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OZET

Staphylococcus aureus, toplumda goériilen deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinin en sik nedenlerin-
den biri ve hastane kaynakl enfeksiyonlarin en énemli nedenidir. Bu calismada cesitli klinik 6rneklerden
elde edilen toplum ve hastane kaynakli S.aureus izolatlarinda stafilokokal enterotoksin A-D (sirasiyla SEA,
SEB, SEC ve SED), toksik sok sendromu toksin-1 (T$ST-1), Panton-Valentin I6kosidin (PVL) toksinleri ile
SCCmec fenotiplerinin [metisiline direncli S.aureus (MRSA) izolatlarinda] tespit edilmesi ve hastane ve
toplum kaynakli izolatlar arasindaki genotipik iliskinin gosterilmesi amaclanmistir. Calismada Gilhane As-
keri Tip Akademisi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda 2007-2010 yillari arasinda farkli klinik érneklerden izo-
le edilen 147 S.aureus susuna ait viriilans faktorleri gercek zamanlh polimeraz zincir reaksiyonu yontemi
ile arastinimistir. Hastane ve toplum kaynakli izolatlar arasindaki genotipik iliski MLVA (multiple locus va-
riable number of tandem repeat analysis) yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Calismaya alinan 147
S.aureus izolatinin 72 (%48.9)’si hastane kaynakl, 75 (%51.1)'i toplum kaynakl olarak tanimlanmustir.
izolatlardan 93 (%63.2)'U en az bir adet (77 izolatta bir adet, 16 izolatta birden fazla) toksine sahiptir.
Toksin tespit edilen izolatlarin %59.1 (55/93)'i hastane kaynakl, %40.9 (38/93)'u ise toplum kaynakli-
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dir. izolatlarin 59 (%40.1)’'unda SEA, 8 (%5.4)'inde SEB, 12 (%8.1)'sinde SEC, 8 (%5.4)'inde SED, 17
(%11.5)'sinde TSST-1 ve 6 (%4.0)'sinda PVL tespit edilmistir. Metisilin direnci hastane kaynakl izolatla-
rn %61.1 (44/72)'inde, toplum kaynakli izolatlarin %6.7 (5/75)'sinde saptanmustir. Calismamizda hasta-
ne kaynakli MRSA suslarinda %90.9 (40/44) oraninda SCCmec tip lll, toplum kaynakli MRSA suslarinda
%40 (2/5) oraninda SCCmec tip IV varhgr bulunmustur. SEA tespit edilen izolatlarin cogunun (40/47,
%85.1) hastane kaynakli olup metisiline direncli olduklari belirlenmistir. MLVA yontemine gore hastane
ve toplum kaynakl gruplarin kiimelesme oranlari, klon sayilari, 6zglin profil sayilari sirasiyla %73.6 ve
%57.3, %34 ve %47, %19 ve %32 olarak saptanmistir. Sonug olarak, hastane kaynakli MRSA izolatlarin-
da yuksek oranda SEA tespit edilmesi, bu toksin ile antibiyotik direng gelisimi arasinda bir iliski olabilece-
gini dustindlUrmustir.

Anahtar sézciikler: Staphylococcus aureus; virtilans faktorleri; MLVA tiplendirme.

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is the most common cause of skin and soft tissue infections in the community
and the most important cause of nosocomial infections. In this research, it was aimed to detect the pre-
sence of staphylococcal enterotoxin A to D (SEA, SEB, SEC and SED, respectively), toxic shock syndrome
toxin-1 (TSST-1), Panton-Valentine leukocidin (PVL) and SCCmec phenotype in methicillin-resistant S.au-
reus (MRSA) isolates and to demonstrate the genotypic association between hospital acquired and com-
munity acquired isolates. In the study the virulence factors of 147 S.aureus strains isolated from various
clinical samples at Gulhane Military Medical Academy Hospital Microbiology Laboratory between 2007
and 2010 were investigated by real-time polymerase chain reaction. MLVA (multiple locus variable num-
ber of tandem repeat analysis) method was used to demonstrate the genotypic association between hos-
pital- and community-acquired isolates. Seventy-two (%48.9) of 147 S.aureus isolates were determined
as community acquired and 75 (%51.1) as hospital acquired. Ninety-three (63.2%) isolates possesed at
least one toxin (77 strains harboured one, and 16 strains harboured more than one). Of the isolates in
which toxin was detected 59.1% (55/93) were hospital acquired, 40.9% (38/93) were community ac-
quired. SEA was determined in 59 (40.1%), SEB in 8 (5.4%), SEC in 12 (8.1%), SED in 8 (5.4%), TSST-
1in 17 (11.5%) and PVL in 6 (4.0%) of the isolates. Methicillin resistance was determined in 61.1%
(44/72) of the hospital acquired isolates and 6.7% of the (5/75) community acquired isolates. In our
study, SCCmec type Il was detected in 90.9% (40/44) of hospital acquired MRSA isolates and SCCmec
type IV in 40.0% (2/5) of community acquired MRSA isolates. Most of the strains (40/47; 85.1%) carr-
ying SEA were hospital acquired, and they were determined as methicillin-resistant. According to MLVA,
hospital and community acquired groups’ clustering rates, number of clones, number of unique profile
were determined as; 73.6% and 57.3%; 34% and 47%; 19% and 32%, respectively. It was concluded
that high prevalence of SEA toxin in hospital acquired MRSA isolates indicated that there was a possib-
le association between the presence of toxin and antimicrobial resistance.

Key words: Staphylococcus aureus; virulence factors; MLVA typing.

GiRis

Staphylococcus aureus, tim diinyada toplum ve hastane kaynakl enfeksiyonlarin en
o6nemli etkenlerinden biri olup, hastane kaynakli pnémoni ve cerrahi yara enfeksiyonla-
rinin en sik; kan akimi, kardiyovaskuler, goz, kulak, burun ve bogaz enfeksiyonlarinin
ikinci siklikla nedenidir'2. Bu enfeksiyonlarda, S.aureus’un hiicre yiizeyinde bulunan ve
hiicre disina salgilanan virtlans faktorleri 6nemli rol oynamaktadir. S.aureus izolatlarinin
virlilansi, tek basina bu biyolojik faktorlerden herhangi birisine bagl olmayip birkaginin
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beraber olusturdugu etkiler sonucu olusmaktadir. S.aqureus begs farkli sitolitik ya da
membran yikici toksin [alfa, beta, gama, delta ve Panton Valentin 16kosidin (PVL)], iki
eksfolyatif toksin (A ve B), sekiz enterotoksin (A-E, G-I) ve toksik sok sendromu toksin-1
(TSST-1) gibi cok sayida toksin olusturmaktadir®. Stafilokokal enterotoksinler (SE)'in ne-
den oldugu gida zehirlenmeleri, gida kaynakl gelisen hastaliklarin en sik ikinci nedeni-
dir*. Stafilokoklarin olusturdugu bir baska toksin olan T$ST-1, ézellikle menstriiel dénem-
de gelisen toksik sok sendromu olgularinin %90’indan fazlasinda tespit edilmektedir®.

S.aureus’un 6nemli virtlans faktorlerinden biri de PVL'dir. PVL'nin 6zellikle polimorfo-
nukleer lIokositler (PMNL) tizerinde actigi porlar sayesinde hiicre lizisine neden olarak et-
kisini gosterdigi tahmin edilmektedir®. PVL toksinine sahip olan izolatlarin ciddi deri ve
yumusak doku enfeksiyonlari ile nekrotizan pnémonilere neden oldugu bilinmektedir®.
S.aureus’un sahip oldugu yapisal ya da kazanilmis antimikrobiyal ila¢ direng 6zelligi de
énemli bir viriilans faktorii olarak gosterilmektedir’. Metisiline direncli S.aureus (MRSA)
diinya genelinde epidemi ve endemilere yol acan bir bakteri haline gelmistir.

Bu calismanin amaci, cesitli klinik 6rneklerden elde edilen toplum ve hastane kaynak-
It S.aureus izolatlarinda stafilokokal enterotoksinler (SEA, SEB, SEC ve SED), TSST-1, PVL
varliginin ve SCCmec fenotiplerinin (MRSA izolatlarinda) gercek zamanli polimeraz zin-
cir reaksiyonu (Rt-PCR) yontemi ile tespit edilmesi ve MLVA (multiple-locus variable-
number tandem-repeat analysis) yontemiyle hastane ve toplum kaynakl izolatlar arasin-
daki klonal iliskinin incelenmesidir.

GEREC ve YONTEM
Bakteriyel izolatlar, Tanimlama ve Antibiyotik Direnci

Calismaya Gulhane Askeri Tip Akademisi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Baskanhg:
Mikrobiyoloji Laboratuvarina Kasim 2007-Aralik 2010 tarihleri arasinda kliniklerde yatan
ve polikliniklere basvuran hastalardan gonderilen 6rneklerden izole edilen toplam 147
adet S.aureus izolati dahil edildi. Her hastadan tek bir izolat alindi. Hastane kaynakli en-
feksiyonlar CDC kriterlerine gore tanimlandi®. S.aureus (iremesi olan hastalarin yattiklari
klinik, klinik 6rnegin alindigi yer ve tarih bilgileri kaydedildi.

Laboratuvara gelen drnekler tiplerine gére uygun besiyerlerine ekildi. Ureyen koloniler-
den koloni morfolojileri stafilokoklara uyan, Gram ile pozitif boyanan ve katalaz testi po-
zitif olanlara koagiilaz testi uygulandi. Tavsan plazmasinda koagiilasyona neden olan sug-
lar S.aureus olarak kabul edildi®. Geleneksel tanimlamanin dogrulanmasi ve antibiyogram
islemi Phoenix ™ 100 (Becton Dickinson, ABD) otomatize sistemiyle yapildi'®. Oksasilin di-
renci, CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) onerileri dogrultusunda sefoksi-
tin diski kullanilarak disk difiizyon yontemi ile arastirildi'". Calismanin diger asamalari icin
saf izolatlar %10’luk skim milk solisyonunda (Sigma, ABD) -80°C’de saklandi.

Toksin Genlerinin ve SCCmec Tiplerinin Rt-PCR ile Tespiti

Koyun kanl agar besiyerinde 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda saf olarak Gremis
S.aureus kolonilerinden 0.5 McFarland bulaniklik olacak sekilde stispansiyon hazirlan-
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di. Buradan 1 pl bakteri sispansiyonu 24 pl’lik 1X PCR tamponu [0.2 mM dNTP (Sig-
ma, ABD), 4 mM MgCl, (Sigma, ABD), primerlerin her birinden 0.5 pl (50 pmol/ml)
(Metabion, Almanya), her bir florofor probdan 0.25 pl (100 pmol/ml) (Metabion, Al-
manya), 0.2 ul Super Hot Tag DNA polimeraz (Bioron, ABD) (5 U/ul)] karisimina ekle-
nerek 25 pl'lik toplam hacim elde edildi. PCR dongtileri 95°C’de 10 dakika baslangic
denaturasyonu, 40 siklus; 95°C’de 15 saniye denatiirasyon, 60°C’de 1 dakika baglan-
ma ve uzama olarak ayarlandi'?. Calismada S.aureus’a ait toksinleri kodlayan genlerin
varligini ve MRSA suslarinda SCCmec tipini belirlemek amaciyla kullanilan primer dizi-
leri Tablo 1’de verildi'®. Multipleks PCR icin bes ayri multipleks PCR karisimi hazirlan-
di. Birinci multipleks karigimi sea, seb, sec, ikincisi sed ve tst, lctinclisi SCCmec tip | ve
SCCmec tip I, dordiinciisi SCCmec tip 1ll ve SCCmec tip 1V, sonuncusu SCCmec tip V
ve pvl genlerinin belirlenebilmesi icin hazirlandi. Hedef gen bélgelerinin tespitinde po-
zitif kontrol olarak sea icin S.aureus ATCC 10652, seb icin S.aureus ATCC 10654, sec
icin S.aureus ATCC 10655, sed icin S.aureus ATCC 10656, pvlicin S.aureus Hershey MC
901, tst ve SCCmec tip Il icin S.aureus N315, SCCmec tip | icin S.aureus NCTC 10442,
SCCmec tip lll icin S.aureus 85/2082, SCCmec tip IV icin S.aureus JCSC 4744 suslari
kullanildi.

S.aureus izolatlarinin Molekiiler Tiplendirilmesi

S.aureus DNA izolasyonu fenol:kloroform:izoamilalkol yontemi kullanilarak yapil-
di'*. MLVA yénteminde farkli genotiplere ait izolatlari belirlemek amaciyla kullanilan
primerler Tablo II'de gésterildi'>'6. Bu yéntem icin iki ayri PCR karisimi hazirlandi. ilk
karisimda 45 pl 2X PCR tamponuna [0.2 pl Tag DNA polimeraz (Bioron, ABD) (5
U/ul) 2 mM MgCl, (Sigma, ABD), 0.2 mM dNTP (Sigma, ABD), SspA-F, SspA-R pri-
merlerinden 10’ar pmol (Alpha DNA, ABD), Siru-21-F, Siru-21-R primerlerinden
1.25’er pmol (Alpha DNA, ABD), Clfb-F, Clfb-R primerlerinden 1‘er pmol (Alpha
DNA, ABD)] kalip DNA’dan 5 pl eklenerek 50 ul’lik toplam hacim elde edildi. ikinci
karigimda ise 45 pl 2X PCR tamponu [0.2 pl Tag DNA polimeraz (5 U/ pl) (Bi-
oron,ABD), 2 mM MgCl, (Sigma, ABD) 0.2 mM dNTP (Sigma, ABD), Spa-F, Spa-R,
CIfA-F, CIfA-R primerlerinin her birinden 10’ar pmol (Alpha DNA, ABD)] kalip
DNA’dan 5 pl eklenerek 50 pl’lik toplam hacim elde edildi. PCR dongdleri 95°C’de
10 dakika baslangi¢c denatiirasyonu; 40 siklus; 95°C’de 15 saniye, 60°C’de 1 dakika,
72°C’de 30 saniye, 72°C’de 5 dakika son uzama olacak sekilde ayarlandi'>. Elektrofo-
rez islemini takiben orneklere ait DNA bantlari goriintileme cihazinda Trackit 100 bp
DNA Ladder (In vitro Gen, ABD) belirtecleri ile karsilastirildiktan sonra elde edilen sa-
yisal degerler Bionumerics (Applied Maths, Belgika) 6.0.1 versiyonlu program kulla-
nilarak degerlendirildi. MLVA yontemi her gen bolgesine ait siral tekrar sayisinin fark-
Il olabilmesi esasina dayandigdi icin en az bir banda ait degisiklik farkli bir genotip ola-
rak degerlendirildi'®.

istatistiksel Analiz

Verilerin analizi SPSS 11.5 paket programinda yapildi. Kullanilacak test yontemi 6rnek
sayisi dikkate alinarak birtakim kriterlere gore belirlendi. Tanimlayici istatistikler gozlem
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Tablo I. Calismada kullanilan primer ve problarin oligontikleotid dizilimleri

Hedef
gen bolgesi Oligoniikleotid dizilimi (5’ - 3")

Kaynak

sea F GGGATTAATCGTGTTTCATACTTCTA
ATTCTTAATAGTGTATTTGAATTCTGTCC

© X

TGACGTACAAACTAATAAGAAAAAGG
TATATCCCGTTTCATAAGGCGAG

seb

o X ™M

C GAAGTGCAAACTGATAAGAAA
ATATGGTGAACTGTTAAACTCATACA

sec

o X M

AGATAGGACTGCTTGTACATATG
TATCCACAAATTGATTGGTAT
[CY5]-AGGTGTCACTCCACACGAAGGTAAT-BHQ-1

AGACTTTGAAATTCGTCATCAGCT
GATCCGTCATTCATTGTTATTTTCC

sed

© ™ ™M

tst

o X M

AAAATGCCAGTGTTATCCAGAGGTA
TTTGCAGCGTTTTGTTTTCG
[FAM-]TTACAATCGTCGAAGAAC-BHQ-1

TTTGGCACGTAATACTTCCGATT
AAAATTCAACATTTTGGCGATGA
[FAM]-TTACAATCGTCGAAGAAC-BHQ-1

pvl

o ™ ™M

SCCmec tip |

o X M

AACGAGACGTGCCCAAGAAG
CATCAGTTCATGTTTACTATTAGGTATTTTGTC
[VIC]-ATTTGCCGCTGGGCT-BHQ-1

GCAGAACAGATAATCGAACAGGCTAT
GCGATAACAACATAATACGTCACATTG
[FAM]-AACGCATCCAACAAA-BHQ-1

SCCmec tip Il

o ™ ™M

SCCmec tip 1l

o X T

GAACAGACCTGAGCTCCAACGT
GGTTTGTYTTGTAKAYCATAACACA
[VIC]-AAGATGCAAAAGAAGGCAATA-BHQ-1

SCCmec tip V F GGTTATACGATGCATTACTGAGAGA
R TAACGACCGCCAAAAAGAAATGAC
P [VIC]-CTTCAATCCAGAATTTATTGGTGT-BHQ-1

SCCmec tip IV

o ™ ™M

Bu calisma

[FAM]-AACCTTCGGTTAATTACGATTTATTTGGTGC-BHQ-1

Bu calisma

[VIC]-ACTGCTCAAGAATTAGATTACCTAACTCG- BHQ-1

Bu calisma

[TEXAS RED]-TGTAACAGCTCAAGAACTAGACATAAAAGC-BHQ-2

Bu calisma

Bu calisma

[TEXAS RED]-ACTCAAATACATGGATTATATCGTTCAAGCG-BHQ-2

Kilic ve ark.'?

Kilig ve ark.!®

Kilic ve ark.'?

Kilig ve ark.!®

Kili¢ ve ark."®

Kilig ve ark.!®

Se: Stafilokokkal enterotoksin: pvl: Panton-Valentin I6kosidin; tst: Toksik sok sendromu toksin-1; SCC: Stafilokokal kro-

mozomal kaset; F: Forward; R: Reverse; P: Prob.
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Tablo Il. MLVA Yénteminde Kullanilan Primerler

Hedef

gen bolgesi Oligoniikleotid dizilimi (5’ - 3’) Kaynak

CLFA F GATTCTGACCCAGGTTCAGA Sabat ve ark.'”
R CTGTATCTGGTAATGGTTCTTT

CLFB F ATGGTGATTCAGCAGTAAATCC Sabat ve ark.'”
R CATTATTTGGTGGTGTAACTCTT

SPA F AGCACCAAAAGAGGAAGACAA Sabat ve ark.®
R GTTTAACGACATGTACTCCGT

SSP F ATCMATTTYGCMAAYGATGACCA Sabat ve ark.®
R TTGTCTGAATTATTGTTATCGCC

SIRU-21 F AGCAGTAGTGCCGTTTGCTT Rasschaert ve ark.'®

R GCTCAAGCACCAAAAGAGGA

CLF: Clumping factor, SPA: Stafilokokal protein A, SSPA: Stafilokokal serin proteaz, SIRU: Staphylococcal interspersed
repeat units; F: Forward; R: Reverse.

sayisi ve ylzde seklinde verildi. Kategorik karsilastirmalar icin Pearson ki-kare ve Fisher’in
kesin testi kullanildi; p< 0.05 ise sonuglar anlamli kabul edildi'’.

BULGULAR

Bu calismaya, toplum kaynakli 75 (%51.1) ve hastane kaynakl 72 (%48.9) olmak lize-
re toplam 147 S.aureus izolati dahil edilmistir. Metisilin direnci hastane kaynakli izolatla-
rn %61.1 (44/72)'inde, toplum kaynakli izolatlarin %6.75 (n=5/75)'inde tespit edilmis-
tir. Hastane kaynakli izolatlar en sik kan orneklerinden (35/72, %48.7), toplum kaynakli
ornekler ise en sik idrar 6rneklerinden (34/75, %45.3) izole edilmistir. MRSA izolatlari de-
gerlendirildiginde ise hastane kaynakli izolatlarin en sik kan orneklerinden (18/44,
%40.9), toplum kaynakli olanlarin ise idrar orneklerinden izole edildigi gortlmustir
(Tablo 1I1).

Toplam 147 izolatin 93 (%63.2)liinde bir veya birden fazla toksin varligi saptanmis;
bu izolatlarin 77’sinde sadece bir toksin tespit edilirken, 16’sinda birden fazla toksin tes-
pit edilmistir. Toksin tespit edilen izolatlarin %59.1 (55/93)'i hastane kaynakli, %40.9
(38/93)'u ise toplum kaynaklidir. SEA toplam 147 izolatin 59 (%40.1)'unda, SEB 8
(%5.4)'inde, SEC 12 (%8.1)'sinde, SED 8 (%5.4)'inde, TSST-1 17 (%11.5)’sinde ve PVL
6 (%4)’sinda tespit edilmistir. Birden fazla toksin iceren izolatlarda en sik SEA ile T$ST-1
kombinasyonunun (6/16, %37.5) oldugu izlenmistir. Bunu sirasiyla SEA + SEB (3/16,
%718.7) ve SEB + PVL birlikteligi (2/16, %12.5) takip etmistir. SEC ile TSST-1; SED ile
TSST-1, SED ile PVL ise yalnizca birer izolatta beraber olarak tespit edilmistir. Sadece bir
susta SEC, TSST-1 ve PVL'nin her (¢l birarada saptanmistir. PVL saptanan alti susun ta-
mami toplum kaynakh S.aureus olup, g tanesi apse, iki tanesi yara, bir tanesi de idrar
orneginden izole edilmistir.
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Tablo Ill. S.aureus Suslarinin izole Edildigi Klinik Orneklere Gére Dagilimlar:
S.aureus

Hastane kaynakl Toplum kaynakh Toplam
Klinik 6rnekler n= 72 (%) n=75 (%) n= 147 (%)
idrar 4 (5.5) 34 (45.3) 38 (25.8)
Yara suruintusu
(deri ve yumusak doku) 16 (22.2) 21 (28) 37 (25.1)
Kan 35 (48.7) 0 35 (23.8)
Derin apse,
aspirat materyali 10 (13.9) 17 (22.7) 27 (13.8)
Kateter 3(4.2) 0 3(2.1)
Diger* 4 (5.5) 34) 7 (4.9)
* Konjunktiva stiriintlisi, plevral sivi, balgam, transtrakeal aspirat, bronkoalveoler lavaj, biyopsi materyali.

Calismada tespit edilen toksinlerin hastane ve toplum kaynakli izolatlar arasindaki da-
gihmi incelendiginde, hastane kaynakl izolatlarda toksin bulunma sikhiginin daha fazla
oldugu ve bu iki kaynak grup arasinda SEA, SEC, SED ile PVL dagilimi acisindan istatis-
tiksel olarak anlamli farklar oldugu tespit edilmistir (Tablo V).

Hastane kaynakl (HK) ve toplum kaynakh (TK) izolatlarin antibiyotiklere diren¢ du-
rumlarina bakildiginda; tiim izolatlarin vankomisin, teikoplanin ve linezolide duyarl ol-
dugu gorilmustur. HK izolatlar, kinupristin-dalfopristin, trimetoprim-sulfametoksazol ve
penisilin G disindaki antibiyotiklere TK izolatlara gore istatistiksel olarak anlamli oranda
daha direncli bulunmustur (p< 0.05) (Tablo V). Metisilin direnci HK izolatlarin %61.1
(44/72)'inde, TK izolatlarin %6.75 (n= 5/75)'inde tespit edilmistir. TK grupta metisiline
direngli olan suslarin 2’sinde SCCmec tip IV kromozomal gen kaset bolgesi saptanirken,
¢ izolat tiplendirilememistir. HK grupta metisiline direncli olan toplam 44 izolatin 40"in-
da (%90.9) SCCmec tip Ill, birinde (%2.2) tip IV bulunmug; Uc izolat tiplendirilememis-

Tablo IV. Tespit Edilen Toksinlerin Toplum ve Hastane Kaynakli [zolatlarda Gériilme Sikligi
PCR pozitifligi n= 147 (%)

TK-S.aureus HK-S.aureus
Toksinler n= 75 (%) n= 72 (%) p
SEA 12 (16) 47 (65.2) < 0.001
SEB 3(4) 5(6.9) 0.488
SEC 10 (13.3) 2(2.7) 0.019
SED 8 (10.6) 0 0.006
TSST-1 10 (13.3) 7 (9.7) 0.494
PVL 6 (8) 0 0.028
En az bir toksin varhg 38 (50.7) 55 (76.4) 0.001
SE: Stafilokokal enterotoksin; PVL: Panton-Valentin I6kosidin; TSST-1: Toksik sok sendromu toksini-1; TK: Toplum kay-
nakli; HK: Hastane kaynakli, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.
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Tablo V. Hastane ve Toplum Kaynakli S.aureus Suslarinin Antibiyotik Direng Profilleri

HK- TK-

Antibiyotikler S.aureus n= 72 (%) S.aureus n= 75 (%) p
Siprofloksasin 43 (59.7) 1(1.3) < 0.001
Klindamisin 28 (38.9) 6 (8) < 0.001
Eritromisin 34 (47.2) 6 (8) < 0.001
Gentamisin 42 (58.3) 4 (5.3) < 0.001
Rifampisin 43 (59.7) 5(6.7) < 0.001
Metisilin 44 (61.1) 5(6.7) < 0.001
Trimetoprim-stlfametoksazol 2(2.8) 1(1.3) Tespit edilmedi
Tetrasiklin 42 (58.3) 34) < 0.001
Penisilin G 71 (98.6) 75 (100) 0.490
Kinupristin-dalfopristin 1(1.4) 0 0.490

HK: Hastane kaynakli; TK: Toplum kaynakli.

tir. Toksin varligi ile izolatlarin antimikrobiyal direng profilleri arasindaki iliski incelendi-
ginde; SEA tasiyan izolatlarin %74.5 (44/59)'inde coklu ilag direnci tespit edilirken, di-
ger toksin taslyan izolatlarin hicbirinde coklu ilag direnci tespit edilememistir. HK izolat-
lar icerisinde SEA pozitif izolatlarin %85.7 (40/47)'sinin metisiline direncli oldugu gortil-
musttir. HK-MRSA’larin %95.4 (42/44)"inde SEA tespit edilmistir.

MLVA yontemiyle yapilan filogenetik analiz degerlendirildiginde; izolatlarin 67 farkli
klona sahip olup, bu klonlar icerisinde 37’sinin 6zgil profil sergilerken diger 30 klonun
icerisinde birden fazla izolat bulunan kiime yapisinda oldugu gortlmustar. Kime iceri-
sinde yer alan izolatlarin sayisi ise 110°dur. Dolayisiyla kiimelesme orani %74.8
(110/147) olarak tespit edilmistir. Kime genisligi ise 2 ila 12 izolat arasinda degismek-
tedir (Sekil 1). Hastane kaynakl 72 izolatin MLVA yontemi ile yapilan filogenetik anali-
zinde toplam 34 farkli klon tespit edilirken, bunlarin 19’unun 6zgun profile sahip oldu-
gu [altist MRSA, 13’0 metisiline duyarli S.aureus (MSSA)] 15’inin kiime yaptigi ve bu ku-
meler icerisindeki izolat sayisinin 53 oldugu (53/72, %73.6) tespit edilmistir. Kiime ge-
nisligi ise 2-11 izolat arasinda degismektedir. Toplum kaynakli 75 izolatin MLVA yontemi
ile yapilan filogenetik analizi degerlendirildiginde ise farkli klon sayisinin (47 klon) ve 6z-
guin profil sayisinin (32 6zgun profil) hastane kaynakli izolatlardan fazla oldugu, kiime
sayisinin ayni oldugu (15 kiime), kiimeler icerisindeki izolat sayisinin ise daha az oldugu
(43/75, %57.3) gorulmdstir. Kime genisligi ise 2 ila 4 izolat arasinda degismektedir.

TARTISMA

S.aureus hem saglikl kisiler hem de cesitli nedenlerden dolayi bagisiklik sistemi zayif-
lamis kisilerde hastane ve toplum kaynakl enfeksiyonlara neden olan en 6nemli etken-
lerden biridir'®. Calismamizda HK ve TK S.aureus suslarinda énemli oldugu diistiniilen vi-
rulans faktorleri arastirilarak iki grubun birbiriyle olan genotipik iliskisi incelenmistir. Top-
lum kaynakli MRSA ve MSSA izolatlarinin yaptigi enfeksiyonlar genel olarak birbirine
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Sekil 1. Tiim izolatlarin MLVA analizinden elde edilen dendrogram.
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benzemekte ve bu izolatlar en sik deri ve yumusak doku enfeksiyonlari (DYDE)'na neden
olmaktadir'®. Naimi ve arkadaslarinin?® yaptigi calismada TK-MRSA izolatlarinin neden
oldugu enfeksiyonlar arasinda DYDE %75 siklikla ilk sirada gelmektedir. Herold ve arka-
daslarinin?! yaptigi calismada da %49.1 siklikla DYDE ilk sirada gelirken bu enfeksiyon-
lari derin doku enfeksiyonlari (%25.8) izlemektedir. Calismamizda, diger calismalarin ak-
sine toplum kaynakli MRSA ve MSSA izolatlari en sik olarak idrar 6rneklerinden (34/75,
%45.3) izole edilmistir. Bu durumun ciddi DYDE'nin gelismesine yol acan S.aureus’larda
var olan PVL'nin izolatlarimizin cogunda bulunmamasindan kaynaklandigi distinilmus-
tar.

HK S.aureus izolatlarinin en sik olarak bakteriyemi seklinde klinik tablo olusturdugu
bildirilmektedir?'-22, [talya’da yapilan bir calismada HK S.aureus izolatlarinin tiim klinik
tablolar icerisinde %60.2 oraninda bakteriyemiye neden oldugu tespit edilmistir?3. Kle-
vens ve arkadaslarinin?* calismasinda da HK-MRSA enfeksiyonlari icerisinde bakteriyemi
%75.6'lik siklikla yine en sik tespit edilen enfeksiyon olmustur. Calismamizda, HK S.au-
reus’larin diger calismalarla uyumlu olarak en sik bakteriyemiye (%48.7) ikinci siklikla ise
DYDE'ye (%22.2) neden oldugu tespit edilmistir. HK izolatlar TK izolatlarla kiyaslandigin-
da daha invazif enfeksiyonlar olusturdugu gortlmustir. Bu durumun o6zellikle HK izolat-
larin cogunun metisilline direncli olmalarina ve en az bir toksin tasiyan izolat sayisinin
daha fazla olmasina bagl oldugu dusiintlmistir (p< 0.001).

Calismamizda, TK ve HK suslarda stafilokokal enterotoksinler grubunda yer alan tok-
sinler (SEA, SEB, SEC ve SED) ile PVL ve T$ST-1 sikhigr arastirilmugtir. Bu toksinlerin secil-
mesindeki amag toksinlerin stiperantijen 6zelliginde olup immdn sistemi oldukg¢a guglu
bir sekilde etkileyebilmeleridir®. Kim ve arkadaslar?* tarafindan yapilan calismada toksin-
lerden en az birinin tespit edildigi izolatlarin tim izolatlara orani %73.4, Hu ve arkadas-
larinin?® calismasinda ise %62.4 olarak bildirilmistir. Demir ve arkadaslarinin?’ calisma-
sinda, cesitli klinik orneklerden izole edilmis 120 S.aureus izolatinin %61.4'linde en az
bir toksin tespit edilmistir. Calismamizda, tim izolatlar degerlendirildiginde en az bir
toksine sahip izolat orani (%63.2) hem yurt ici hem de yurt disi calismalarla uyumlu bu-
lunmustur. Arastirilan toksinler icerisinde farkli toksinler degisik oranlarda tespit edilebil-
mektedir. Ulkemizde yapilan bir calismada®’ SEA %26.4, Japonya?® ve Italya’da®? yapi-
lan calismalarda SEC sirasiyla %43.4 ve %58.9, Cin’de?® yapilan calismada ise T$ST-1
%40.8 oraniyla en sik tespit edilen toksin olmustur. Calismamizda SEA en ¢ok tespit edi-
len toksindir (59 izolat; %40.1). SEA tasiyan izolatlarin 47 (%79.6)'si hastane, 12'si ise
toplum kaynakhdir (p< 0.001). Bu veriler, toksinlerin bulunma sikhiginin cografi 6zellik-
lere gore degiskenlik gosterebildigini vurgulamaktadir.

HK ve TK izolatlarin toksin profilleriyle ilgili olarak yapilmis cok fazla calisma olmamak-
la beraber, Italya’da yapilan bir calismada SEC varligi TK ve HK izolatlarinin sirasiyla
%75.5 ve %53.2'sinde, TSST-1 varligi ise %8.1 ve %27.7'sinde tespit edilmis ve bu fark-
lar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur?3. Calismamizda ise arastirilan toksinler iceri-
sinde SEA, HK izolatlarda (p< 0.001), SEC ve SED ise TK izolatlarda (sirasiyla p= 0.019 ve
p= 0.006) istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratacak sekilde daha sik tespit edilmistir.
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PVL, siklikla TK-MRSA suslarinda tespit edilen bir virulans belirteci olup ¢cogunlukla
nekrotizan pnémoni ve ciddi DYDE ile iliskilidir?®. 2005 yilinda ingiltere’de yapilan epi-
demiyolojik bir calismada®® S.aureus izolatlarinda PVL sikligi %1.6, Fransa’da® ise %2
olarak tespit edilmistir. PVL 2003-2006 yillarini kapsayan donemde hastanemizde yapi-
lan calismada MRSA izolatlar arasinda %1.3 (5/370) oraninda tespit edilmistir'2. Tiirki-
ye’de yapilan farkli calismalarda PVL'nin S.aureus izolatlarinda saptanma oraninin %2-
3.9 arasinda degistigi bildirilmektedir®3!. Calismamizda izole edilen HK suslarda PVL
saptanmamig olmakla beraber, bu toksini tasiyan suslarin ek viriilans 6zelligi kazandigi
bilindiginden® HK-MRSA suslarinda bu toksinin variginin takip edilmesi gerekmektedir.

Son yillarda yapilan calismalarda TK S.aureus izolatlarinda da metisilin direncinin art-
makta oldugu gériilmektedir*2. Calismamizda bu oran %6.7 olarak bulunurken yurt
icinde yapilan iki farkli calismada bu oranlar %21.6 ve %27 olarak tespit edilmistir334.
Yurt disinda bu oran Scazzocchio ve arkadaslarinin?® calismasinda %19.1, Groom ve ar-
kadaslarinin®® calismasinda ise %58.9 olarak bildirilmistir. Yurt ici ve disindan yapilan ¢a-
ismalarla kiyaslandiginda calismamizda yer alan TK izolatlar arasindaki dustik metisilin
direnci orani dikkat cekmektedir.

Metisiline direncli olan izolatlarin SCCmec tipleri incelendiginde, tip IV ve V'in genel-
likle TK-MRSA izolatlarinda, SCCmec tip I, Il ve Ill’in ise HK suslardan izole edilmesi, ya-
kin zamana kadar bu tiplendirmeyi HK ve TK MRSA izolatlarini birbirinden ayirt etmek
icin kullanilabilir kilmaktaydi®¢. SCCmec tip IV ve V tasityan suslarin HK yayilim yapma po-
tansiyeliyle beraber hastane ortaminda gorilmesi, SCCmec tip 1, I, Ill tagiyan suslarin da
nihayetinde toplum icerisinde yayilabilecegini disiindiirmektedir'>3”. Bu nedenle
SCCmec tiplendirmesi TK ve HK MRSA izolatlarinin klonal yayilimini birbirinden ayirt
edebilecek bir yontem olarak degerlendiriimemektedir'2. Calismamizda HK-MRSA susla-
rinda %90.9 (40/44) oraninda SCCmec tip lll, %2.2 (1/44) oraninda SCCmec tip IV, TK-
MRSA suslarinda ise %40 (2/5) SCCmec tip IV tespit edilirken geri kalan izolatlarin tip-
lendirilmesi yapilamamustir.

Toksin varligi ile izolatlarin antimikrobiyal direng profilleri beraber degerlendirildigin-
de, SEA tasiyan izolatlarin %74.5 (44/59)'inde coklu ilag direnci tespit edilmistir. Ozellik-
le HK izolatlar degerlendirildiginde SEA pozitif izolatlarin %85.7 (40/47)'sinin metisiline
direncli oldugu gorilmustir. HK-MRSA izolatlari genel olarak beta-laktam grubunun di-
sinda kalan antibiyotiklere coklu ilac direnci gostermektedir®®. HK-MRSA'larin 42’sinde
SEA varhiginin gosterilmesi, direng gelisimi ile SEA varhigi arasinda bir iliskinin olabilece-
gini dugtindirmektedir. SEA disinda kalan toksinler degerlendirildiginde izolatlarin SEB,
SEC, SED ve T$ST-1 toksinlerinden birisine sahip olsa bile herhangi bir direng paterni ile
iliskilendirilemedigi gorilmdustir. SE'ler ile direng arasindaki iliskinin gosterilebilmesi icin
bu toksin genlerinin izolatlardaki kromozomal yerlesimlerinin ileri yontemlerle incelen-
mesi gerekmektedir.

MLVA yontemi ile stafilokoklarin genotipik tiplendirme sonuclari PFGE ve diger tiplen-
dirme yéntemlerinin sonuclariyla paralellik géstermektedir'*3°. Calismamizda MLVA
analizi sonucunda HK grubun icerisindeki izolatlarin %73.6, TK olanlarin ise %57.3 ora-
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ninda kiimelesme yaptigi tespit edilmistir. Bu sonu¢ HK izolatlarin genetik homojenitesi-
nin TK izolatlara kiyasla yliksek, heterojenitesinin ise dusik oldugunu gdstermektedir.
Her iki gruptaki izolatlarin yarisindan fazlasinin kiime icerisinde bulunmasi ise aktif ya da
devam eden bulasi gostermektedir. Detayl yapilan kiimelesme analizleri S.aureus izolat-
larinin gerek hastane gerekse de toplum icerisinde yayilimini 6nlemek maksadiyla gelis-
tirilen kontrol stratejileri icin cok 6nemli bilgiler saglayacaktir. Tim izolatlarin filogenetik
analizi incelendiginde kiimelesme orani %74.8 olarak bulunmustur. Bu oran, toplum ve
hastane kaynakl izolatlarda ayri ayri degerlendirildiginde dismektedir (HK grup %73.6,
TK grup %57.3). Bu sonug¢ HK ve TK izolatlarin beraber ayni kiime icerisinde yer aldigi
ve suslar HK ve TK olarak gruplara ayrildiginda kendi grubu icerisinde bu suglarin 6zgiin
profil sergiledigi seklinde yorumlanmustir. HK izolatlar icerisinde metisiline direncli ve du-
yarli olan suslar incelendiginde 44 adet HK-MRSA icerisinde 6zgiin profili olan 6 izolat
varken, 28 adet HK-MSSA icerisinde bu sayi 13 olarak bulunmustur. Buradan da anlasi-
labilecegi gibi hastane kaynakli grup icerisinde metisiline direncli olan izolatlarin genoti-
pik iliskisi metisiline duyarli olan izolatlara gére daha kuvvetlidir.
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