ve bu suglann
seleksiyonu 6nlenmelidir. Ozellikle PVL pozitif HK-MRSA’lar acil etkin enfeksiyon

kontrol 6nlemleri gerektiren mikroorganizmalardir (98).

Kreienbuehl ve arkadaglart 2011 yilinda yaptiklan aragtirmada; influenza
benzeri klinik bulgular sonrast PVL pozitif MSSA izole edilen 32 pnémoni hastasini
incelediklerinde %41 oraninda mortalite tespit etmisler, hastanin kabuliinden 6lime
kadar gecen ortalama siireyi 20 saat olarak bildirmiglerdir (238). Li ve arkadaslan

(239) nekrotizan pnémoni’li fatal bir vakadan PVL ve TSST-1 beraber salgilayan
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MSSA susu izole edildigini bildirmiglerdir. Bu bulgular hipervirilan S. aureus

izolatlarinin tiim diinyada yayilma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

Toplum ve hastane kokenli S. awreus izolatlannna bagli gelisen
enfeksiyonlannda tedavinin diizenlenmesi ve komplikasyon gelisiminin 6nlenmesi
icin PVL pozitif MRSA ve MSSA izolatlannin dikkatlice izlenmesi gerekmektedir.
Yapilacak sirveyans caligmalari, S. aureus suglarinin molekiiler ve mikrobiyolojik
analizi; TK ve HK-S. aureus suslarinin epidemiyolojisinin, evriminin ve toksinlerinin
insan konak yanitim nasil etkilediginin anlagilmasinda yardimei olacaktir. Ayrica
olusabilecek hiperviriilan suglarin gelisimini Onlemek igin gerekli tedbirleri

almamiza yol gosterebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

1-  Center for Diseases Control and Prevention (CDC) kriterleri dikkate
alinarak, 88’i toplum kokenli, 177°si ise hastane kokenli S§. aureus susu
degerlendirildi. Toplum kokenli S. aureus suglarindan; %12'si MRSA, %88'i MSSA,
hastane kokenli S.aureus suslarindan ise %42'si MRSA, %581 MSSA idi.

2- Lina ve ark. lanimin (99) tammladig 433 bp’lik Grin olusturan Luk-PV—1
ve Luk-PV-2 primerleri kullanilarak degerlendirilen; toplum kokenli S. aureus
suslarindan 13°1i(%15), hastane kokenli S. aureus suslarindan ise 6’s1 (%3) Panton-
Valentine Iokosidin pozitif olarak bulundu. PVL pozitif saptanan toplum kokenli S.
aureus suslarimn tamami MSSA, hastane kokenli suglardan ise 5’1 MSSA, 1’i MRSA
idi.

3- Pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) analizinde; izolatlar arasindaki klonal
iliskisi Tenover ve arkadaglarimin 6nerdigi kriterler dogrultusunda degerlendirildi
(157). Bu baglamda; hastane kokenli 5 MSSA susu birbiri ile klonal olarak iligkili
bulundu. Bu izolatlarin makrorestriksiyon paternleri degerlendirildiginde gl
birbirleri ile ayirt edilemez, ikisi ise uzak iligkili olarak belirlendi. Hastane kokenli
MRSA susu ile diger S. aureus suslari arasinda ise klonal olarak iliski saptanmadi.
Toplum kokenli PVL pozitif saptanan 13 MSSA suslan arasinda ise klonal olarak
iliski belirlenmedi.

Sonug¢ olarak hastanemizde, toplum kokenli S. aureus suslarinda %15,

hastane kokenli S. aureus suglarinda ise %3 oraninda PVL pozitifligi bulunmaktadir.
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Bu oranlar, daha once farkli tlkelerden yapilan ¢aligmalarla kargilagtinldiginda
ortalama bir deger olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Caligmamizda, altin standart olarak
kabul edilen pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) analizi sonucunda hastane kokenli
PVL pozitif 5 sug arasinda klonal olarak iligki saptanmasi son derece énemlidir. Bu
suslarin hastanede salginlara neden olabilecegi, diger viriilans ve direng genlerini
kazanarak, hipervirulan suglar haline gelebilecegi unutulmamalidir. Bu nedenle
toplumda ve hastane ortaminda bu suslarin yayilimini Onleyecek tedbirlerin ve
uygulamalanin hayata gecirilmesi igin gerekli enfeksiyon kontrol oOnlemlerinin

alinmasinin faydali olacagi kanisindayiz.
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7.0ZET

STAPHYLOCOCCUS AUREUS KLINIK IZZOLATLARINDA PANTON-
VALENTINE LOKOSIDIN VARLIGININ VE KLONAL ILiSKISININ
ARASTIRILMASI

Amag: Staphylococcus aureus, toksin ve enzimleri ile deri ve yumusak doku
enfeksiyonlari, pnémoni ve toksik sok sendromu gibi ¢esitli klinik tablolara neden
olmaktadir. S. aureus, tagidigt virilans faktorleri ve antibiyotiklere hizli direng
gelistirme potansiyeli nedeniyle giniimiizde biiyliik bir kiiresel sorunudur. Bu
bakterinin neden oldugu enfeksiyonlar sadece toplum igin degil aym1 zamanda

hastanelerde de 6nemli bir saglik sorunudur.

S. aureus'un etken oldugu o6zellikle yumusak doku ve cilt enfeksiyonlan ile
toplumdan kazanilmig pnomonilerden izole edilen suslarda Panton-Valentine
lokosidin  (PVL) tespit edilmektedir. PVL, nekroz veya apoptozis ile
polimorfoniikleer hiicrelerde harabiyete neden oldugundan, S. aureus’un viriilansinda
biiyik 6nem tagpimaktadir. PVL, S. aureus’a bagli enfeksiyonlarin klinik seyrini
agirlagtirarak, komplikasyon geligmesine neden olabilmektedir. PVL pozitif suglarin
hastane ortaminda yayilmasi, hatta salginlar olusturmasi, bu suslann antibiyotiklere
karsi direng genlerini de kazanarak yiiksek mortalite ve morbiditeye neden
olmaktadir. Bu caligmada, hastane ve toplum kokenli S. aureus suslarinda PVL
varligimin saptanmasi ve PVL pozitif suslar arasindaki klonal iligkinin belirlenmesi

amaclanmustir.

90



Gere¢ ve Yontem: Calismamizda 2008-2012 tarihleri arasinda, Inonii
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuvari’nda izole edilen; 88 toplum kokenli ve 177 hastane kokenli S. aureus
susu calismaya alindi. Izolatlann toplum veya hastane kokenli aynmi Center for
Diseases Control and Prevention (CDC) onerileri dikkate alinarak yapildi. Clinical
and Laboratory Standarts Institute’nin (CLSI) belirledigi kriterler dogrultusunda
Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile metisilin direnci belirlendi. Metisilin direnci

saptanan suglarda dogrulama testi olarak PZR ile mecA gen varligt aragtirildi.

Toplum ve hastane kokenli S. aureus suslarinda, Luk-PV-1 ve Luk-PV-2
primerleri kullanilarak, PVL gen bolgeleri PZR yontemiyle aragtinnldi. PVL pozitif
saptanan S. aureus suslant arasindaki klonal iligki pulsed-field jel elektroforezi

(PFGE) ile aragtirildi.

Bulgular: Caligilan suslar iginde, 88 izolat toplum kokenli ve 177 Izolat ise
hastane kokenli olarak tanimlandi. Toplum kokenli suslarin %12’si metisilin direngli
ve %88’i ise metisilin duyarlt olarak bulundu. Hastane kokenli suslarin %42’si

metisilin direngli ve %581 ise metisilin duyarli olarak bulundu.

Toplum ve hastane kokenli olarak tanmimlanan suslarin sirasiyla %86 ve

%?34’1 yara ve abse ¢rneklerinden izole edildi.

Toplum ve hastane kokenli olarak tanimlanan suglarda sirastyla PVL

pozitiflik orant %15 (13 MSSA) ve %3 (5 MSSA, 1 MRSA) olarak saptandi.

PVL-pozitif TK-S. aureus suglarinin %92’si yara ve abse kiltiiriinden ve
%8’1 ise solunum yolu 6rnmeklerinden izole edildi. Hastane kdkenli PVL-pozitif .
aureus suglarinin %67’si yara ve abse Orneklerinden ve %33’1 ise kan kultiirii

orneklerinden izole edildi.

PVL pozitif saptanan hastane kokenli 5 MSSA izolati PFGE'inde klonal
olarak iligkili bulundu. Bu izolatlarin makrorestriksiyon paternleri incelendiginde Gigii
ayirt edilemez, ikisi uzak iligkili olarak degerlendirildi. Toplum kokenli PVL pozitif

suslar arasinda klonal olarak iligki belirlenemedi.
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Sonu¢: Bu calismada yaklagik dort yillik sirede izole edilen S. aureus
suglaninda 6nemli bir virulans faktorii olan Panton Valentin Lokosidin siklig
aragtinlmigtir. Bu faktoriin sadece toplum kokenli degil hastane kokenli izolatlarda
da bulunabilecegi gozlenmis ve hastane ortaminda PVL-pozitif tirlerin yayilim
gosterdigi saptanmistir. Yapilacak epidemiyolojik caligmalar, S. awreus suslarinin
molekiiler ve mikrobiyolojik analizi; TK ve HK-S. aureus suslarinin insan konak

yanitini nasil etkilediginin anlagilmasinda yardimct olacaktir.

Anahtar Kelimeler: S. aureus, Panton-Valentine Iokosidin, mecA, TK-

MRSA, HK-MRSA
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8. ABSTRACT

INVESTIGATION OF PANTON-VALENTINE LEUKOCIDIN (PVL)
PRESENCE AND THE CLONAL RELATIONSHIP iN THE CLINICAL
STRAINS OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Objective: Staphylococcus aureus, can cause various clinical disorders by its
toxins and enzymes, such as skin and soft tissue infections, pneumonia and toxic
shock syndrome. S. aureus is a major global problem due to its virulence factors and
the potential to development of resistance to antibiotics. The infections caused by

this organism is a major public health problem both in society and in hospitals.

Panton-Valentine leukocidin is determined from S. aureus strains which are
especially isolated from the soft tissue, skin infections and community-acquired
pneumonia. PVL causes destruction on polymorphonuclear cells by necrosis or
apoptosis, so that it has great importance in the virulence of this organism. PVL is
exacerbating the clinical course of infections because of the fact that S. aureus can
cause the development of complications. The spread of PVL-positive strains in the
hospital environment, and even create epidemics, getting the resistant to antibiotics
genes of these strains, increases the risk of mortality and morbidity. In this study, we
aimed to investigate the presence of PVL from hospital and community-acquired S.
aureus strains and to determine the clonal relationship between the PVL-positive

strains.

Materials and Methods: In our study, 88 community-acquired and 177
hospital-acquired S. aureus strains were studied which were isolated in Inoni

University Medical Faculty Hospital at the Department of Medical Microbiology

93



Laboratory between 2008-2012. Discrimination of S. aureus strains whether they are
community or hospital-acquired made by the recommendations of Center for Disease
Control and Prevention (CDC). The methicillin resistance of the strains were
determined by Kirby-Bauer disc diffusion method according to Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) recommendations and PZR for mecA gene was

used as confirmatory assay.

PVL gene region was investigated by using PZR method with Luk-PV1 and
Luk-PV2 primers to the community and hospital-acquired S. aureus strains. We
investigated the clonal relationship between PVL positive S. aureus strains by

pulsed-field gel electrophoresis (PFGE).

Results: Of the studied strains, 88 were defined as community acquired, and
177 were defined as hospital acquired. A total 12% strains from community-acquired
isolates were found as methicillin-resistant, and 88% were methicillin-susceptible. A
total 42% strains from hospital-acquired were found as methicillin resistant, and 58%

were methicillin-susceptible.

Of the strains defined as community-acquired and hospital-acquired, 86% and

34% were isolated from wound and abscess samples, respectively.

The rate of PVL positivity among community-acquired and hospital-acquired

strains were found as 15% and 3% orderly.

Of the PVL-positive CA-S.aureus strains, 92% were from wounds and
abscesses, and 8% were from respiratory tract culture. Of the HA-S. aureus strains,
67% were from wounds and abscesses and 33% were from blood cultures. PVL-
positive hospital-acquired five MSSA strains were found clonally-related with each
other in PFGE. When the macrorestriction patterns were examined, three of these
isolates were indistinguishable, and two were clonally unralated. Clonal relationship

between community-acquired PVL-positive strains were not detected.

Conclusion: In this study, the frequency of a significant virulance factor of .

aurues was investigated among the strains which were isolated in the current four
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years. We observed that PVL could be found not only in community-acquired strains
but also in hospital-acquired strains, and furthermore, nosocomial PVL-positive
strains could cause hospital dissemination. Epidemiological studies, molecular and
microbiological analysis of S. aureus strains will help us to understand how the

human host response affects with CA and HA-S. aureus strains.

Key Words: S. aureus, Panton-Valentine lokocidine, mecA, CA-MRSA, HA-
MRSA
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