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BIYOMALZEME YUZEYLERINDEN iZOLE EDILEN METISILINE
DIRENCLI STAPHYLOCOCCUS AUREUS SUSLARINDA
VIRULANS GENLERININ ARASTIRILMASI*

INVESTIGATION OF THE VIRULENCE GENES IN METHICILLIN-RESISTANT
STAPHYLOCOCCUS AUREUS STRAINS ISOLATED FROM
BIOMATERIAL SURFACES

Mert SUDAGIDAN', Cengiz CAVUSOGLU? Feza BACAKOGLU?

OZET: Stafilokoklar, biyomalzeme kaynakli nozokomiyal enfeksiyonlarin en énemli
etkenlerindendir. Bu calismada, Gégls Hastaliklari Yogun Bakim Unitesi (YBU)’'nde
yatan 48 hastada kullanilan polimerik biyomalzeme yUzeylerinden izole edilen metisiline
direncli 11 Staphylococcus aureus susunda virdlans genlerinin varliginin saptanmasi
ve bunlarin bazilarinin fenotipik ifadelerinin arastirimasi amaglanmigtir. Galismamizda
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile 6zgul primerler kullanilarak, baglanma ve biyofilm
olusumundan sorumlu genler (icaA, icaC, bap), metisilin direnc geni (mecA), enterotoksin
A-E Uretiminden sorumlu genler (sea, seb, sec, sed, see), toksik sok sendromu toksini
geni (tst), eksfoliatif toksin A ve B genleri (eta ve etb), alfa ve beta-hemolizin genleri
(hla ve hib), stafilokokal ekzotoksin benzeri protein-1 geni (set1), proteaz genleri (SSpA,
sspB, aur, serine proteaz geni), lipaz geni (geh) ve regulator genler (sarA ve agrCA)
arastinlmigtir. Ayrica suglarin fenotipik olarak biyofilm olusturma, antibiyotik duyarlilik,
proteaz ve lipaz Uretimi gibi 6zellikleri de degerlendirilmistir. Biyofilm testlerinde, biyofilm
yapan ve “slime” Ureten suslara rastlanmamis, ancak tim suslarin biyofilm yapiminda
rol oynayan icaA genine sahip oldugu bulunmustur. Bununla birlikte biyofilm yapiminda
rol oynayan icaC ve bap genleri tespit edilememistir. TiUm suslarda mecA geninin
varligi saptanmis ve suslarin hepsinin oksasilin, penisilin G ve gentamisine; 10’'unun
eritromisine ve dokuzunun da ofloksasine direncli oldugu bulunmustur. izolatlarin tim
vankomisin, teikoplanin ve ko-trimoksazole duyarl olarak saptanmistir. Ekzotoksin ve
regulatér genlerinin taranmasi sonucunda, suslarin sea, set1, hla, hlb ve sarA genlerini
tasidigi belirlenmistir. PCR ile tim suslarin, calisilan bitin proteaz genlerine (sspA,
sspB, aur ve serin proteaz geni) sahip oldugu goérilmuis, ancak sutlt (skim milk
ve milk agar) ve kazein agarlarda yapilan proteaz Uretimi testlerinde negatif sonuc
alinmistir. Lipaz Uretiminin belirlenmesi icin Tween 20, Tween 80 ve tributyrin iceren
besiyerleri kullaniimig ve tim suslarda ge¢ dénemde (inkUbasyonun tclncu ginu)
pozitif sonu¢ alinmasina karsin, izolatlarin hicbirisinde lipaz Uretiminden sorumlu geh

*Bu calisma kismen izmir Yiksek Teknoloji Enstitiisii Bilimsel Arastirma Projesi (2003iYTEO1)
tarafindan desteklenmistir.

'izmir Yuksek Teknoloji Enstitisl, Biyoteknoloji ve Biyomuhendislik Anabilim Dali, Biyoteknoloji
ve Biyomuhendislik Merkezi Arastirma Laboratuvari, Izmir. (msudagidan@yahoo.com.tr)

2Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir.
3Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Gégiis Hastaliklar Anabilim Dali, izmir.

Gelis Tarihi: 4.6.2007 Kabul Edilis Tarihi: 5.12.2007



30 S.AUREUS SUSLARINDA VIRULANS GENLERI

geni bulunmamistir. Sonug¢ olarak, biyomalzeme yUlzeylerinden izole edilen S.aureus
suslarinda, arastirilan virtilans genlerinden bazilarinin varligr saptanmis, ancak bunlarin
tam olarak fenotipe yansimadigi izlenmistir. izolat sayisinin azligina ve tiim genlerin
ekspresyonlarinin fenotipik olarak calisilamamis olmasina ragmen, bu genlerin varliginin
yogun bakim hastalar icin potansiyel bir risk teskil edebilecegi dustinulmustur.

Anahtar sézclikler: Biyomalzeme, metisiline direncgli Staphylococcus aureus, biyofilm,
viriilans genleri, proteaz,lipaz.

ABSTRACT: Staphylococci are the most important agents of nosocomial
infections originating from biomaterials. The aim of this study was to
investigate the presence of virulence genes and their phenotypic expressions
in 11 methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains isolated from the
surfaces of clinically used biomaterials of 48 thorasic intensive-care unit
patients. By the use of specific primers, the presence of genes encoding the
attachment and biofilm production (icaA, icaC, bap), methicillin resistance
(mecA), enterotoxins A-E (sea, seb, sec, sed, see), toxic shock syndrome toxin
(tst), exfoliative toxins A and B (eta and etb), alpha- and beta-hemolysins (hla
and hib), staphylococcal exotoxin-like protein-1 (set1), proteases (sspA, sspB,
aur, serine proteaz gene), lipase (geh) and the regulatory genes (sarA and
agrCA) were investigated by polymerase chain reaction (PCR). The phenotypic
properties of the isolates such as biofilm formation, antibiotic susceptibility,
extracellular protease and lipase production were also evaluated. None of the
isolates were found to be biofilm and/or slime producers, however, all strains
were found to have icaA gene which is responsible for biofilm formation.
Nevertheless the presence of icaC and bap genes that are also responsible
for biofilm formation were not detected. All the strains have had mecA gene
and were resistant to oxacillin, penicilin G and gentamicin, while 10 were also
resistant to erythromycin and nine were also resistant to ofloxacin. The isolates
were susceptible to vancomycin, teicoplanin and co-trimoxazole. Screening
of toxin and regulatory genes revealed that all the strains harboured sea,
set1, hla, hib and sarA genes. The phenotypic tests for the determination
of extracellular protease production revealed that all the strains formed very
weak zones on skim milk and milk agar plates, and yielded negative results
on casein agar plates. Furthermore, all strains were found to harbour sspA,
SspB, aur and serine protease genes. Tween 20, Tween 80 and tributyrin
containing media were used to detect lipase production and all strains gave
late-positive results (on the third day of incubation), although they all lacked
for lipase gene (geh). As a result, S.aureus strains isolated from biomaterial
surfaces yielded positivity for some of the tested virulence genes, of which
some of them have not been expressed phenotypically. Although there were
some limitations in the study, it could be concluded that the presence of
these virulence genes in S.aureus strains might be considered as potential
threats especially in intensive care unit patients.

Key words: Biomaterial, methicillin-resistant Staphylococcus aureus, biofilm,
virulence genes, protease, lipase.
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GiRiS

Hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarin en énemli etkenlerinden olan
Staphylococcus aureus, deri ve yumusak doku enfeksiyonlar (folikulit, karbonkdl,
impetigo, mastit), yaygin enfeksiyonlar (osteomiyelit, endokardit, pnémoni)
ve toksijenik enfeksiyonlara (toksik sok sendromu, septik sok, soyulmus deri
sendromu, besin zehirlenmeleri) yol agcmaktadir'. Stafilokoklarin dnemli virtilans
faktorleri arasinda ekstraseluler enzim ve toksin Uretimi, antibiyotik direnci ve
biyofilm olugsumu sayilabilir.

S.aureus vicut igerisinde kullanilan biyomalzeme ylzeylerine tutunma ve
burada biyofilm olusturma yetenegine sahiptir. Bu durum, S.aureus suslarinin
biyomalzeme kaynakh nozokomiyal enfeksiyonlarda S.epidermidis ile birlikte
sikca gorllmesine neden olmaktadir. Stafilokoklarin biyofilm yapiminda, icaADBC
gen lokusu tarafindan kodlanan polisakkarit adhesin (PIA) antijeni édnemli rol
oynamaktadir2. Bunun yani sira ylzey proteini olan Bap, S.aureus suslarnin
yuzeylere tutunmasinda gérev almaktadir®.

S.aureus’un antibiyotik direnci de son yillarda blyuk sorun olusturmaktadir.
Metisiline direncli S.aureus (MRSA) suslari beta-laktam antibiyotiklere kargi
da direnclidir ve bu &zellik kromozomda bulunan mecA geni tarafindan
kodlanmaktadir. Ayrica, 1996’dan itibaren MRSA suslarinin vankomisine karsi
duyarliliklari azalmis ve vankomisin direncli (MiK>32 ng/ml) suslar da rapor
edilmeye baslanmigtir®.

Bilindigi gibi stafilokok enfeksiyonlarinda, bakterinin salgiladigi toksin ve
enzimlerin énemli rolU vardir. Bunlar arasinda yer alan enterotoksinler, sea,
seb, sec, sed ve see genleri tarafindan kodlanirken, toksik sok sendromu
(Toxic Shock Syndrome; TSS) toksini tst geni tarafindan, haslanmis deri
sendromu (Scalded Skin Syndrome; SSS)’na yol acan eksfoliatif toksin A ve
B ise eta ve etb genleri tarafindan kodlanmaktadir'®¢. Suda ¢6zinur yapida
olan ve endotel hicrelerinin, monositlerin ve trombositlerin hlicre membraninda
por olusumuna neden olan alfa-hemolizin ekzotoksininin kodlanmasindan
da hla geni sorumludur’. HIb geni tarafindan kodlanan beta-hemolizin ise
sfingomiyelini pargalayarak basta insan eritrositleri olmak Uzere birgok hticre
Uzerinde toksik etki gostermektedir®. Son yillarda, S.aureus genomunda yer
alan ve TSS toksini ile diger ekzotoksinlere amino asit dizi benzerligi gosteren
ekzotoksin benzeri protein genlerinin (set1-set5) varligi da rapor edilmistir®.
Klonlanan set1 geninin insan periferal kan mononuklear htcrelerinden IL-1,
IL-6 ve TNF-a Uretimini artirdigi goéralmastar®.

S.aureus suslan tarafindan hicre disina salinan proteazlar ise konagin
immun sistemi ile etkilesime girerek enfeksiyon gelisiminde édnemli rol oynarlar.
En 6nemli hicre disi proteazlar arasinda, stafilokokal serin proteaz (V8 proteaz;
SspA geni tarafindan kodlanir), metalloproteaz (aurolizin; aur geni tarafindan
kodlanir) ve sistein proteaz (sspB geni tarafindan kodlanir) sayilabilir®®. Hicre
disina salinan proteazlar, “accessory gene regulator” (agr) geni tarafindan
pozitif olarak kontrol edilirken, “staphylococcal accessory regulator” (sarA)
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geni tarafindan negatif olarak kontrol edilmektedir''. Stafilokokal lipaz enzimi
de bu bakteri icin 6nemli virllans faktorleri arasindadir ve geh geni tarafindan
kodlanmaktadir'®'3.

Bu calismanin amaci, hastanede yatan hastalarda siklikla kullanilan polimer
biyomalzeme ylizeylerinden izole edilen S.aureus suslarinda virllans genlerinin
varliginin saptanmasi ve bunlarin bazilarinin fenotipik ifadelerinin arastinimasidir.

GEREC ve YONTEM

Ornekler ve Suslar: Galismaya, Aralik 2002-Kasim 2003 tarihleri arasinda
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Gogiis Hastaliklar Yogun Bakim Unitesi (YBU)’nde
yatan 48 hastada kullanilan polimer biyomalzeme yuzeylerinden izole edilen
metisiline direncli 11 S.aureus susu dahil edildi.

Polimer biyomalzemelerin orta kisimlarindan 3-4 cm uzunlugunda kesilerek
alinan o6rnekler steril fosfath tampon (PBS, pH: 7.0) icinde laboratuvara
nakledilinceye kadar 4°C’de saklandi. Daha sonra biyomalzemeler beyin-kalp
infazyon (BHI) besiyeri iceren tiplere aktarldi ve sonikasyon ile (37 kHz'de
45 saniye) ylzeylere tutunan bakterilerin koparilmasi saglandi. BHI buyyon
icinde 37°C’de uretilen bakteriler kanli agar besiyerinde saflastirildiktan sonra
-80°C’de %20 gliserol icinde sakland. izolatlar konvansiyonel mikrobiyolojik
yéntemler ile (Gram boyanma, katalaz, koagllaz ve DNaz) tanimlandi®. Tar
dizeyinde tanimlama ise ID32 Staph (bioMérieux) ve 16S-ITS rRNA RFLP
yontemleri kullanilarak gerceklestirildi'“.

Biyofilm Testleri: Suslarinin biyofilm yapma yetenekleri kantitatif olarak
mikroplak testi ile belirlendi. Bu amagla, triptik soy buyyon (TSB) icinde
37°C’de 16 saat uretilen bakteri stspansiyonundan 1 ml alinarak ¢éktaraldi
ve 800 ul PBS ile yikandi. Daha sonra tekrar 10.000x rpm’de 5 dakika santrifdj
ile ¢cokturilen bakteriler 500 pl %1 sukroz iceren TSB (TSB+S) ile suspanse
edildi. 96 cukurlu mikroplaklara 180 ul TSB+S ve 20 ul bakteri stispansiyonu
eklenerek 37°C’de 16 saat inkUbe edildi. Ertesi glin mikroplak bosaltildi ve
3 kez 200 pl PBS ile yikanarak tutunmayan bakteriler uzaklastinidi. 60°C’de
1 saat kurutulan plak ytizeyine tutunan bakteriler 50 pl kristal viyole ile boyandi
ve 5 dakika sonra yikanarak mikroplak kurutuldu. Cukurlarin optik dansiteleri
(OD) 570 nm’de okutuldu ve OD,, degeri >0.5 bulunan bakteriler pozitif
olarak kabul edildi. Stafilokok suslarinin cam tip yuzeylerine baglanmalari
ise, tUp ylUzeyine tutunan bakterilerin kristal viyole ile boyanmasindan sonra
gorsel olarak belirlendi's. izolatlarin “slime” iretme yetenekleri, Congo Red
Agar (CRA) besiyerinde uretildikten sonra olusturduklar kolonilerin renklerine
gore tayin edildi. Buna gore, siyah koloniler pozitif, kirmizi-pembe koloniler
ise negatif olarak kabul edildi'®.

Antibiyotik Duyarlliklarinin Belirlenmesi: Stafilokok suslarinin oksasilin,
penisilin G, vankomisin, teikoplanin, eritromisin, ofloksasin, gentamisin ve ko-
trimoksazole kargi duyarliliklar agar disk difizyon yéntemi kullanilarak CLSI
standartlarina gére arastinidi’’.
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DNA izolasyonu ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR): Stafilokoklardan
genomik DNA izolasyonu daha 6nce belirtilen protokol Uzerinde bazi
modifikasyonlar yapilarak gerceklestirildi’®. Bu amacla, 5 ml TSB icerisinde
37°C’de 16 saat Uretilen bakterilerden 200 pl alinarak ¢okturaldi. Bakteriler
45 ul deiyonize su ile suspanse edildi ve 15 pl lizostafin (100 pg/ml, Sigma)
eklenerek 37°C’de 1 saat inkibe edildi. Bunu takiben 15 ul proteinaz K
(100 pg/ml, Merck) ve 150 ul 0.1 M Tris/HCI (pH: 7.5) eklenerek 37°C’de
1 saat inklbe edildi. Son olarak érnekler 5 dakika kaynatildi ve PCR ¢alismalari
icin -20°C’de saklandi. Tablo I'de gdsterilen genlerin PCR ile arastiriimasinda,
karsilarinda verilen primer dizileri kullanildi. PCR reaksiyonlari 5 pl genomik
DNA, 5 ul 10x PCR tamponu (750 mM Tris-HCI (pH: 8.8), 200 mM (NH,),SO,,
%0.1(v/v) Tween 20, 3 ul MgCl, (25 mM), 1 pl her bir primer (10 uM), 5 ul dNTP
karisimi (0.2 mM her bir nUkleotitten) ve 1.2 U Tag DNA polimeraz (Fermentas)
iceren 50 ul hacim icinde hazirlandi. Elde edilen PCR drlnleri %1.5’lik agaroz
jel elektroforez ile 1x TAE tampon ¢ozeltisi kullanilarak analiz edildi.

Proteaz ve Lipaz Uretiminin Tespiti: izolatlarin proteaz iiretme yetenekleri
“skim milk agar” [Nutrient agar (NA) + %1 skim milk], kazein agar ve “milk
agar” (NA + %10 UHT sut) kullanilarak tespit edildi. Bakterilerin stoktan
spotlama yéntemi ile besiyerlerine ekimi yapildi ve 37°C’de 2-3 guin inklibasyon
sonrasl “skim milk” ve “milk” agar besiyerlerinde, ekim alanlari cevresinde
zon olusumu incelendi. Kazein agar Uzerine 24 saat 37°C’de inkiibasyondan
sonra ylzeyi kaplayacak kadar %1 HCI eklendi ve ekim alani cevresinde zon
olusumu degerlendirildi.

Lipaz Uretiminin tespitinde ise Tween 20, Tween 80 ve tributyrin iceren
besiyerleri kullanildi. Bu amagla 120°C’de 20 dakika ayri olarak sterilize edilmis
Tween 20 veya Tween 80, NA icerisine %1 oraninda eklendi. Tributyrin agar
besiyerine %1 tributyrin ilave edilerek kullanildi. Lipaz Gretiminin tespitinde
bakteriler en az l¢ glin slre ile 37°C’de inkibe edildi. Tween iceren
besiyerlerinde, besiyeri icerisine dogru olusan sacakl ilerlemeler, tributyrin
besiyerinde ise zon olusumu pozitif olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 11 S.aureus susunun ucu brandl, tg¢u foley sonda,
UcU nazogastrik tup, biri endotrakeal tip ve biri santral kateter ytzeylerinden
izole edilmigtir.

PCR ile yapilan genotipik taramada, hicbir S.aureus susunun icaC, bap,
seb, sec, sed, see, tst, eta, etb ve agrCA genlerine sahip olmadigi; buna
karsin tim suslarin mecA, icaA, sea, hla, hib, set1 ve sarA genlerini tasidiklari
gorulmustar (Tablo 1) (Sekil 1).

Fenotipik &zellikler degerlendirildiginde; mikroplak yontemi, tUp tutunma
testi ve CRA besiyerinde alinan sonuclara gére higbir izolatin biyofilm ve
“slime” Uretmedigi saptanmig, kanli agar besiyerinde tim suslarin beta-hemoliz
olusturduklari izlenmigtir. Antibiyotik duyarlilik testlerinde tum suglar oksasilin,
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Tablo I. Galisilan 11 S.aureus Susunda PCR ile Arastirlan Genler, Kullanilan
Primer Dizileri ve Gen Varliinin Saptandigi Izolat Sayisi

Amplikon Pozitif
Oligoniikleotid dizisi (5'—3’) blyUkligli  Kaynak izolat
Genler (F-Forward, R-Reverse primer) (baz cifti) No.  sayisi
Biyofilm icaA F-tggctgtattaagcgaagtc 669 bp 20 11
olusumundan R-cctetgtctgggcettgace
sorumlu genler icaC F-ataaacttgaattagtgtatt 989 bp 19 0
R-atatataaaactctcttaaca
bap F-ccctatatcgaaggtgtagaattgcac 971 bp 3 0
R-gctgtigaagttaatactgtacctge
Metisilin diren¢ geni mecA F-tggtatgtggaagttagattgg 1235 bp 22 11
R-ggatctgtactgggttaatcag
Enterotoksin genleri sea F-ttggaaacggttaaaacgaa 121 bp 28 11
R-gaaccttcccatcaaaaaca
seb F-tcgcatcaaactgacaaacg 477 bp 28 0
R-gcaggtactctataagtgec
sec F-gacataaaagctaggaattt 257 bp 28 0
R-aaatcggattaacattatcc
sed F-ctagtttggtaatatctcct 318 bp 28 0
R-taatgctatatcttataggg
see F-tagataaagttaaaacaagc 169 bp 28 0
R-taacttaccgtggacccttc
TSS toksini tst F-aagccctttgttgettgeg 445 bp 29 0
R-atcgaactttggcccatacttt
Eksfoliyatif eta F-ctagtgcatttgttattcaa 119 bp 28 0
toksin genleri R-tgcattgacaccatagtact
etb F-acggctatatacattcaatt 200 bp 28 0
R-tccatcgataatatacctaa
Alfa-hemolizin geni hla F-ggtttagcctggcectic 534 bp 30 11
R-catcacgaactcgttcg
Beta-hemolizin geni hib F-gccaaagccgaatctaag 833 bp 30 11
R-gcgatatacatcccatgge
Stafilokokal set1 F-ggttaattcatagcgcagtatc 879 bp 30 11
ekzotoksin benzeri R-caacgtttcatcgttaagetge
protein-1
Proteaz genleri SspA F-gacaacagcgacacttgtga 292 bp 31 0
R-agtatctttacctacaactaca
sspB F-tgaagaagatggcaaagttag 493 bp 31 0
R-ttgagatacactttgtgcaag
aur F-tagtagcacacgaattaacacacg 319 bp 31 0
R-ttccctattgettgaatcacg
Serin proteaz F-caagttgaagcacctactgg 934 bp 32 0
geni R-tagagtgtgaatcggctitgg
Lipaz geni geh F-gcacaagcctcgg 473 bp 33 0
R-gacgggggtgtag
Regulatér genler agrCA F-caaacagtattcgctittat 1273 bp Bu 0
R-aatgagtctgtgagattttg calisma
sarA F-gattgctitgagttgttatc 256 bp Bu 11
R-atacagttctttcatcatgc calisma
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Sekil 1. S.aureus suslarinda PCR ile saptanan genler. 1: sea, 2: hla, 3: ﬁlb, 4: set1, 5: sarA,
6: SSpA, 7: sspB, 8: aur, 9: serin proteaz, 10: icaA, 11: mecA. M: lIk sira 100 bp,
son sira 1kb DNA standartlar (Fermentas).

penisilin G ve gentamisine direngli, vankomisin, teikoplanin ve ko-trimoksazola
duyarl bulunmus; suslardan sadece birisi (YT-83) eritromisine, ikisi (YT-39 ve
YT-49) ise ofloksasine karsi duyarliik géstermistir. Proteaz Uretiminin belirlenmesi
sirasinda, suslar sutll agarlarda ¢ok az acilmaya yol agcmis, kazeinli besiyerinde
de koloni cevresinde zon olusturmamistir. TUm suglar Tween 20 ve tributyrin
iceren besiyerlerinde lipaz pozitif bulunurken, sadece YT-83 susu Tween 80
besiyerinde pozitif sonu¢ vermistir. Lipaz Gretimi inkibasyonun ilk gunlerinde
g6rilmemis, Gglncl glinde yavas olarak besiyeri icerisine dogru sacakl bir
ilerleme ve substratin parcalandigi izlenmistir.

izolatlarin genotipik ve fenotipik 6zellikleri karsilastirmali olarak Tablo II'de
gOsterilmistir.

Tablo Il. Calisilan 11 S.aureus Susunun Genotipik ve Fenotipik Ozellikleri

Ozellik Genotip Fenotip
Biyofilm/’slime” olusumu icaA pozitif; icaC ve bap negatif Yok
Metisilin direnci (mecA) mecA pozitif Var
Enterotoksin Uretimi sea pozitif; seb, sec, sed, Caligiimadi
see negatif
TSS toksin Uretimi tst negatif Calisiimadi
SSS toksin Uretimi eta ve etb negatif Calisiimad
Alfa- ve beta-hemolizin Uretimi  hla ve hlb pozitif Var
Stafilokokal ekzotoksin benzeri set1 pozitif Calisiimad
protein-1 Gretimi
Proteaz Uretimi SSPA, sspB, aur ve Yok
serin proteaz geni pozitif
Lipaz Uretimi geh negatif Var (Geg pozitif)

Gen regulasyonu sarA pozitif; agrCA negatif Calisiimad
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TARTISMA

Bu calismada, yogun bakim Unitesinde yatan hastalarda kullanilan
biyomalzeme ylzeylerinden izole edilen metisiline direncli S.aureus suslarinda,
bazi virtlans faktdrlerini kodlayan genlerin (biyofilm olusumundan, metisilin
direncinden, ekzotoksinler, proteazlar ve lipaz Uretiminden sorumlu genler
ve regulatdér genler) varligi ile bu genlerden bazilarinin fenotipik ifadesi
(biyofilm olusturma, antibiyotik direnci, proteaz ve lipaz Uretimi) arastirimistir.
Calismamizda izole edilen 11 S.aureus susunun biyofilm olusumundan
sorumlu genlerden sadece icaA genine sahip olduklari ve higbirisinin biyofilm
olusturmadigi saptanmistir. Stafilokoklar arasinda biyofilm yapma &6zelligi en ¢ok
S epidermidis’te gérulmektedir. S.aureus ve S.epidermidis’te biyofilm yapimi
icaADBC gen lokusu tarafindan kodlanan PIA ile saglanmaktadir. Bu gen
dizisindeki mutasyonlar veya insersiyon dizileri, genin ifade edilmesini etkilemekte
ve biyofilm olusumunu engelleyebilmektedir’®. Calismamizda S.epidermidis ica
gen lokusu icin dizayn edilen primerlerle yapilan PCR denemelerinde sonug
alinamamistir. S.aureus icaA geni icin dizayn edilen primerler kullanildiginda
ise tum suslarin bu geni tagidiklar géralmustar. Bu farklilik ica gen dizilerinde
stafilokok tarleri arasinda farkliliklar oldugu sonucunu dogurmus ve yapilan
gen bankasi incelemeleri bu fikri dogrulamistir. Knobloch ve arkadaslarinin®
calismasinda, hem kan kudltarlerinden enfeksiyon etkeni olarak izole edilen,
hem de nazal 6rneklerden kolonizasyon etkeni olarak izole edilen S.aureus
suslarinda icaA geninin varli@i bulunmustur.

Vlcut icerisinde biyomalzeme yUzeylerinde olusan biyofilm tabakasi, gerek
immun sistem hucrelerine gerekse antibiyotiklere karsi direncte énemli rol
oynamaktadir®'. Calismamizda tim suslarin oksasilin, penisilin G ve gentamisine,
cogunun ise eritromisin (10/11) ve ofloksasine (9/11) direncli oldugu gérilmustar.
izolatlarimizin tamaminda mecA gen varligi saptanmistir. Metisiline direncli S.aureus
suslarinda mecA varliginin gosteriimesi referans olarak kabul edilmektedir?,
Suslarin biyofilm olusturmamasina ragmen ylksek antibiyotik direnci géstermesi,
yogun bakim Unitesi izolatlarn olduklarindan beklenen bir sonugtur.

Calismamizda izole edilen S.aureus suslarinda cesitli ekzotoksin genlerinin
arastinimasi sonunda, TSS ve SSS toksin genlerine sahip olmadiklari bulunmus,
ancak tum suslarin enterotoksin A (sea), ekzotoksin benzeri protein-1 (set1),
alfa ve beta-hemolizin (hla, hlb) genlerini tasidigi belirlenmisgtir.

Stafilokoklarda global regilatér genler olarak tanimlanan agr ve sarA genleri,
bircok énemli virtlans faktéranin ifade edilmesini kontrol etmektedir. Dunman ve
arkadaslarinin® calismasinda, agr ve sarA genlerinin sirasiyla 104 ve 76 adet genin
regulasyonunu artirdidi, 34 ve 44 adet genin regllasyonunu ise azalttigi ortaya
konmustur. Calismamizda tim suslar sarA geni bakimindan pozitif bulunurken,
suslarin hepsi agr geni bakimindan negatif bulunmustur. Bu durum S.aureus
suslan arasinda agr gen dizilerindeki genetik cesitlilik olarak agiklanabilir?.

Stafilokoklarin énemli bir virtlans faktérl olan proteaz Uretiminin tespitinde,
calismamizda ug farkll besiyerinden yararlaniimigtir. TUm suslar kazein agarda
negatif sonug vermis, sutli besiyerlerinde ise koloni gevresinde ¢ok az agiimaya
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yol acmisg, diger bir deyisle proteinlerin az miktarda parcalanmasina neden
olmustur. Buna karsin izolatlarin timinde PCR ile proteaz enzimlerini kodlayan
genlerin varlidi (SspA, sspB, aur ve serin proteaz geni) saptanmistir. Bu durum
genlerin ifade edilmelerinin veya Uretilen proteaz miktarlarinin az olmasi ile
aciklanabilir. Galismamiz kapsaminda uretilen enzimler saflastirilip aktivite
tayinleri yapilamadigindan Uretilen proteaz miktari ve cinsi bilinmemektedir.

Lipaz enziminin de stafilokok enfeksiyonlarinin patogenezinde énemli rol
oynadigi disunulmekte, granilosit kemotaksisini ortadan kaldirdigi ve fagositozla
bakterilerin oldurtlmesini azalttigi ifade edilmektedir'2. Ayrica lipaz enziminin
bakterinin yayllmasina da yardimci oldugu ve lipaz olusturan suslarin genellikle
derin doku ve organ enfeksiyonlarindan izole edildigi belirtiimektedir'®252s,
Bu calismada lipaz Uretiminin tespitinde uygun substratlar iceren besiyerleri
kullaniimig, tim suslarin Tween 20 ve tributyrin iceren besiyerlerinde lipolitik
aktivite gdstermesinin yani sira sadece YT-83 susu Tween 80 iceren besiyerinde
lipolitik aktivite gdstermistir. PCR calismasinda ise suslarda lipaz Uretimini
kodlayan geh geni tespit edilememistir. Bu durumun lipaz enzimini kodlayan
geh genlerinin stafilokok suslarinda farkli olmasindan ve gen dizilerindeki
farkhliklardan kaynaklandigi dustintlmektedir?.

Sonu¢ olarak calismamizda, biyomalzeme yUzeylerinden izole edilen
S.aureus suslarinda, arastirilan virtlans genlerinden bazilarinin varigi saptanmis,
ancak bunlarin da bir kisminin fenotipe yansimadigi izlenmistir. izolat sayimizin
az olmasina ve tum genlerin ekspresyonlarinin fenotipik olarak calisilamamis
olmasina ragmen, bu genlerin varliginin yogun bakim hastalari icin potansiyel
bir risk teskil edebilecegi distnulmustir. Yapilacak daha ileri calismalarla
S.aureus suglarinin virtlans 6zelliklerinin detayh olarak arastiriimasi ve gen
profillerinin belirlenmesi, enfeksiyonlarin patogenezinin aydinlatiimasina byik
katki saglayacaktir.
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