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oz

Staphylococcus aureus insanlarda 6zellikle ortopedik cerrahi sonrasinda, cerrahi alan enfeksiyonlari
(CAE)'na neden olan en énemli mikroorganizmalardan biridir. Panton-Valentine |6kosidin (PVL) nekroz
veya apoptozis ile polimorfonikleer hiicrelerde harabiyete neden oldugundan, S.aureus’un viriilansinda
biyik 6nem tagimaktadir. PVL pozitif S.aureus izolatlarinin yayilimi, CAE’lerde morbidite ve mortalitenin
artmasinda énemli bir faktor olabileceginden dolayi kaygi vericidir. Bu ¢alismada, ortopedi ve travmato-
loji servisinde ortopedik cerrahi sonrasinda CAE gelisen hastalardan elde edilen S.aureus izolatlarinda PVL
varliginin arastirilmasi ve PVL varh@inin hastanin klinik durumuna yansimasinin irdelenmesi amaclanmis-
tir. 2013-2017 yillari arasinda ortopedik cerrahi sonrasinda S.aureus’a baglh CAE gelismis 101 hasta calis-
maya alinmustir. izolatlarin tanimlanmasi konvansiyonel yéntemler ve “Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS)” ile yapilmistir. Metisilin direnci sefoksitin
diski kullanilarak Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ve otomatize sistem (Vitek 2, bioMérieux, Fransa) ile
belirlenmistir. PVL gen bdlgesi Luk-PV-1 ve Luk-PV-2 primerleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) yontemiyle arastirilmistir. Hastalara ait yatis streleri, C-reaktif protein (CRP), sedimentasyon diizey-
leri ve klinik durumu retrospektif olarak hastane bilgi sisteminden elde edilmistir. izolatlarin 15 (%14.9)'i
metisiline direncli S.aureus (MRSA), 86 (%85.1)'si metisiline duyarl S.aureus (MSSA) olarak belirlenmistir.
On dort (%13.9) izolatta (3 MRSA, 11 MSSA) PVL pozitifligi saptanmistir. PVL negatif hastalarin hasta-
nede yatis suresi ortalama 17 (5-73) gtin, PVL pozitif hastalarda ortalama 46 (21-103) giin olarak belir-
lenmistir. PVL negatif hastalarda serolojik belirteclerden CRP’nin 5-7, sedimentasyonun 40-60 arasinda
seyrettigi, PVL pozitif hastalarda ise CRP'nin 11-20, sedimentasyonun 90-110 arasinda seyrettigi goz-
lemlenmistir. PVL negatif hastalarda serolojik belirtecler 7-10 giinde diizelirken, PVL pozitif hastalarda bu
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stirenin 17-32 giine kadar uzadigi belirlenmistir. Alti hastada osteomiyelit gelisirken osteomiyelit gelisen
hastalardan ikisi PVL pozitif MRSA, biri PVL pozitif MSSA, (¢l ise PVL negatif MRSA olarak saptanmistir.
PVL pozitif MRSA ile osteomiyelit gelisen hastalardan ikisinin ortopedik CAE’lerinde PVL gen bdlgesine
sahip S.aureus izolatlan gozlemlenmistir. Bu calismada, PVL gen bodlgesine sahip S.aureus izolatlarinin,
hastanede yatis ve serolojik gostergelerin diizelme sureleri disinda mortaliteyi de artirdigi belirlenmistir.
CAE gelisen hastalarda, PVL pozitif S.aureus izolasyonu endise vericidir. Bu nedenle, hastane ortaminda
bu izolatlarin yayilimini 6nleyecek tedbirlerin ve uygulamalarin hayata gecirilmesi icin gerekli enfeksiyon
kontrol 6nlemlerinin alinmasinin yararl olacagr kanisindayiz.

Anahtar sézciikler: Staphylococcus aureus; panton-valentine I6kosidin; cerrahi alan enfeksiyonlari.
ABSTRACT

Staphylococcus aureus is one of the most clinically important bacteria causing infection in humans. It
is an important pathogen in surgical site infections (SSls), especially after orthopedic surgery. Pantone-
valentine leukocidin (PVL) has a great importance in the virulence of S.aureus because it can destroy
polymorphonuclear cells by necrosis or apoptosis. The spread of PVL positive S.aureus is a great con-
cern, since it may become an important factor for increased morbidity and mortality in SSls, especially
after surgery. In this study, we aimed to investigate the presence of PVL in S.aureus strains isolated from
patients who had surgical site infections after orthopedic surgery, and also the clinical status of these
patients. Between 2013 and 2017, 101 patients who had SSIs due to S.aureus after orthopedic surgery
were included in the study. Identification of the strains was determined by conventional methods and
“Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry” (MALDI-TOF MS). Met-
hicillin resistance was determined by Kirby-Bauer disc diffusion method and automated system (Vitek 2,
bioMérieux, France). The PVL gene region was investigated by polymerase chain reaction (PCR) method
by using the primers Luk-PV-1 and Luk-PV-2. The duration of the patients’ hospitalization, C-reactive
protein (CRP) and sedimentation levels and clinical status were obtained from the hospital information
system, retrospectively. Fifteen (14.9%) of the isolates were methicillin resistance S.aureus (MRSA) and
86 (85.1%) were metbhicillin susceptibility S.aureus (MSSA). PVL positivity was detected in 14 (13.9%)
isolates (3 MRSA, 11 MSSA). The mean hospital stays in PVL-negative patients were 17 (5-73) days and
46 (21-103) days in PVL-positive patients. It was observed that the serologic markers CRP and sedimen-
tation were between 5-7 and 40-60 in PVL negative patients, and between 11-20 and 90-110 in PVL
positive patients, respectively. In PVL-negative patients, serologic markers improved in 7-10 days, while
in PVL-positive patients they were improved in 17-32 days. Osteomyelitis occurred in six patients (2 PVL
positive MRSA, 1 PVL positive MSSA and 3 PVL negative MRSA). In two of the patients who have deve-
loped osteomyelitis with PVL-positive MRSA, PVL gene positive S.aureus isolates were observed in their
orthopedic SSIs. We also determined that these isolates increased the hospitalization days, improvement
time of serological markers and mortality. It is worrisome to isolate PVL-positive S.aureus strains in SSls.
Therefore, we believe that it would be useful to take infection control measures to prevent the spread of
these strains in the hospital setting.

Keywords: Staphylococcus aureus; pantone-valentine leukocidin; surgical site infections.
GiRi§

Staphylococcus aureus icerdigi cesitli virllans faktorleri nedeniyle glinimuzde en
onemli insan patojenlerinden biridir. Mortalite, morbidite ve yiiksek tedavi maliyetleri
nedeniyle, temel bir toplum saghgi problemi olusturan S.aureus, cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlari (fronkdl, sellilit, impetigo vb.), derin doku enfeksiyonlari (osteomiyelit,
septik artrit, endokardit, karaciger, dalak apsesi), pnédmoni, bakteriyemi, toksik sok send-

romu gibi cesitli enfeksiyonlara neden olmaktadir'-2.

S.aureus’a bagl enfeksiyonlarin patogenezinde, bakterinin yiizeyel komponentleri ve
virtlans faktorleri Gnemli rol oynamaktadir. Viriilans faktorleri arasinda yer alan Panton-
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Valentine I6kosidin (PVL) notrofiller, monositler ve makrofajlarda por olusumuna yol aca-
rak, parcalanmalarina neden olmaktadir®*. PVL sentezleyen izolatlar tarafindan olusturu-
lan enfeksiyonlar daha siddetli seyretmekte, hatta 6limlere neden olabilmektedir. Son 20
yilda tiim diinyada, bakteriyofaja bagl PVL gen transferi ile PVL pozitif izolatlarin klonal
yayihmi énemli halk saghgr problemlerine yol acmistir*>. PVL, S.aureus’a bagh enfeksi-
yonlarda, izole edilen bakterinin toplum kékenli-hastane kékenli oldugunu belirlemede
onemli bir gosterge olarak kabul edilmektedir. PVL pozitif S.aureus izolatlarinin hastane
ortaminda arttigini bildiren yayinlar mevcuttur®. PVL pozitif S.aureus izolatlarinin hastane
ortamina yayilmasi, cerrahi alan enfeksiyonlari (CAE)'nda morbidite ve mortalitenin art-
masinda onemli bir faktor olarak karsimiza cikabilecegi kaygisini olusturmaktadir.

CAE’ler; hastaneye basgvuru aninda bulunmayan veya inkiibasyon doneminde olma-
yan, cerrahi operasyonu takiben ilk 30 gtin icinde kesi yerinde veya cerrahi girisim uy-
gulanan alanlarda gozlenen lokalize veya sistemik enfeksiyonlardir. Viicut icine yabanci
cisim (implant, protez vb.) konulan olgularda bu stre bir yila ¢cikmaktadir. CAE’de etken
olarak en sik izole edilen patojenler S.aureus, koagilaz-negatif stafilokoklar (KNS), Ente-
rococcus spp. ve Escherichia coli’dir®’. Giiniimiizde CAE hastane enfeksiyonlarinin %14-
16'sini olusturmakta ve hastane enfeksiyonlari arasinda ikinci/ticlinci sirada, tlkemizde
ise %22 oranla ikinci sirada yer almaktadir®. “Centers for Disease Control and Prevention
(CDC)" verilerine gore cerrahi girisim yapilan hastalarin %2-5‘inde cerrahi yara enfeksi-
yonu gelismektedir. CAE’nin hastane yatis stiresini ortalama 7.3 giin, maliyeti ise 3152
Amerikan dolar arttirdigi gosterilmistir’. Bu calismada, 2014-2017 yillan arasinda orto-
pedi ve travmatoloji servisinde yatan hastalardan izole edilen ve CAE olarak kabul edilen
S.aureus izolatlarinda PVL varliginin arastiriimasi ve PVL varliginin hastanin klinik durumu-
na yansimasinin irdelenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Bakteriyel izolatlar

2013-2017 yillan arasindaki beg yillik donemde ortopedi ve travmatoloji servisinde
cerrahi sonrasinda CAE gelisen hastalara ait kiltlrlerden elde edilen S.aureus izolatlari
calismaya alind.

Hastalarin hastanede yatis streleri, C-reaktif protein (CRP), sedimentasyon duzeyleri
ve klinik durumu retrospektif olarak hastane bilgi sisteminden elde edildi.

Kiiltiir, Antibiyogram ve Tanimlama

Skim Milk (Oxoid, Hampshire, ingiltere) besiyerinde stoklanmis olan S.aureus izolat-
lari; %5 koyun kanli agara ekilerek, 35°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonrasinda yeniden
saf kiltlrleri elde edildi. Elde edilen kolonilerin konvansiyonel yontemlerle ve “Matrix
assisted laser desorbtion/ionization time of flightmass spectrometry (MALDI-TOF MS)”
(bioMérieux, Fransa) ile S.aureus tiiri oldugu dogrulandi. (EUCAST) 6nerileri dogrultu-
sunda sefoksitin diski kullanilarak Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ve otomatize sistem
(Vitek 2, bioMérieux, Fransa) ile metisilin direnci belirlendi®.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile PVL Gen Bolgesi Arastiriimasi

PVL gen varhi@inin arastirilmasi icin, Lina ve arkadaslar’® tarafindan tanimlanan 433
baz cifti (bp) buyikliginde Urln olusturan Luk-PV-1 ve Luk-PV-2 primerleri kullanildi.
Amplifikasyon ve elektroforez sonrasi goriintileme icin Gellogic 2200 Imaging System
(aynm gicti 1708 x 1280 piksel; Kodak Company, ABD) kullanilarak DNA bantlari in-
celendi. 433 bp buydkligiinde DNA fragmanlari lukS/F-PV gen bolgesi pozitif olarak
degerlendirildi.

BULGULAR

Bes yillik stirede ortopedi ve travmatoloji servisinde tedavi géren ve CAE olarak ka-
bul ettigimiz 101 hastaya ait kiiltiirden S.aureus izole edilmistir. izolatlarin 15 (%14.9)’i
metisiline direncli S.aureus (MRSA), 86 (%85.1)'sI metisiline duyarl S.aureus (MSSA) idi.
Toplam 14 (%13.9) (3 MRSA, 11 MSSA) izolatta PVL pozitifligi saptanmustir (Sekil 1).
izolat sayilarinin yillara gére dagilimi Tablo I'de gésterilmistir.

PVL negatif hastalarin hastanede yatis surresi ortalama 17 (5-73) gilin olarak belirlen-
mistir. Hastaneye yatistan S.aureus izole edilmesine kadar gecen siire 4-15 giin, PVL po-
zitif hastalarin ise hastane yatis streleri ortalama 46 (21-103) gun olarak tespit edilmistir.
Bu hastalarda serolojik parametrelerin normalin 2-3 kati diizeyinde oldugu belirlenip,
tedavi yanitlarinin daha gec¢ oldugu tespit edilmistir. Serolojik belirteclerden CRP'nin PVL
negatif hastalarda 5-7 mg/L, sedimentasyonun 40-60 mm/saat arasinda seyrettigi, PVL
pozitif hastalarda ise CRP’nin 11-20 mg/L, sedimentasyonun 90-110 mm/saat arasinda
seyrettigi g6zlemlenmistir. PVL negatif hastalarda serolojik belirtecler 7-10 glinde diize-
lirken, PVL pozitif hastalarda 17-32 giline kadar uzadig: belirlenmistir (Tablo II).

Yiz bir hastanin altisinda osteomiyelit gelismistir. Osteomiyelit gelisen hastalardan iki-
si PVL pozitif MRSA, biri PVL pozitif MSSA, licu ise PVL negatif MRSA olarak belirlenmistir.
PVL pozitif MRSA ile osteomiyelit gelisen hastalarin ikisi kaybedilmistir.

Sekil 1. Jel elektroforezde lukS/F-PV gen bélgesi sonuglarinin gériintimii.
1,3,4,5,8,10,11. Ornekler; lukS/F-PV pozitif, 2,6,7,9. Negatif érnek;
lukS/F-PV, NK; negatif kontrol, PK; lukS/F-PV pozitif kontrol (433 bp),
M; 1 kb DNA ladder (promega).
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Tablo I. [zolat Sayilaninin Yillara Gére Dagilimi
Toplam
2013 2014 2015 2016 2017 n (%)
MRSA PVL pozitif ! ! ! 15 (%14.9)
PVL negatif 2 2 3 3 2
MSSA PVL pozitif 1 2 2 3 3 86 (9%85.1)
PVL negatif 13 14 15 17 16
Toplam n (%) 16 (%15.8) 19 (%18.8) 20 (%19.8) 24 (%23.8) 22 (%21.8)
Tablo II. PVL Pozitif ve Negatif izolatlarin frdelenmesi
PVL negatif PVL pozitif
MRSA (n) 12 3
MSSA (n) 75 11
Yatis sresi (giin) 17 (5-73) 46 (21-103)
C-reaktif protein 5-7 11-20
Sedimentasyon 40-60 90-110
Serolojik belirteclerin diizelme suresi (glin) 7-10 17-32
Osteomiyelit gelisme (n) 3 3
Mortalite (n) - 2
TARTISMA

CAE hastanede kalis siiresinin uzamasina, morbidite/mortalitenin artmasina ve 6nemli
oranda mali kayiplara yol acmaktadir. S.aureus ortopedik cerrahi sonrasinda enfeksiyona
neden olan mikroorganizmalarin %40’indan fazlasini olusturmaktadir’®'!. Cilt ve yu-
musak doku enfeksiyonlari ile nekrotizan pnomonilerden izole edilen S.aureus izolatlari
tarafindan salgilanan 6nemli bir viriilans faktort olan PVL; ilk defa 1932 yilinda Panton
ve Valentine tarafindan tarif edilen, I6kositleri parcalayan, genis doku nekrozuna ve cid-
di enfeksiyona neden olabilen bir sitotoksindir'2. Bu I6kosidin, ézellikle toplum kékenli
S.aureus izolatlarinda sik goriilmekle birlikte, yapilan calismalar bu izolatlarin ilk olarak
toplumda, sonrasinda hastane ortaminda hizla yayilmakta oldugunu géstermektedir>.
Morbidite ve mortalitesinin yiiksek olmasinin yani sira PVL toksininin neden oldugu po-
tansiyel komplikasyonlar goz oniine alindiginda, PVL pozitif S.aureus izolatlarinin orto-
pedik cerrahi sonrasi gelisen enfeksiyonlarda ortaya ¢ikmasi kaygi uyandirmaktadir. Bu
calismada ortopedik cerrahi sonrasi, klinik bulgular dogrultusunda CAE olarak kabul etti-
gimiz 101 hasta 6rneginden S.aureus izole edilmistir. Bunlardan 15 (%14.9)'i MRSA, 86
(%85.1)'st MSSA olarak belirlenmistir. PVL pozitif izolatlarin (%13.9) hastane ortaminda
yayllmakta oldugu izlenmistir. Mersin Universitesi Tip Fakiiltesinde yapilan calismada;
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hastane kokenli (HK) izolatlarin %3’Ginde, toplum kokenli (TK) izolatlarin ise %5’inde
PVL gen boélgesi varligi bildirilmis ve PVL gen bdlgesinin tespitinin PVL pozitif S.aureus
izolatlarinin yayiimini 6nlemek agisindan énemli oldugu vurgulanmistir'®. Karahan ve
arkadaslan'* ise; MRSA izolatlarinin %3’iinde, MSSA izolatlarinin %9’unda PVL gen bél-
gesi saptamislardir. Oksiiz ve arkadaslari'> MRSA izolatlarinda %41, Kilic ve arkadaslari'®
%1.3 PVL toksin gen bélgeleri saptamislardir. Oksiiz ve arkadaslari yaptiklari calismada,
cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarinda PVL varliginin arastiriimasinin ciddi komplikas-
yonlarin 6nlemesinde 6nemli olacagini vurgulamislardir.

PVL tasiyan S.aureus izolatlarinin dagihmi cografi olarak degismektedir. Avrupa’da PVL
pozitif S.aureus genelde stafilokokal deri enfeksiyonlari ve nekrotizan pnémonilerden izo-
le edilmekte, buna karsilik osteomiyelit, sepsis ve endokardit gibi diger enfeksiyonlardan
nadiren sorumlu oldugu bildiriimektedir>*17. Cesitli calismalarda Avrupa’da PVL pozitif
S.aureus izolatlarinin %5’in altinda, 6rnegin Fransa’da %2, ingiltere’de %?1.6 olarak tes-
pit edildigi bildirilmektedir. Afrika’da yapilan calismalarda ise PVL pozitif S.aureus ora-
ninin; Cezayir'de %72, Bati Afrika’da %30 oldugu gésterilmistir'”-'8, Ramdani ve arka-
daslari'® Cezayir'deki bir hastanede yaptiklar calismada, PVL pozitif HK S.aureus oranini
%68 gibi yliksek bir deger olarak bildirilmislerdir. Bazi yazarlara gore, PVL pozitif izolatlar
ile iliskili HK S.aureus insidansinin yiiksek olmasi hastane salginlari ile aciklanabilir®817,
Bu durum, bir TK S.aureus klonuna bagli olarak hastane salgini veya hastane personelinin
bu klonu hastane icine tasimis olabilecegini distindiirmektedir. TK S.aureus izolatlarinin
hastane ortamina yayilacagi g6z 6ntine alinacak olursa, HK ve TK S.aureus ayrimini yap-
mak zorlasacaktir.

Gillet ve arkadaslari'® yaptiklari calismada; PVL pozitif hastalarda atesin daha yiiksek
seyrettigini ve mortalite oraninin PVL negatif hastalara gore anlaml olarak daha yik-
sek oldugunu bulmuglardir. Bu calismada, hastalarin hastanede yatis siiresi ortalama 17
(aralig1 5-73) glin, PVL pozitif hastalarda ise ortalama 46 (21-103) giin olarak belirlen-
mistir. Ayrica CRP’nin PVL negatif hastalarda 5-7 mg/L, sedimentasyonun 40-60 mm/
saat arasinda, PVL pozitif hastalarda ise CRP’nin 11-20 mg/L, sedimentasyonun 90-110
mm/saat arasinda seyrettigi gozlemlenmistir. PVL negatif hastalarda serolojik belirtecler
7-10 glinde diizelirken, PVL pozitif hastalarda 26-32 giine kadar uzadigi belirlenmistir.
PVL pozitif hastalarin tedavi cevaplarinin daha ge¢ oldugu tespit edildi. PVL pozitif MRSA
ile osteomiyelit gelisen iki hasta eksitus oldu. Bu durum PVL pozitif S.aureus izolatlarina
baglh CAE’lerde yatis siiresinin uzadigini, serolojik parametrelerin daha yiiksek seyrettigi-
ni, tedaviye yanitin anlamli derecede uzadigini ve mortalitenin arttigini gostermektedir.

Blaine ve arkadaslan?® yaptiklari bir calismada; cilt ve yumusak doku enfeksiyonu ile
klinige basvuran hastalardan izole edilen S.aqureus’larda %50 oraninda PVL pozitifligi bil-
dirilmisler, yogun bakim Unitelerinde yaptiklar calismada ise nazal MRSA kolonizasyonu
olan hastalarin %8.3’Uinde PVL varligi tespit etmisler ve PVL pozitif hastalarin %38.5'inde
bakteriyemi, %23.1’inde ise mortalite bildirmislerdir. Chiu ve arkadaslari?! enfeksiyon
etkeni olarak ve nazal kolonizasyonlardan izole ettikleri MSSA'lari karsilagtirmak amaciyla
yaptiklar calismada; enfeksiyon etkeni olarak izole edilen MSSA’larda %20, nazal kolo-

MIKROBIYOLOJi BULTENI 345




Ortopedik Cerrahi Alan Enfeksiyonlarindan izole Edilen Staphylococcus
aureus’larda Panton-Valentine Lokosidin Varliginin Arastiriimasi

nizasyonlarda ise %1 oraninda PVL pozitifligi saptamiglardir. Ayrica, PVL pozitif MSSA
enfeksiyonlari olan hastalarda atesin anlamli derecede daha uzun surdugiini ve CRP
dizeylerinin PVL negatif MSSA enfeksiyonu olan hastalara gore daha yiiksek oldugunu
bildirmiglerdir. PVL geninin prevalansinin klinik izolatlarda, kolonizasyon izolatlarina oran-
la daha yiksek bulundugunu; bu bulgunun ise PVL geninin S.aureus enfeksiyonlarinin
patogenezinde dnemli bir rol oynadigini ifade etmislerdir.

Sonug olarak, calijmamizda ortopedik CAE’lerde PVL gen bdlgesine sahip S.aureus
izolatlarinin varhgr belirlenmistir. Ayrica PVL gen bdlgesine sahip izolatlarin hastane yatis
siirelerini, serolojik gostergelerin diizelme surelerini ve mortaliteyi arttirdigr gézlenmistir.

CAE olan hastalarda, PVL pozitif S.aureus izolatlarini gérmek endise vericidir. Bu izolat-
larin hastanede salginlara neden olabilecegi, diger virtlans ve direng genlerini kazanarak,
hiperviriilan hale gelebilecegi unutulmamalidir. Bu nedenle toplumda ve hastane orta-
minda bu izolatlarin yayilimini 6nleyecek tedbirlerin ve uygulamalarin hayata gecirilmesi
icin gerekli enfeksiyon kontrol dnlemlerinin alinmasinin faydal olacagi kanisindayiz.
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