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OZET

Staphylococcus aureus herhangi bir stres ile karsilastiginda, gesitli adaptasyon
mekanizmalar1 gelistirir.  S.aureus artan veya azalan isiya karsi gerekli adaptasyonu
saglayarak, etkili bir sekilde cevap verebilir. S.aureus’un bazi fenotipik oOzellikleri,
ozellikle aminoglikozid duyarliliklari, pigment {iretmeleri ve koloni morfolojileri soguk
sokuna cevap verirken etkilenmektedir.

Bu c¢aligmanin amaci, aminoglikozid diizenleyici enzim disinda S.aureus’ta
aminoglikozid direncine neden olan faktorler arasinda 1sinin roliinii arastirmaktir.
Antibiyotik direnciyle pigment varlig1 arasindaki iliskiyi arastirmak bu ¢alismanin ikinci,
kiiciik koloni varyanti olan suslarda soguk sok proteinlerinin olmamasi nedeniyle
aminoglikozid direnci ile kii¢iik koloni varyant1 arasindaki baglant1 da bu g¢alismanin
ficiincli amacm1 olusturmaktadir. Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez
Laboratuvari’nda izole edilen 102 MRSA (Metisilin Direngli Staphylococcus aureus) ve
79 MSSA (Metisilin Duyarl: Staphylococcus aureus ) susu; mannitol salt agara ekildi ve
37°C’de 20 saat inkiibe edildi. S.aureus suslari; koloni morfolojileri, Gram boyama
ozellikleri, katalaz testi ve DNaze test sonuc¢larina gore tanimlandi. S.aureus suslarmin
aminoglikozid duyarliliklar1 disk diflizyon testi ile belirlendi. Test edilecek S.aureus
suslar1 15 ml’lik triptik soy s1v1 besiyerine inokiile edilerek; 37°C’de 20 saat inkiibe edildi.
Takriben her sus ii¢ esit parcaya ayrilarak her biri farkli sicakliklarda (15°C, 37°C ve
42°C) 1 saat inkiibe edildi. Bu 6n islemin sonrasinda S.aureus suslarmmn aminoglikozid
MIK degerleri agar diliisyon ydntemi ile belirlendi. Farkli sicakliklardaki 1 saat
inkiibasyon sonrasi pigment seviyeleri ise metanol ekstraksiyon yontemi ile belirlendi.
S.aureus suslart % 5 koyun kanli agara ekildi ve kiiciik koloni 6zelligi gdsteren, hemoliz
olmayan, pigmentasyonu az ve kii¢iik koloni morfolojisindeki suslar arand.

Yapilan soguk ve sicak sokunun ardindan, S.aureus suslarmin aminoglikozid MIK
(Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) degerlerinde ufak degismeler gozlense de
duyarlilik sinirlarinda degisme olmadi. S.aureus 1 saatlik 42°C’de inkiibasyon sonucu
daha az pigment iirettigi goriildii. Ismm pigment {izerine bir etkisi oldugu goriildii fakat
aminoglikozid duyarliligina etkisi saptanmadi. S.aureus’u 1 saatten daha fazla soka maruz
birakmak gerektigi diisiiniildii. Cevresel faktorlerin S.aureus tizerindeki etkisi goz ardi
edilmemeli ve bu konuda caligsmalar ¢ogaltilmalidir.

Anahtar kelimeler: Aminoglikozid, Pigment, S.aureus, Soguk soku



ABSTRACT

When S.aureus encounters stress, it develops some kind of adaptation mechanisms.
S.aureus can respond effectively by providing required adaptation against of increasing or
decreasing heat. Some of the phenotypic characteristics of S.aureus, especially
susceptibility of aminoglycoside, pigment production and colony morphology are being
affected while responding to cold shock.

The purpose of this study is to investigate the role of heat among the factors which
causes aminoglycoside resistance except for aminoglycoside modifying enzyme. Second
purpose of this study is to investigate the connection between the antibiotic resistance and
presence of pigment and in addition to them third purpose is to investigate the connection
between aminoglycoside resistance and small colony variant due to lack of cold shock
proteins in the small colony variant strains. 102 MRSA and 79 MRSA which are isolated
in Kocaeli University Centre Laboratory; mannitol salt agar was inoculated and incubated
at 37°C for 20 hours. S.aureus was thought that can ferment mannitol. S.aureus strains
were identified according to gram stain characteristics, colony morphology, catalase test
and DNaze test result. Aminoglycoside susceptibility of S.aureus strains were identified by
using disk diffusion method. Cells were inoculated in triptik soy broth and incubated at
37°C for 20 hours. Strain was divided into three parts which are 5 ml and they were
incubated at different temperatures 15°C, 37°C, 42°C for 1 hour. After this pretreatment
aminoglycosides MIC values of S.aureus strains were determined by agar dilution method.
Pigment levels after 1 hour incubation at different temperatures were determined by
methanol extraction method. S.aureus strains were inoculated to % 5 sheep blood agar and
strains in small colony morphology were searched which are without hemolysis , show
small colonies characteristic and have less pigmentation.

After cold and heat shock, although small changes were observed in the MIK
values of aminoglycoside, border of susceptibility did not change. It was observed that
incubation of S.aureus for 1 hour at 42°C caused less pigment production. Effect of
temperature on pigment production was demonstrated but effect of temperature on
aminoglycoside susceptibility was not demonstrated.

Effect of environmental factors on S.aureus shouldn't be ignored. Investigations
about the effect of environmental factors on S.aureus should be increased.

Key words: Aminoglycoside, Pigment, S.aureus, cold
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1. GIRIS

Bakteriler, 1s1, pH, besin azhig1 veya ozmotik basincin degismesi gibi gesitli gevresel
faktorlerden dolay: strese maruz kalabilmektedir. Maruz kalinan stres faktorleri nedeniyle
bir¢ok bakteri yasamini yitirebildigi gibi, bazis1 da adaptasyon mekanizmalar1 gelistirerek
canliligin1 devam ettirebilmektedir. Bu siiregte yasamayi basaran mikroorganizma yeni
ozellikler kazanmaktadir. Kazanilan bu 6zellikler, stres ortamiyla bas etmesini saglayacak
kadar giiclii oldugundan, mikroorganizmanin da viriilansina katkida bulunmaktadir (Ulusu
ve Tezcan, 2001).

Staphylococcus aureus stresle karsilastiginda, ¢esitli adaptasyon mekanizmalari
gelistirmektedir. Strese karsi S.aureus’un cevabi, son zamanlarin aragtirma konularinin
basinda gelmektedir. S.aureus normalde en iyi 37°C’de iiremektedir, ancak farkli isilarda
da S.aureus’un yasamayi basardigi bilinmektedir; 6rnegin buzdolabi 1sisinda yasamakta ve
gida zehirlenmelerine neden olmaktadir. S.aureus, soguk soku proteinleri (CSP) iireterek
azalan 1siya karsi direnebilmekte ve bazen de bu protein aracilifiyla yeni bir takim
Ozellikler kazanabilmektedir. S.aureus, CspA, CspB ve CspC adi verilen soguk sok
proteinleri iiretir. En ¢ok eksprese edilen protein ise CspB’dir. S.aureus’un maksimum
pigment iiretimi i¢in soguk sok proteini olan CspA ya gereksinim duymaktadir. Yapilan
caligmaya gore CSPA geni negatif suslarda pigment {iretiminin azaldig1 gériilmistiir. (Katzif
et al., 2005).

Soguk adaptasyon mekanizmasmin 6nemli bir kismi stoplazmik hiicre zar1 seviyesinde
ger¢eklesmektedir. Sicaklik, biyolojik hiicre zarlarin kompozisyonu, organizasyonu ve
fonksiyonunda ¢ok énemli bir rol oynamaktadir. Soguk soku ile hiicre zari, normal islevini
stirdiirebilmek i¢in kompozisyon, organizasyon ve fonksiyonunda degisimler meydana
getirmektedir. Ornegin; hiicre zar1 kendi doymamis yag asit kompozisyonlarini gevresel
sicakliklardaki degisimlere gore ayarlamaktadir. Hiicre zar1 yapisindaki degisiklikler
Ozellikle solunum ve tasimada gorevli proteinlerin fonksiyonunu etkileyerek meydana
gelir. Sicaklik diistiik¢e hiicre zar1 akiskanligi azalmaktadir ve hiicre zar1 akigkanliginin
degismesi hiicresel fonksiyonlarm degismesine sebep olur. Bu durum, antibiyotiklerin
hiicre igerisine tasmmasinda kullanilan mekanizmalar1 etkilemekte ve bakterinin
antibiyotige diren¢ kazanmasini saglamaktadir.

S.aureus’un aminoglikozidlere direnci baslica 2 mekanizmayla meydana gelmektedir:

Bunlar hiicre zar1 gegirgenliginin azalmas1 ve aminoglikozid diizenleyici enzimlerdir.



Ribozomal proteinleri kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlar da S.aureus’un
aminoglikozidlere direngli olmasmi saglamaktadir ancak ¢ok nadir goriilen bir direng
mekanizmasi oldugu icin siniflandirilmaya ¢ofu zaman alimmamaktadir. Hiicre zari
gecirgenliginin azalmasinin, bakterinin soguga maruz kalmasi sonucu meydana gelen bir
diren¢ mekanizmasi olabilecegi disiiniilmektedir. Aminoglikozidlere direngli olan
S.aureus’un bazilarinda aminoglikozid diizenleyici enzim bulunmamasi ve bakterinin dig
ortam kosullarinda direng gelistirmesi bu diisiincenin temelini olusturmaktadir.

Bu c¢alismanin amaci, aminoglikozid diizenleyici enzim diginda S.aureus’ta
aminoglikozid direncine neden olan faktorler arasinda 1sinin roliinii aragtirmaktir. S.aureus
suslarinin bazilar1 pigment iiretmekte bazilari ise digerlerine gore besiyerlerinde kiigiik
koloniler olusturmaktadir; pigment iiretimi ve kiiciik koloni varyantmin viriilans ile
baglantis1 olabilecegi diisiiniilmektedir. Pigmenti olmayan suslarin soguk sok
proteinlerinde goriilen azalma, pigmentin 1s1 ile iligkisini gosteren bir kanit olmasindan
dolayi, antibiyotik direnciyle pigment varlig1 arasindaki iliskiyi arastirmak bu c¢alismanin
ikinci amacini olusturmaktadir. Kiiglik koloni varyanti olan suslarda soguk sok
proteinlerinin olmamasi, aminoglikozid direnci ile kiiclik koloni varyanti arasindaki
baglant1 da bu ¢aligmanin {i¢iincii amacidir.

Bu calismayla birlikte, bakterilerin antibiyotiklere direng gelistirmesinde yanlig
kullanimin disinda ¢evresel faktorlerin de etkin olabileceginin gosterilmesi hedeflenmistir.
Bu durumunda antibiyotik diren¢ mekanizmalarmin arastirilmasinda ¢evresel faktorlerin

de goz oniline alinmasi gerekecektir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Stafilokoklarin Siniflandirilmas1 Ve Morfolojik Ozellikleri

Bergey’in Sistematik Bakteriyoloji kitabinin 1986 yili baskisinda belirtildigine gore,
Micrococcaceae ailesinde dort cins bakteri vardwr: Planococcus, Micrococcus,
Stomatococcus ve Staphylococcus. Yapilan genetik ¢aligmalara (DNA ribozomal RNA
hibridizasyonu, 16S ribozomal RNA sekanslamasi) ve kemotaksonomik analize (hiicre
duvar yapisi, hiicredeki yag asitleri) gore bu dort cins bakterinin farkli oldugu ve ayni
ailede yer almamasi gerektigi gosterilmistir. Planokok ve stafilokok Bacillus/
Lactobacillus/ Streptococcus evrimsel gelisim ¢izgisinde yer almaktadir, ancak mikrokok
ve stomatokok micelsiz aktinomice grubunda yer almaktadir. Bergey’in Sistematik
Bakteriyoloji kitabmin 2000 yili baskisinda, stafilokoklar Firmicutes Subesi, 1’nci Genus,
5°nci Aile (“Staphlococcaceae”), 1°nci Takim (Bacillales), 3’ncii Sinif “Bacilli” da yer
almistir. Ayn1 Aile’de Gamella, Macorcoccus ve Salinicoccus yer alir (Koneman et al.,
2006).

Stafilokoklar ilk defa 1878 yilinda Robert Koch tarafindan kesfedilmistir, Pasteur 1880
yilinda stafilokoklar1 sivi besiyerinde iiretmeyi basarmistir. Alexander Ogston, 1881 yili,
iizlim salkimma benzettigi icin bu mikroorganizmalara stafilokok adim1 vermis (Grekge;
staphyle = iiziim salkimi); insanlarda abselere sebep oldugunu, fare ve kobaylar i¢in
stafilokoklarin patojen oldugunu goOstermistir. 1884°te Rosenbach tarafindan hastalik
orneklerinden soyutlanmis ve Staphylococcus cinsini aureus ve albus diye iki tiire
ayrrmustir (Cengiz, 1999). Stafilokoklar bu dénemde ¢ok agir seyreden, tedavisi giig,
Oliimciil infeksiyonlara neden olmaktaydi. Penisilinin bulunmasindan sonra stafilokoklarin
neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde belirgin bir ilerleme saglanmistir. Ancak 1944°te
ilk Once hastanelerde, daha sonrasinda toplumda penisilin direngli stafilokoklar tespit
edilmistir. Daha sonra penisiline direngli stafilokoklar yayginlasmis ve neredeyse penisilin
stafilokoklarin neden oldugu infeksiyonlar1 tedavi edemez olmustur. Penisiline direncli
stafilokok infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmak tizere 1960’1 yillarda metisilin ad1
verilen yeni bir antibiyotik gelistirilmistir (Lowy, 2003). Metisilinin yarilanma émrii kisa
oldugu i¢in klinikte ve laboratuvarda kullanimi c¢ok sinrrli kalmistir. Bunun yerine
penisilinaza direnc¢li baska penisilinler gelistirilmistir. Bunlardan oksasilin, daha stabil bir
molekiil oldugu i¢in laboratuvarda metisilin direncini belirlemek amaciyla kullanilmaya

baslanmugstir. Bol miktarda beta laktamaz i¢eren ve bu nedenle in-vitro testlerde oksasiline



direngli bulunan (MIiK [minimum inhibisyon konsantrasyonu]= 4 pg/ml) suslara sinirda
pozitif suslar ad1 verilir. Sinirda pozitif suslar genelde kullanilan antibiyotiklere duyarlidir.
Penisilin baglayic1 proteinde degisiklik meydana gelmis olan suslarda oksasiline yliksek
seviyede diren¢ vardir ve ayni zamanda diger bir¢ok antibiyotige direnglidir. Oksasiline
direngli olan biitiin stafilokoklar penisilinler, sefolosporinler ve karbopenem antibiyotiklere
direngli olarak bildirilmek zorundadir (CLSI, 2011). Bu gibi olgularda tedavide tercih
edilecek antibiyotikler sinirhidir. Bunlardan en Onemlisi vankomisindir. Vankomisine
direncli S.aureus ilk defa 2002 yilinda bildirilmistir. Vankomisine duyarliligi azalmis olan
suslara VISA, vankomisine diren¢ gelistirmis suslara da VRSA adi verilmektedir.
Vankomisinin disinda diger glikopeptidler de tedavide kullanilabildigi i¢cin GISA
(glikopeptid orta duyarli S.aureus) veya GRSA (glikopeptid direngli S.aureus) kisaltmalar
da tercih edilebilmektedir

Stafilokoklarin hiicre duvar1 tipik olarak Gram pozitif bakterilerin hiicre duvari
ozelliklerini tasimaktadir. Elektron mikroskobunda 20-40 nm kalinliginda, homojen bir
yap1 olarak goriiliir. Peptidoglikan 3 glikan zinciri tekrarlayan N-asetilmuramik asit ve N-
asetilglikozamin molekiillerinden olusmaktadir. N-asetilmuramik asitten dallanan
tetrapeptidler pentaglisin kopriileriyle baglanir. Stafilokoklarda amidaz, glukozamin ve
endopeptidaz adi1 verilen li¢ adet hidrolaz enzimi vardir, hidrolazlar peptidoglikana bagl
halde bulunur. Hiicre duvarinda capraz baglanmay1 penisilin baglayici proteinler (PBP)
olan transpeptidazlar katalizler. Stafilokoklarda dort adet PBP vardir ve bunlar Escherichia
coli’de bulunan PBP’lerden farkli fonksiyon gormektedir. Beta-laktamlara maruz kalan bir
stafilokokta, PBP1 hiicrenin yasamasi agisindan en onemli fonksiyonu goriir. PBP4
sekonder c¢apraz baglanmadan sorumludur. PBP-2a stafilokoklarda metisilin direncinin
olusmasmdan sorumludur. Stafilokok peptidoglikanlarnin diger bir 6zelligi muramik
asitlerinin ko asetilasyonudur. Bu 6zelligi sayesinde stafilokoklarin hiicre duvari lizozimin
tahrip edici 6zelliginden ¢ok az etkilenir. Stafilokok hiicrelerinin agirhigmm, % 50 kadarni
teikoik asit olusturur. Teikoik asit muramik asite fosfodiester bagi ile baglanmis
polimerlerdir. Bu polimerler ribitol fosfat initelerinin olusturdugu uzun zincirlerdir.
Teikoik asitte bulunan ester bagi igeren D-alanin ribitol fosfat {initesi ile yer degistirmesi
otolitik enzim aktivitelerini arttirmaktadir. S.aureus’ta ii¢ farkli otolitik enzim vardir: N-
asetil glikoz aminidaz, N-asetil muramidaz ve endopeptidaz. Bu otolitik enzimler
bakterinin boliinmesi ve sonra da ayrilmasi i¢in gereklidir. Stafilokoklarin iki adet hiicre
duvar1 litik enzimi vardir: AM (N-acetylmuramyl-L-alanine-amidase) ve GL (N-

acetylglucosaminidase). Bu enzimler kiimelenmeyi engelleyici fonksiyon goriir. Koklar



boliindiikten sonra streptokokta oldugu gibi ¢ift ve zincir olusturabilir. Diger koklarda
(6rn: Pedicoccus) bdoliinmeden sonra dort hiicre bir diizlemde bir arada bulunur.
Stafilokoklarin bu tariflere tam olarak uymadigi diisiiniilmektedir. Ciinki stafilokok
hiicrelerinin boliinmesi iireme kosullarmdan etkilenmektedir. Ornegin spermin varliginda
bakteri hiicresinin ¢ap1 gittikge artar. Triton-X 100 bakteri hiicresinin enine dogru
biiylimesine neden olur. Stafilokoklarin ayrigmasinda etkili olan kimyasal kosullar tam
olarak bilinmemekle birlikte teikoik asit benzeri materyalin, lipoteikoik asitin, bu sistemle
iligkisi oldugu diisiiniilmektedir. Stafilokoklarm boliinmesi kendine 6zgii bir 6zellik tasir.
Kosullar zor dahi olsa stafilokok gelistirmis oldugu bir sistem araciligiyla boliinen yeni
hiicrelerin birbirinden ayrilmasin1 saglamaktadir. Kosullara gore litik veya mekanik
mekanizmalardan biri devreye girer. Stafilokoklar hizli iireme gosterdiklerinde hiicrelerin
birbirinden ayrilmasini litik tip mekanizma saglar. Diger kosullarda murozom araciligiyla
hiicreler mekanik olarak birbirinden ayrilir. Boéliindiikten sonra hiicreler birbirinden
ayrtlmasmin  engellenmesi durumunda ‘psddomultiseliiler bakteri’ olugmaktadir.
Hiicrelerin ayrismasimi engelleyen kosullar arasinda antibiyotikler, ¢ok ¢esitli elektrolitler,
iki degerlikli katyonlar, hiicre duvarinin otolizisinin engellenmesi ve genetik manipulasyon
yer alir. Yapilan calismalarda diisiik doz kloramfenikolun psddomultiseliiler stafilokoklarin
olusmasma yol actig1 gorilmiistiir. Ortamdan kloramfenikol temizlendiginde veya
psodomultiseliiler stafilokok temiz bir ortama aktarildiginda bu durumun ortadan kalktig1
gosterilmistir. Bu da hiicre ayrilmasi inhibisyonunun geri doniisiimlii bir islem oldugunu

gostermektedir (Giesbrecht et al., 1998).

2.2. Stafilokoklarin Mikrobiyolojik Olarak Tanimlanmasi

Stafilokoklar % 5 koyun kanli ve ¢ikolatamsi agarda iirer. Mac Conkey agarda ise
iiremez. Thioglikat ve Brain Heart infusion gibi siv1 besiyerlerinde kolay iiremektedir.
Stafilokoklar1 klinik materyallerden izole edebilmek i¢in selektif besiyerleri kullanilabilir.
Bu amag i¢in en sik mannitol salt agar kullanilmaktadir. Mannitol salt agarm icerisinde
yiiksek konsantrasyonda tuz (% 10), mannitol, pH indikatorii olarak fenol kirmizist vardir.
S.aureus yiiksek tuz konsantrasyonunda iireyebilmektedir. Mannitolii fermente
edebildiginden mannitol salt agarda etrafi sar1 bir halo ile ¢evrili koloniler olusturur.
Bakterinin % 5 koyun kanli ve c¢ikolatams1 agarda gozle gorilir bir koloni
olusturabilmeleri i¢in 35°C’de 18-20 saat inkiibe edilmesi gerekir. Mannitol salt agar ve
diger selektif besiyerlerinde gozle goriiliir bir koloninin olugabilmesi i¢in en az 48-72 saat

gerekmektedir. S.aureus % 5 koyun kanl agarda orta/biiyiik, kenarlar1 diiz, hafif kabarik



bir koloni olusturmaktadir. Kolonilerin bir kisminda kremsi sar1 pigment goriiliir. Bazilar1
beta hemoliz olusturur. S.epidermidis kii¢iik/ orta grimsi beyaz koloni olusturur, bircogu
hemoliz yapmaz, biyofilm olusturan suslar ¢cok yapiskan oldugu icin agarin yiizeyinden
ayirmak zor olur. S. saprophyticus biiyiik koloni yapar, koloniler genellikle beyaz olur
nadiren de olsa bazilar1 sar1 veya turuncu goriilebilir. S.aureus disinda Ornegin S.
saprophyticus mannitolu fermente edebildiginden mannitol salt agarda S.aureus’a benzer
bir goriintii olusturabilir. Buna dikkat edilmesi gerekmektedir (Bailey and Scott’s, 2002).
Stafilokoklarin diger Gram pozitif koklardan ayirt edilmesinde kullanilan laboratuvar
testleri Cizelge 2.1’de (Bailey&Scott’s, 2002) o6zetlenmistir. Psddokatalaz reaksiyonu
katalaz pozitif gibi bir goriintiiye neden oldugundan dikkat edilmesi gerekir. Cizelge 2.1°e,
Aerococcus, Enterococcus ve Rothia gibi bakteriler psodokatalaz reaksiyonu
olusturdugundan eklenmistir. Gram pozitif, katalaz (veya psddokatalaz) pozitif ve kok olan
bir bakterinin tanimlanmasi i¢in ek bazi testlerin yapilmasit gerekmektedir: oksijen
konsantrasyonu, 0,04 U (Unit) Basitrasin’e ve Furozolidon’e direng, mikrodaz (modifiye
oksidaz) testi ile sitokrom c’nin varhigmin belirlenmesi. Rutin sonu¢ veren klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, yukarida bahsedilen testler genellikle yapilmamaktadir,
bunun yerine, kiiltiirde stafilokoka benzer bir koloni goriildiiglinde Gram boyama
isleminden sonra, ilk katalaz testi yapilmaktadir. Gram pozitif ve katalaz pozitif olan susa
ikinci olarak koagiilaz testi yapilarak kisa siirede sonu¢ verilmesi tercih edilebilir

(Bailey&Scott’s, 2002).

Cizelge 2.1. Gram pozitif ve katalaz pozitif koklarin farkli 6zellikleri

Organizma Katalaz | Mikrodaz | Oksijen ile | Basitrasin | Furazolidon | Lizostafin
(modifiye | iliskisi (0,04 U)* | (100 ng)* | (200pg/ml)
oksidaz)

Staphylococcus | +° -C FA R S S

Micrococcus + + Al S R R®

Rothia + - FA RveyaS | Rveya$S R

Aerococcus T — FA’ S S R

Enterococcus | - — FA R S R

+,suslarin >90°1 pozitif; +, suslarin >90°1 zayif pozitif, —, suslarin >90°1 negatif, A, zorunlu anaerob; FA, fakiiltatif anaerob veya

mikroaerofilik; R, direngli; S, duyarli.
® basitrasin i¢in duyarhilik >10 mm,; furazolidon igin duyarhhk >15 mm.
®S.aureus subsp. anaerobius ve S.saccharolyticus katalaz negatif ve zorunlu anaerob.
©S. sciuri, Macrococcus caseolyticus, S.lentus ve S.vitulus mikrodaz pozitif.
“Kocuria (Micrococcus) kristinae fakiiltatif anaerob.

¢ Micrococcus, Arthrobacter (Micrococcus) agilis ve Kocuria suslarinin bazilari lizostafine duyarl

bazi suslar yalanci katalaz reaksiyonu gosterebilir.
9baz1 suslar anaerobik olarak lireyemeyebilir.




Stafilokoklarin kesin tanisi1 ig¢in Cizelge 2.1°de gosterilen testlerin yapilmasi
onerilmektedir. Mikrodaz testi i¢cin kullanilan mikrodaz diski ticari olarak satilmaktadir.
Kisaca, bakteri 18-24 saat kiiltiirli yapildiktan sonra mikrodaz diskin iizerinde siiriilerek
islem baslatilir. Mikrokok tiirlerinde mikrodaz testi pozitiftir, bu nedenle diskin {izerinde,
bakterinin siiriildigli yer iki dakika icerisinde maviye doner. Furazolidon ve Basitrasin
testleri i¢in, mikrodaz testindeki gibi diskler kullanilmaktadir. Basitrasin igeren 0,04 U’lik
diskleri ve 100 pg’lik furozolodin igeren diskler ticari olarak satilmaktadir. Kisaca, daha
onceden % 5 koyun kanli agara yapilmis ekimin {izerine bu diskler yerlestirilip 24 saat
inkiibasyondan sonra sonuglar degerlendirilmektedir (Bailey and Scott’s, 2002).

Stafilokok olarak identifiye edilen bir susun, S.aureus agisindan degerlendirmesi igin
koagiilaz testi yapilir. Koagiilaz enzimi olan S.aureus, plazma fibronejenine baglanir ve
plazmanin pihtilagmasina sebep olan reaksiyonu aktive eder. Bakterilerde iki tip koagiilaz
bulunmaktadir: bagh ve serbest koagiilaz. Baglh koagiilazin (clumping factor) belirlenmesi
icin hizli lam testi yapilir; plazma ile bakteri lam {izerinde karistirildiginda pihtilasma
goriilmesi testin pozitif oldugunu goéstermektedir. S.aureus suslarinin geneli (% 85-90)
clumping faktor iiretir. Suslarm % 10-15 kadarinda lam koagiilaz testi negatif sonug
verebilir. S.aureus oldugundan siiphe edilen bir sus bagli koagiilaz negatif ise serbest
koagiilaz varligi agisindan arastirilmalidir. Ayrica, S.lugdunensis ve S.schleiferi lam
koagiilaz testi pozitif olabildiginden serbest koagiilaz testi yapilmalidir (Diindar V. ve
Diindar D., 2008). Serbest koagiilaz testine tiip koagiilaz testi ad1 da verilir; plazma
bulunan bir tiipe bir miktar bakteri inokiile edilir ve 35°C’de 1-4 saat inkiibe edildikten
sonra enzim varliginda tiipte pihtilagsma goriilmesi, sonucun pozitif oldugunu gosterir. Bazi
suslarda fibrolizin vardir bu nedenle inkiibasyondan 4 saat sonra var olan pihtilar
fibrolizin ¢6zebilir. Sonucglarin 4 saatten sonra okunmasi yanlis degerlendirilmesi
bakimindan onemlidir. Baz1 bakteriler sitrat1 kullanilabildiginden sitrat iceren plazma
yerine EDTA (etilen daimin tetra asetik asit) iceren plazma kullanilmas1 yanlis pozitifligin
onlemek acgisindan dnemlidir. Stafilokoklarin hizli tanisinda kullanilan; lateks agliitinasyon
yontemiyle clumping factor ve protein A, pasif hemagliitinasyon testi ile clumping factor
tespit edilmesi gibi baz ticari testler vardir. Bu testler ¢ok iyi sonu¢ vermediginden artik
kullanilmamaktadir. Ticari olarak satilan, DNA problarla S.aureus’un molekiiler

tanimlanmasi yapilabilmektedir (Bailey and Scott’s, 2002).



Cizelge 2.2. insan ve hayvanlarda bulunabilen baslica stafilokok tiirleri

Staphylococcus

Aciklama

S.aureus

Dis ¢evrede ve yetigkinlerin % 20-40’min 6n burun bdlgelerinde
bulunur. Diger kolonizasyon bdlgeleri deri kivrimlari, perine,
aksilla ve vajinadir. S.aureus normal insan mikroflorasinin bir
parcasini olusturmasma ragmen, uygun sartlar altinda Onemli
firsat¢1 infeksiyonlara sebep olmaktadir (Koneman et al., 2006).

S.epidermidis

Normal insan florasinda; deri ve mukoz yiizeylerde bulunur
(Bailey& Scott, 2002).

S.saprophyticus

Genitouriner sistemin mukozasinda ve derinin normal florasini
olusturur (Bailey& Scott, 2002).

S.haemolyticus

Insan normal deri florasinda bulunur, dogada da yaygindir. Bazi
ciddi infeksiyonlara neden olur (Koneman et al., 2006).

S.warneri Normal insan florasinda bulunan stafilokoklarin % 1 ini olusturur.
Katatere bagl bakteremi yapar. Lipaz ve fosfolipaz aktivitesi olan
enzime sahiptir (Koneman et al., 2006).

S. hominis Insan derisinde bulunur. Bagisiklig1 diisiik hastalarda katatere
bagli sepsise neden olur (Koneman et al., 2006).

S.simulans Saglikli kadmnlarin derisinde ve {iretrasinda bulunur. Bazi

infeksiyonlara yol actig1 gozlenmistir. Fogoziti dnleyen kapsiilii
vardir (Koneman et al., 2006).

S.lugdunensis

Insanlar inguinal bdlgesinde kolonize olur. Baslica pelvik
bolgesinde meydana gelen abselere yol agar. Alfa ve sigma
hemolizin lipaz ve esteraz gibi virulans faktorlere sahiptir
(Koneman et al., 2006).

S.schleiferi

Insanda bazi hastaliklara sebep olur. Kdpeklerde eksternal otite
neden olur. Glikokoliks, lipaz, esteraz ve hemolizin gibi bir takim
virulans faktorlere sahiptir (Koneman et al., 2006).

S.capitis

Insan normal florasinda &zellikle sagl deride, kil diplerinde
bulunur. Endokardite neden olabilir. Neotanal yogun bakim
iinitesinde yatan hastalardan heteroresistan vankomisine direngli
suslar elde edilmistir (Koneman et al., 2006).

S.auricularis

Insan dis kulak yolunda bulunur ve infeksiyona ¢ok nadir neden
olmaktadir (Koneman et al., 2006).

S.pasteuri

Insan ve hayvan klinik Orneklerinden ve gidalardan izole
edilmistir. Infeksiyonla bir baglantisi heniiz gosterilememistir

(Koneman et al., 2006).

S.caprae

Kegi siitiinde 6zellikle bulunur. Yakin zamanda dermatiti olan bir
hastadan izole edilmistir. Diger bazi infeksiyonlara da neden
oldugu bilinmektedir. Biofilm yapar (Koneman et al., 2006).

S.cohnii

Insandan ve hayvandan izole edilmistir. Normal florada bulunur.
Yenidogan sepsisi ve menenjitine sebep oldugu bildirilmistir
(Koneman et al., 2006).

S.xylosus

Insan ve hayvanlarm Uriner sistemlerinde infeksiyona neden
oldugu bildirilmistir. Immiin yetmezligi olan hastalarda da cesitli
infeksiyonlara neden olmaktadir (Koneman et al., 2006).

S.saccharolyticus

Insan mukozasinda bulunmustur. Iki olguda endokardite neden
oldugu gosterilmistir (Koneman et al., 2006).




2.3. Stafilokoklarin Klinik Onemi

Stafilokoklar, Gram pozitif koklardir; hareketsiz, sporsuz ve katalaz pozitiftir. Sivi
besiyerinde, tek hiicre, ¢ift hiicre, tetrat veya kisa zincir yapabilir. Fakat genel olarak {iziim
salkimi goriiniimiindedir. S.aureus subsp. anaerobius ve S.saccharolyticus disindakiler
fakiiltatif anaerobtur. Bu iki tiir anaerob olarak iirer ve fakiiltatif tiirlerden ayri olarak
genellikle katalaz negatiftir. Stafilokoklar insan ve hayvan derisinde ve mukoza hiicre
zarinda bulunur. S.capitis primer olarak insan derisinin normal florasinda ve kafa
derisindeki sebasoz bezlerde, S.aurecularis ise primer olarak dis kulak yolunda bulunur.
Bazi tiirler sadece hayvanlarda bulunur. Stafilokoklar insanlara hayvanlarla yakin temas
sonucu ge¢mektedir. Stafilokoklar arasinda koagiilaz pozitif olan tek tiir S.aureus’tur.
Bunun disinda koagiilaz negatif olan S.epidermidis ve S.saprophyticus da insandan siklikla
infeksiyona neden olmaktadir. Cizelge 2.2°’de insan ve hayvanda bulunan baglica
stafilokok tiirleri 6zetlenmistir. Bu tablonun diginda S.intermedius, S.hyicus ve S.sciuri gibi
sadece hayvanda bulunan stafilokok tiirleri de vardir (Koneman et al., 2006).

S.aureus, stafilokoklar arasindaki en 6nemli insan patojenidir. S.aureus, yetiskinlerin
% 20-40 kadarmda burun deliklerinin 6n kisminda bulunur. Diger kolonize oldugu yerler
arasinda deri kivrimlari, perine, aksilla ve vajina vardir. S.aureus normal insan florasinin
bir parcasi olmasina ragmen bazi kosullarda ciddi hastaliklara neden olabilen firsat¢1 bir

infeksiyon ajan1 6zelligi kazanmaktadir.

S.aureus’un firsat¢1 infeksiyon olusturmasina yol agan faktorler:

e Konjenitinal (6rn; Wiskott-Aldrich sendromu, Down sendromu, Job sendromu,
Chediak-Higashi sendromu) veya kazanilmis (6rn; Diabetes mellitus ve romatoid
artrit) 16kosit kemotaksis defekti

e Konjentinal veya kazanilmis hipogamaglobulinemi veya kompleman eksikligi
(6zellikle C3 ve CS5) hastaliklarina bagli olarak opsonizasyon defektinin meydana
gelmesi

e Fagositozdan sonra bakterinin hiicre icerisinde Oldiirme mekanizmalarinda
problem olmasi. Bu problemin kaynagi peroksidaz ve siiperoksidaz enzimlerinin
vakuolde bulunmamasindan kaynaklanmaktadir (6rn; kronik graniilomatoz
hastalik, lenfoblastik 16semi)

e Deri yaralanmalar1 (yanik, cerrahi insiizyon, egzema)

e Yabanci cisim varlig1 (siitiir, intravendz, katater, protez)



e Viriis gibi diger ajanlarla infeksiyon (6rn; Influenza)
e Kanser, alkolizm ve kalp hastalig1 gibi kronik altta yatan bir hastaligin varligi

e Tedavi veya koruma i¢in kullanilan antibiyotikler (Koneman et al., 2006).

S.aureus, firsat¢1 infeksiyon diginda gercek infeksiyona da neden olmaktadir.
Yumusak doku infeksiyonlar1 gibi basit deri infeksiyonlarindan; endokardit, menenjit,
haslanmig deri sendromu, toksik sok sendromu, stafilokokal besin zehirlenmesi gibi hayati
tehdit edici ciddi infeksiyonlara kadar ¢ok gesitli hastaliklara sebep olmaktadir (Mandell et

al., 2005). Cizelge 2.3’de S.aureus’un neden oldugu infeksiyonlar O6zetlenmistir.
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Cizelge 2.3. S.aureus’un neden oldugu infeksiyonlar

Infeksiyon

Aciklama

Kaynak

Follikiilit

Sistemik  belirti vermeyen agrili, kiiciik,
hiperemi ile karakterize sacli deride lokalize
infeksiyonlardir.

(Mandell et al.,
2005)

Fronkiil ve
Karbonkiil

Fronkiil, agrili, sert ve ortasit nekrozlu bazen
ply de iceren derinin alt tabakalarmi tutan
lezyonlardir. Karbonkiil ise subkiitan dokuyu da
icine alan daha derin lezyonlardir. Birkag
lezyon bir araya gelerek subkiitan siniis
yollarmi olusturabilir. Karbonkiilde sistemik
belirti goriilebilir.

(Mandell et al.,
2005)

Impetigo

Daha c¢ok c¢ocuklarda goriilen yiizeyel
infeksiyondur. Yiiz gibi agik yerlerde daha ¢ok
goriiliir. Impetigonun % 80-90 kadarindan
S.aureus sorumludur. Geri kalan kismini ise
beta hemolitik streptokoklar yapmaktadir. Her
iki mikroorganizmani neden oldugu impetigo
klinik olarak ayirt edilemez.

(Diindar V. ve
Diindar D.,
2008)

Mastit

Cocugunu emziren kadinlarin memelerinde
meydana gelen bir infeksiyondur. Tedavisinde
drenaj ve uzun siire antibiyotik kullanilir.

(Diindar V. ve
Diindar D.,
2008)

Yara infeksiyonu

Stafilokoklarin neden oldugu
infeksiyonlarinin ~ ¢ogu  cerrahi
gelismektedir. Yabanci cisim
semptomlarm artmasma neden olur.
kosullarda debritman yapilmasi gerekir.

yara
sonrast
varligi

Bazi

(Diindar V. ve
Diindar D.,
2008)

Bakteriyemi ve
endokardit

Bakteriyemi, baska bir infeksiyona (abse, iilser,
yanik, pndmoni) sekonder veya katater gibi bazi
cisimlerle kan akimina direkt olarak katilmasi
sonucu meydana gelir. Stafilokokal endokardit,
tipik olarak akut seyirlidir ve ¢ok sayida
periferal septik emboli, kalp kapak hasari,
miyokardit, septik ve kardiyojenik sok ile
karakterizedir. En ¢ok mitral kapagi tutar fakat
aort tutulumunda prognoz daha kotiidiir.

(Koneman et al.,
2007; Mandell et
al., 2005)

Menenjit

Genellikle lokal travma yaratan cerrahi girisim
veya  yaralanma  sonucu stafilokokun
bulagsmasiyla meydana gelir. Genellikle altinda
immiin yetmezlik veya bagska bir hastalik vardir.

(Koneman et al.,
2007)

Perikardit

Delici gogilis yaralanmalar1 sonucu meydana
gelebilir. Ayrica stafilokok kan hematojen yolla
perikard1 enfekte edebilir. Endokarditin bir
komplikasyonu olarak da goriilebilir.

(Koneman et al.,
2007)

Pulmoner infeksiyon

Aspirasyon veya hematojen yayilma sonucu
meydana  gelir.  Aspirasyon = pndmonisi
yashlarda  influenza  pnomonisinin  bir
komplikasyonu olarak daha ¢ok goriiliir.

(Koneman et al.,
2007)
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Cizelge 2.3. (devam) S.aureus’un neden oldugu infeksiyonlar

Infeksiyon

Aciklama

Kaynak

Osteomiyelit/Septik
artrit

Lokal infeksiyonun bir sonucu olusabilir.
Hematojen osteomiyelit de goriilebilir. Septik
Artrit, puberte Oncesi cocuklarda daha sik
gortliir.

(Koneman et al.,
2007)

Stafilokokal gida
zehirlenmesi

Istya direncgli enterotoksin yapan S.aureus susu
ile kontamine gidalarin tiiketilmesi sonucu
meydana gelir. Patates salatasi, kremali tatlilar,
et, dondurma ve konserve yiyecekler gibi gidalar
bulagsmaya yol acar. Kontamine eller ile temas
sonucu stafilokok bulasir, g¢ogalir ve toksin
iretir. Gida yendikten 2 ile 6 saat sonra bulanti,
kusma, karin agris1 ve diyare ile baglar. Ates ve
norolojik belirtiler yoktur. Antibiyotik tedavisi
gerekli degildir.

(Koneman et al.,
2007; Diindar V.
ve Dindar D.,
2008)

Stafilokokal

haglanmis deri
sendromu

Stafilokoklarin  eksfoliyatif toksinine bagl
olarak ortaya ¢ikar. Viicudun Onemli bir
boliimiinde biil olusur. Bu biiller daha sonra
soyulur. Yeni dogan ve infantlarda daha sik
goriliir. Ciddi sv1 ve elektolit kaybi ile sepsis
gelisebilir. Toksin antijeniktir ve olusan antikor
koruyucudur.

(Koneman et al.,
2007; Mandell et
al., 2005)

Stafilokokal toksik
sok sendromu

Miyalji, ates, kusma ve ishal gibi ¢ok cesitli
belirtilere sebep olur. Emici tampon kullanan
kadinlarda daha sik goriilmektedir. Tampon
kullanmayan kadin ve erkeklerde de abse,
osteomiyelit, influenza sonra pndomoni gibi
hastaliklarin komplikasyonu olarak meydana
gelebilir.

(Koneman et al.,
2007)

2.4.

Staphylococcus aureus’un Hastalik Yapic1 Ozellikleri

S.aureus viriilansi en yiiksek olan stafilokok tiiriidiir. Ancak infeksiyonun meydana

gelmesi, mikroorganizmanin viriilans1 ile konak savunma sisteminin olusturacaklari

iliskiye baghdir. S.aureus’un bir¢ok viriilan faktérii vardir bu nedenle viriilans 6zelligi

multifaktoriyeldir (Duval, 2010). Kapsiil, protein A, peptidoglikan tabakasi, teikoik asit

gibi hiicre

duvarmda bulunan maddeler,

olusturduklar1

patojenitesinde etkili olup, viriilans faktorii olarak rol oynamaktadir.
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Cizelge 2.4. S.aureus’un 6nemli viriilans faktorleri

Viriilans
faktorleri Aciklama Kaynak
S.aureus suslarinin % 90’mnindan fazlasi polisakkarit | (Mandell et al.,
kapsitil tretir. Polisakkarit kapsiil iiretmesine gore | 2005)
S.aureus 11 serotipi tanimlanmistir. En ¢ok kapsiil
Kapsiil tip 1 ve 2 yapar. Bu tipler kiiltiirde mukoid goriintii

olusturur. Tip 5 ve 8 suslarin yaklagik % 75’inde
bulunur. Bir¢ok metisiline direngli S.aureus tip 5
kapsiil yapisindadir. Kapsiil antifagositik 06zellik
kazandirir ve prostetik aletlere yapigsmasini saglar.

Hiicre duvari

S.aureus  hiicre duvarinin  ana  Dbilesenleri
peptidoglikan ve teikoik asittir. Peptidoglikan, N-
asetil glukozamin ve N-asetil muramik asit
polimerlerinin ¢apraz baglanmasiyla olusur. Teikoik
asit ise ribitol fosfat polimerlerinden olusur ve
bakterinin mukozal yilizeylere yapismasimni saglar.
Bu yapilar kompleman aktivasyonunu saglar,
monositlerden interlokin-1 salinimma neden olarak
polimorfontiikleer l6kositlerin kemotaksisini
engeller, opsonik antikorlarm yapimimi stimiile eder
ve abse olusumuna neden olur. Hiicre duvarindaki
peptidoglikan, B laktam ve glikopeptid gibi
antibiyotiklerin hedefidir. Ancak peptidoglikan
tabakasinda gelisen modifikasyonlar stafilokoklarin
bu antibiyotiklere karsi diren¢ olusturmasinda rol
alir.

(Koneman et al.,
2006).

Yiizey
proteinleri

Protein A, eclastin baglayan proteinler, kollajen
baglayan proteinler, fibronektin baglayan proteinler,
fibrinojen baglayan proteinler ve “clumping factor”,
Kimyasal yapilar1 ve hiicre duvar1 yerlesimleri
birbirlerine benzeyen stafilokok yiizey proteinleridir.
Hepsi “microbial surface component reacting with
adherence matrix molecules” (MSCRAMM) olarak
adlanlandirilir.  Yiizey proteinleri stafilokoklarin
konak dokuda kolonize olmasinda 6nemlidir.

(Foster and
Ho66k, 1998)

Protein A

S.aureus’un yiizeyinde peptidoglikana bagli olarak
bulunur. Purifiye protein A molekiiler agirligi 42
kDa agirligindadir. Protein A’nin en dnemli 6zelligi,
IgG3 (Immiinglobulin G3) disindaki tiim IgG’lerin
Fc reseptorleri ile birlesebilmesidir. Bu 6zelligi ile
opsonizasyonu ve nétrofillerin fagositoz etkinligini
engeller. Kompleman aktivasyonunu saglar ve
gecikmis tip hipersentitive reaksiyonlarinda rol alir.
Protein A immunojeniktir. S.aureusun ciddi
infeksiyonlarinda protein A’ya karsi antikor olusur.
S.aureus’larda bulunan protein A, koaglutinasyon
testi ile viicut sivilarinda antijen tespitini saglar ve
diger organizmalarin (streptokok gibi) tanisinda
yardimci olur.

(Koneman et al.,
2006)
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Cizelge 2.4. (Devam): S.aureus’un onemli viriilans faktorleri

V.faktorleri

Aciklama

Kaynak

Katalaz

Toksik olan hidrojen peroksiti su ve oksijene
pargalayan enzimdir. Tiim stafilokoklarda bulunur.
Bakteri katalaz sayesinde fagositler icinde toksik
oksijen radikalleri tarafindan oldiirilmeye direng
kazanir.

(Koneman et al.,
2006).

Koagiilaz

Koagiilaz hiicre digina salman veya hiicre ylizeyine
bagli sekilde bulunabilen bir proteindir. Serbest
koagiilaz ve baglh koagiilaz (kiimelestirici faktor)
hem immunojenik olarak hem de etki mekanizmalar1
yoniinden  farkhdir. Plazmayr  pihtilastirma
mekanizmalar1 farkli enzimatik mekanizmalar ile
olmaktadir. Serbest koagiilaz protein yapisindadir ve
enzimlerle inaktive olur. Bu enzim hiicreden
salimarak plazmadaki Coagulase Reaction Factor
(CRF) ile reaksiyona girer. Fibrinojenin fibrine
donilismesini saglar. Kiimelestirici faktor ise hiicreye
baghdir. Dogrudan fibrinojen ile iliskiye girerek
fibrin olusturup, plazmay1 pihtilastirir. Fibrinojenin
fibrine donilismesi ile hiicre yiizeyinde fibrin birikir.
Olusan fibrin piht1 bakteriyr fagositoza karsi
korumakta rol alir. S.aureus plazmayi pihtilastirirken
diger stafilokoklarda boyle bir reaksiyon saptanmaz.

(Koneman et al.,
2006), Cengiz,
1999).

Fibrinolizin

Infeksiyonun dokulara yayilmasinda ve fibrin
tabakasmin erimesinde etkilidir

(Koneman et al.,
2006).

Hyaluronidaz

Dokularda  mukopolisakkaritleri  hidroliz ~ eder.
Bakterinin komsu dokulara yayilmasmi saglar
Yayilma faktorii olarak da bilinen bu enzim antijenik
Ozellige sahiptir ve 6zgil antikorlar1 ile notralize
olur.

(Koneman et al.,
2006).

Kronik  fronkiil, karbonkiill ve bil gibi
infeksiyonlarin olusmasina sebep olan S.aureus
suslarinda bulunur. Deri ve deri alt1 dokulara
organizmanin yayilmasina yardim eder S.aureus

(Koneman et al.,
2006).

Lipaz Suslarinin meydana getirdigi degisik lipaz enzimleri
vardir; gliserol ester hidrolaz, Pl-fosfolipaz C,
FAME (Fatty Acid Modifiying Enzyme) lipazlar
arasindadir.
Dissemine intravaskiiler koagiilasyon ve adult | (Koneman et al.,
Fosfoester . . : :
- respiratuar distres sendromundan izole edilen | 2006).
diazitol
suslarda tanimlanmistir
S.aureus  suslarinda  bulunan 1siya  direngli | (Koneman et al.,
Niikleaz fosfodiesterazdir. Ekzoniikleaz ve endoniikleaz | 2006).

aktivitesi vardur.
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Cizelge 2.4 (Devam): S.aureus’un 6nemli viriilans faktorleri

V.faktorleri

Aciklama

Kaynak

Sitolotik
toksinler

S.aureus’un dort farkli hemolitik aktivitesi vardir.
Alfa toksin: S.aureus suslarinin ana hemolizinidir.
33 kDa agirliginda bir proteindir. Tavsan eritrositleri
iizerinde  hemolitik  aktivitesi ~vardr. Insan
trombositleri ve makrofajlar1 ile doku kiiltiirleri
iizerine hemolitik etkinligi vardwr.  S.aureus
infeksiyonlarinin patogenezinde dnemlidir.

Beta toksin: Sfingomiyelinaz iireten toksindir.
Molekiiler agirlhigi 35 kDa olan bir proteindir.
Antijenik 6zellige sahiptir. Etkisini en 1yi koyun,
daha az olarak da insan ve tavsan eritrositlerini
eriterek gosterir. Grup B streptokoklarm hemolitik
aktivitesi ile sinerjik etki gosterir ve bu grup B
streptokok tanisinda CAMP (Christie, Atkins,
Munch, Peterson) testi olarak kullanilir.
Gama_toksin: S.aureus’un % 97’sinde, koagiilaz
negatif stafilokoklarm % 50-70’inde bulunur.
Molekiiler agirligr 32 ile 35 kDa arasinda olan ii¢
gama hemoliz proteini vardwr. Bu toksin tavsan,
insan ve koyun eritrositlerini hemoliz eder.

Delta toksin: Molekiil agirhigi 103 kDa olup,
eritrosit, lokosit, makrofaj, lenfosit ve trombositleri
hasara ugratan bir proteindir. Bu hemolizinlerden
alfa ve delta toksin koagiilaz pozitif ve insanda
hastalik yapan stafilokok suslari tarafindan yogun
sekilde iiretilir.

(Koneman et al.,
2006; Cengiz,
1999).

Eksfoliyatif
toksin

Stafilokoklarin  vezikiiler ve
lezyonlarmdan sorumludur. Ekzotoksin
niteligindedir. A ve B olmak iizere 2 tipi
bulunmustur. A tipi kromozomal, B tipi plazmide
bagli genlerce olusturulur. Benzer biyolojik
aktiviteleri vardir. Bu proteinler proteolitik aktivite
gosterirler ve epidermisde bulunan
mukopolisakkaridleri  tahrip eder. Boylece
intraepitelyal dagilma meydana gelir. ‘Haslanmig
Deri Sendromu’na sebep olur. Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) yontemi ile eksfoliyatif toksin
geni saptanmistir.

eksfoliyatif deri

(Koneman et al.,
2006).

Enterotoksin

Istya direngli, tek zincirli ve polipeptid yapidadir.
Enterotoksin A, B, C, D, E, H, I olmak iizere 7 tipi
vardir. A ve D besin zehirlenmelerinde. B ise
hastane infeksiyonlarinda sik karsilasilan toksindir

(Koneman et al.,
2006).

Panton
valentine
lokosidini

Elektroforetik olarak birbirinden ayr1 F (Fast: Hizli)
ve S (Slow: Yavas) olarak iki protein
komponentinden olusur. Lokosidin, lokositleri
tahrip eder ve fagositozu engeller.

(Koneman et al.,
2006; Cengiz,
1999).
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Cizelge 2.4 (Devam): S.aureus’un 6nemli viriilans faktorleri

V.faktorleri Aciklama Kaynak

Toksik Sok Sendromu Toksini-1’in (TSST-1) ti¢ | (Koneman et al.,
onemli 6zelligi vardir. Pirojenik olmasi, siiperantijen 2006)

ozelligi tasimasi ve ¢ok kiigiik miktarlarda dldiiriicii
Toksik sok etki gostermesi baglica Ozellikleridir. Siiperantijen,
toksine antijenik spesifite olmadan T hiicre
sendromu uyarilmasini saglar. Siiperantijenlerin MHC (Major
toksin 1 Histokompatibilite Kompleksleri) tizerindeki antijen
baglanma oldugunda sunulmasma veya islenmesine
gerek yoktur. Siiperantijenlerin 6nemi, ¢ok sayida T
hiicresini birden uyarabilmeleri ve septik sok
benzeri klinik bulgulara yol acabilmeleridir.

Pigmentli stafilokoklarin pigmentsiz olanlardan daha patojen oldugu konusu
tartismalidir. Bununla beraber, patojen suslarin ¢ogu pigment olusturmaktadir. Pigmentli
suslar defalarca pasaj yapildiktan sonra pigmentsiz hale donebilir. Yapilan bir ¢aligmada,
Suslar arasinda pigment geninin aktarildigi, pigmentsiz penisiline direngli, streptomisine
duyarl bir sus ile sar1 pigmenti olan penisiline duyarli streptomisine direngli bir sus ayni
ortamda s1v1 besiyerinde inkiibe edildiginde, aylar siiren bir seri pasajdan sonra pigmentsiz
suslar pigment kazandig1 gosterilmistir. Bu ¢alismada stafilokok suslarinin pigmentlerini
kaybedebilecekleri gibi pigment yapma 6zelligi kazanabilecekleri sonucuna varilmistir.
Bazi faktorlerin pigment iiretimini etkiledigi ancak hangi kosullarda bakterinin viriilansina
katkida bulundugunun heniiz netlesmedigi yine aymi ¢alismada belirtilmektedir (Barber,
1955). S.aureus’un pigment iiretimi uygun olmayan kosullarda bakterinin canli kalabilmesi
ile iliskilendirilmektedir (Katzif et al., 2005). Stafilokok kolonilerinde pigment 37°C’de 24
saat inkiibasyondan sonra goriilmektedir ancak inkiibasyondan sonra Kkiiltiirler oda
sicakliginda bekletildiginde pigmentlerin arttig1 goriilmektedir (Wieland et al., 1994). Oda
isisinda  bekleyen kiiltiirlerde; pigment artisi, uygun olmayan kosullarda bakterinin
direncini arttrmaya katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir. Dogadan stafilokok
suslarinin turuncu ve sar1 pigmentli olduklar1 gézlenmektedir. Bu pigmentlerin karotenoid
yapida oldugu disiiniilmektedir. Ancak kimyasal yapisi heniiz tam olarak ortaya
cikarilamamistir. Pigment ekstraktlarinin elektronik absorbsiyon spektrumunda zeaksantin
(beta, beta-karoten-3,3’-diol) ve zeaksantin esterleri oldugu gosterilmistir. Bazi
pigmentlerde ise zeaksantinin yaninda gama karoten, rubiksantin ve rubiksantin
esterlerinin varlig1 ortaya ¢ikartilmistir. Phytoene, delta karoten ve fitofuluenol gibi

benzeri bilesiklerin bulundugu stafilokok pigmentleri de vardir. Stafilokoklarm pigment
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yapilarma 151k tutan bir calismada, dogal karotenin yapisinda Cio zincirinin oldugu,
S.aureus pigmentinden izole edilen ‘phytoene’ da Csp zinciri bulundugu; ¢alisilan suslarda
ise Cgp zincirinin bulundugunu belirtilmistir. Ayn1  ¢alismada stafiloksantinin
saflagtirilmasmim zor oldugu, glikolipit yapida oldugunu, dogada bulunan stafilokok
suslarmda bulundugu belirtilmistir (Marshall and Wilmoth, 1981). Yapilan baska bir
calismada sar1 pigmentli S.aureus’larin pigmentsiz suslara gore dogal bagisiklik sisteminin
0ldiirme mekanizmasindan daha iyi kagtigi savunulmaktadir. (Liu et al., 2005). Birgok
arastirmaci yaptig1 calismayla buna benzer tezler ortaya koymaktadir. Yapilan bagka bir
calismada CspA’nin (cold shock protein A) pigment iiretimini diizenledigi gosterilmistir.
CspA pigment tiretimini SigB’ye bagimli bir mekanizma ile diizenledigi gosterilmektedir
(Katzif et al., 2005).

Kiiciik koloni varyanti (SCV) yillar Oncesinde tanimlanmis stafilokoklarin alt
popiilasyonlaridir. Bu varyantlar 6zellikle kistik fibrozis gibi kronik hastaliklarda tedaviye
ragmen uzun siiren infeksiyonlara neden olmaktadir. Osteomiyelitte de, infeksiyonun
ozelligine bagli olarak, kiiciik koloni varyant ozelligi gosteren stafilokoklar etken
olabilmektedir. SCV’ler yavas liremektedir. S.aureus suslarindan 10 kat daha kiiglik koloni
olustururlar (Proctor et al., 1998). Aminoglikozidlere yiiksek direng gosterirler. Rutin kanli
agarda hemolizsiz, pigmentsiz koloniler meydana getirirler (Proctor et al., 1995). Ayrica
koagiilaz iiretimleri azdir ve mannitolii fermente etmezler. SCV izolatlar1 hemin ve
menadiona ihtiya¢ duyarlar. Bu atipik karakterin elektron transport sistemindeki bir
eksiklikten meydana geldigi diisiiniilmektedir. Yavas iirediklerinden, atipik koloni
morfolojisi meydana getirdiklerinden ve alisilmadik biyokimyasal aktivitelerinden dolayi,
tanida sorunlar yasamaktadir. SCV oOzelligine sahip stafilokoklarin hiicre igersinde
yasamay1 tercih etmeleri bagisiklik sisteminden kolaylikla kagmalarini saglamaktadir. Bu
mekanizma igerisinde SCV’lerin normal koloniye sahip olan stafilokoklardan farkli olarak
daha az alfa toksin iiretmeleri de yer almaktadir. Alfa toksin hiicreleri parcalama 6zelligine
sahiptir, hiicre icerisinde yasamay1 seven SCV’ler bulunduklari hiicrenin uzun Omiirli
olmasmi isterler. Bu nedenle alfa toksin salgilamaz ya da hiicreye zarar vermeyecek
sekilde daha az salgilarlar (Balwit et al., 1994). S.aureus 'un neden oldugu infeksiyonlarin
karakterine uygun bir klinik tablo olmasina ragmen tedaviye direng varsa ve tedavi siiresi
uzamigsa, uygun antibiyotik tedavisine yanit vermiyorsa SCV’den siiphelenilmelidir.

Laboratuvar inkiibasyonun 48 saate kadar uzatilmasi konusunda uyarilmahdir.
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2.5. Staphylococcus aureus’un Strese Karsi Direnci

Bakterilerin rahat tireyebilmeleri icin sicaklik, oksijen gibi bazi fiziksel kosullarin
uygun olmasi gerekmektedir. Bu kosullarin en oOnemlilerinden biri 1s1 faktoriidiir.
Bakteriler iiremek i¢in ihtiya¢ duydugu optimum 1s1 isteklerine gore tii¢ grupta
toplanmaktadir: bazi bakteriler psikrofildir, yani sogugu sever; en iyi iireme gosterdikleri
1s1 araligr -5 ile 15°C araligidir. Psikrofil bakteriler bu 6zelliklerinden dolay1 daha ¢ok
kutuplarda bulunmaktadir. Toprakta ve insan viicudunda yasayan bakterilerin ¢ogu
mezofiliktir (en iyi tiredikleri 1s1 aralig1 25-45°C’dir). Kaplicalarda daha ¢ok termofil yani
1s1y1 seven bakteriler bulunmaktadir. Ayrica hipertermofil bakteriler de vardwr. En iyi
tireme gosterdikleri 1s1 araligi 70-110°C arasindadir. Bir bakteri uyum sagladigi 1s1 disinda
bir 1stya maruz birakilirsa strese girmektedir. Bu siirecte bakteri 6rnegin yeni bir protein
salgilayabilmekte veya hiicre duvar yapisinda bir takim degisikliklere gidebilmektedir
(Ulusu ve Tezcan, 2001). Benzer sekilde atmosfer kosullar1 da bakterinin ihtiyaglarina
uygun olmalidir. Ornegin zorunlu anaerob olan bir bakterinin aerob kosularda iiremesi
donanimina uygun olmadigi i¢in miimkiin olmaz. Bunun yaninda fakiiltatif anaerob
bakteriler hem oksijenli hem de oksijensiz kosullarda iiremesini siirdiirmektedir.
Bakterilerin liremesini etkileyen diger faktorler arasinda pH, ozmoz, besin molekiilleri,
hidrojen kaynagi, mineraller, su, vitamin gibi iireme faktorleri yer almaktadir. Evrim
stirecinde bakteri ortam kosullarina uyum saglama yetenegini gelistirmis ve yeni kosullarla
karsilastiginda bununla bas edebilme yollarmni aramaktadir. Kisa veya uzun siirebilen bu
bas edebilme siireci sonunda bakteri yeni 6zellikler kazanarak ortama uyum saglayabilir.
Aksine uyum saglayamadigi kosullarda da yok olmaktadir.

S.aureus’un viriilans 6zellikleri multifaktoriyeldir. Kapsiil, protein A, peptidoglikan
tabakasi, teikoik asit gibi hiicre duvarinda bulunan maddeler, olusturduklar1 enzimler ve
toksinler patojenitesinde etkili olup, virulans faktorii olarak rol oynamaktadir. Ayrica,
ekstraseliiler toksin, konak hiicre ile iletisimi saglayan yilizey yapilari, konak bagisiklik
sistemine kars1 direng, viriilans genlerinin ekspresyonunu kontrol eden diizenleyici
mekanizma ve metabolik yap1 gibi faktorler de viriilansa katki saglamaktadir. Kosullarin
yaratmig oldugu strese karsi, S.aureus uyum saglayabilmek i¢in bu 06zelliklerini
kullanmaktadir. S.aureus’un strese karst vermis oldugu tepkinin &zellikleri birgok
aragtrmanmn  konusu olmustur. Ornegin yiiksek 1sida bakterinin varligmi devam
ettirebilmesi stresle bas edebilme yetenegine baghdir. S.aureus soguga karsi direncini
soguk sok proteinleri (CSP) aracilifiyla saglamaktadir. Soguk sok cevabi Ornegin

S.aureus’un buzdolabinda yasamasma ve dolayli yoldan gida zehirlenmesine yol
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agmaktadir. E.coli ve B.subtilis gibi bakterilerde de csp geni vardir. CSP’ler genellikle
sogugun meydana getirdigi stres karsisinda salgilanmaktadir. CSP’lerin her birinin rolii
tam olarak anlagilmamigsa da E.coli’deki bazi CSP’lerin soguk sokunda olusan sekonder
yapilarin meydana gelmesini engelleyen RNA saperon gibi etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Soguk sok proteinlerini arastiran bir ¢aligmada S.aureus suslarinda cspA
geninin soguk soku karsisinda indiiklendigi ve pigment olusumunun azaldig1 gosterilmistir
(Duval et al., 2010). Ayn1 zamanda bu mekanizmanin bakterinin insan lizozomal katepsin
G’sine ait katyonik antimikrobiyal peptidlere direnci arttirdigi gosterilmistir (Katzif et al.,
2003). cspA geninin olmadigi S.aureus suslarinda stafiloksantin gibi pigmentlerin
iretiminin azalmasi1 pigmentin arastirilmasinda yeni bakis agist kazandiracak bir yol
olmustur; stafiloksantinin stafilokoklar1 nétrofillerin 6ldiirme mekanizmasmi yok ettigi
gosterilmistir (Liu et al., 2005). cspB geni S.aureus’un en 6nemli soguk sok genidir. cspB
geni hemin biyosentezi i¢in gerekli olan hemB geni ile etkilesmektedir. Kii¢iik koloni
varyant Ozelligi ile hemB geninde meydana gelen mutasyon arasinda bir iliski tespit
edilmistir. cSpB geninin yok edildigi S.aureus suslarnin birgok Ozelliginin SCV’ye
benzedigi gosterilmistir ve bu 6zellikler geri kazanilabilir 6zelliklerdir. Soguga kars1 direng
saglayan genin olmadigi bir susun bagka birtakim 6zellikler (pigmentin azalmasi,
aminoglikozidlere direng, viriilans faktorlerinin azalmasi) kazandigi sonucu ortaya
¢ikmaktadir. S.aureus suslarmin sogukta tiretildiginde cspB geninin aktiflendigi, cspB geni
olmayan suslarm ise 15°C’nin altinda liremelerinin azaldig1 cspB’nin bakterinin fenotipik
ozelliginde rol oynadig1 sonucuna varilmistir (Duval et al., 2010). Biitiin bu ¢alismalar
incelendiginde ¢evresel faktorlerin bakteri tizerinde aminoglikozidlere direng gibi bir takim

degisikliklere yol agtig1 goriilmektedir.

2.6. Aminoglikozidler

Aminoglikozidler Streptomyces ve Micromonospora cinsi toprak bakterilerinden
(Actinomyctes) elde edilen dogal ya da yar1 sentetik antibiyotiklerdir.

Aminoglikozidler kimyasal yapilaria gore bes aileye ayrilir: (Willke, 2002).

1. Streptomisin ailesi; streptomisin

2. Kanamisin ailesi; kanamisin A, kanamisin B, amikasin, tobramisin, dibekasin

3. Gentamisin ailesi; gentamisin C1, gentamisin Cla, gentamisin C2, sisomisin,

nedimisin, isepamisin
4. Neomisin ailesi; neomisin, paromomisin

5. Spektinomisin ailesi; spektinomisin
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Aminoglikozidlerin etki mekanizmasi, hiicrenin dis yiizeyi ile antibiyotigin iyonik
bir etkilesime girmesiyle baslamaktadir. Bu olay elektrostatik ve hizli bir olay olup pasif
olarak, enerji harcamadan gerceklesmektedir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda
bulununa lipopolisakkaridlere, fosfolipidlerin polar baslarina ve dis hiicre zar1 proteinlerine
baglanmak icin Mg ve Ca*? iyonlariyla yarisir. Aminoglikozidlerin hiicre duvarma
baglanmasi, hiicre duvarmm gecirgenlik fonksiyonunu bozar (Gilbert, 2000).
Aminoglikozidler bu 6zellikleri sayesinde bakteriyosidal olarak etki gostermektedir
(Willke, 2002). Aminoglikozidlerin, hiicre duvarma baglanmasit pasif olarak
gergeklesirken, hiicrenin igine taginmasi aktif transport mekanizmasiyla gergeklesmektedir,
aktif trasnport icin enerji harcanmasi gerekmektedir. Aktif transport iki enerji
kademesinden olugsmaktadir. Enerjiye bagimli faz 1’1 (Energy Dependent Phase |, EDP-1);
divalan katyonlar (6rnegin, Ca’™" ve Mg"™"), hiperozmolarite, diisiik pH, anaerob ortam
inhibe etmektedir. Apselerin anaerobik ve idrarin hiperosmolar ortaminda veya ortamin
asidik olmasi durumunda, aminoglikozidlerin etkisi azalr (Willke, 2002).
Aminoglikozidler hiicre duvarini gegtikten sonra, ribozomlara baglanarak protein sentezini
inhibe ederler. EPP-1’in gergeklesmesi EDP-2’yi hizlandirir. EDP-2, ayn1 zamanda
progressif bir hiicre zar1 bozulmasini tetikler ki ilk 6nce kiigiik iyonlar daha sonra biiyiik
molekiiller bakteri disma sizar, bu da aminoglikozidlerin letal etkisini agiklayabilir
(Gilbert, 2000; Willke, 2002). Aminoglikozidler, 30S ribozomlarinda 16S A bolgesine geri
doniistimsiiz olarak baglanirlar. Streptomisin sadece 30S alt birimine baglandig1 halde,
digerleri ilave olarak 50S alt birimine de baglanirlar (Kayaalp, 1991). Burada mRNA’nin
kodon ve tRNA’nin antikodonlarinin yanlis okunmasina neden olurlar (Gilbert, 2000;
Willke, 2002; Kayaalp, 1991).

Aminoglikozidlere  direng;  ribozomal  direng,  permeabilite  direnci,
aminoglikozidleri modifiye edici enzimlere bagli olarak gelisen diren¢ olmak iizere ii¢
mekanizma ile olmaktadir. Bunlar i¢inde en yaygm ve oOnemli olam1 aminoglikozid
modifiye edici enzim varliginda gelisen direngtir (Willke, 2003).

Ribozomal Diren¢: Aminoglikozidlerin ribozomal proteinleri kodlayan genlerdeki
tek basamakli mutasyonlara bagl olarak aminoglikozidlerin bu bolgelere baglanamamasi
sonucu gerceklesir. Bu direng siklikla aminoglikozide karsidir. (Yamazhan, 2007).

Permeabilite direnci: Aerop gram negatif basillerde ve stafilokoklarda mutasyon
sonucu hiicre zar1 gegirgenliginde azalma oldugu gdsterilmistir. Bu sekilde direng gelisen

bakterilerde aminoglikozidlerin bakteri hiicresi i¢ine girmesi giiclesir. Bu giicliik tiim

20



aminoglikozidler i¢in s6z konusudur. Endise verici olmakla birlikte yaygm bir direng
mekanizmasi degildir (Gilbert, 2000; Willke, 2003).

Bakteri aminoglikozidlere direng gelistirmek i¢in en sik aminoglikozid modifiye
edici enzimleri (AME) kullanmaktadir. S.aureus'larda aminoglikozid direnci
aminoglikozid modifiye edici enzimi kodlayan genin plazmid (Mu50 veya jH1 ve JH9)
veya transpozonlarla (TW20 ig¢inde TN4001) edinilmesi sonucu kazanilmaktadir.
AME’ler, substratlarina gore isimlendirilmektedir: Bunlar aminoglikozid molekiiliindeki
amino grubunu asetile eden asetiltransferazlar (AAC), aminoglikozid molekiiliindeki
hidroksil grubunu adenile eden niikleotidil transferazlar (ANT veya AAD) ve
aminoglikozid molekiiliindeki hidroksil grubunu fosforile eden fosfotransferazlar (APH)
olmak tizere ii¢ ¢esittir.

Asetiltransferazlar dort gruba ayrilmaktadir: AAC(1), AAC(3), AAC(2’) ve
AAC(6’). AAC (6"), klinik olarak 6nemli bir¢ok aminoglikozidi modifiye edebilen genis
spektrumlu bir enzimdir. AAC (6')’yi eksprese eden gen, genellikle aph(2’’) geni ile
birlikte bulunur ve aac(6’)-aph(2’’) bifonksiyonel gen grubu AAC(6’)/APH(2’’) enzim
grubunu eksprese eder (Vakulenko and Mobashery, 2003). AAC(6’)/APH(2”’) enzimi ilk
olarak 1986°da Enterococcus faecalis’te ve 1987°de S.aureus’ta tespit edilmistir (Zhang et
al., 2009). aac(6’)-aph(2’’) geni Tn4001 transpozonu iizerinde kodlanir (Schmitz et al.,
1999) ve 56 kDa molekiiler agirhigindadir (Zhang et al., 2009). AAC(6’)/APH(2’’) enzimi
gentamisin, tobramisin, netilmisin, amikasin ve kanamisin de i¢inde oldugu streptomisin
disinda tiim aminoglikozidlere direng gelistirirmektedir (Vakulenko and Mobashery,
2003).

Fosfotransferazlar (APH) aminoglikozidlerin, hidroksil gruplarmi fosforile
etmektedir. APH yedi gruba ayrilmaktadir: APH(3’), APH(2’), APH(3’), APH(4),
APH(7?), APH(6) ve APH(9). APH(3’) antibiyotiklerin hidroksil gruplarni 3
pozisyonunda modifiye eden enzimlerdir. APH(3”), APH(3’)-I’"den APH(3’)-VII’e kadar
APH(3”)’tin yedi farkli tipi vardir. APH(3’)-11I fosfotransferaz genleri aslinda S.aureus ve
Streptococcus faecalis’ten izole edilmistir. Sonra bu gen Gram pozitif ve Gram negatif
bakteriler arasinda antibiyotik direng geni transfer etmede 6rnek olan Campylobacter
coli’de identifiye edilmistir. APH(3’)-111 kanamisin, butirosin, paromomisin, lividomisin
ve ribostamisine direng tiretir (Vakulenko and Mobashery, 2003).

Nukleotidiltransferazlar (ANT) bes gruba ayrilmaktadir: ANT(2’’), ANT(3"),
ANT(4’), ANT(6) ve ANT(9). ANT(4’)-la amikasin, tobramisin, dibekasin, isepamisin ve

kanamisine direng tretir. ANT(4°)-11a amikasine, tobramisine, isepamisine ve kanamisine
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direng tretir. ant(4’)-la geni S.aureus’ ta bulunan Son zamanlarda bu gen S.aureus’tan

biiyiik konjugatif plazmidi iizerinde tespit edilmistir (Vakulenko and Mobashery, 2003).

AME’lerin, bakterilerdeki direnclilikten sorumlu olmalar1 zamana ve cografi

bolgeye gore degismekte, hatta hastaneler arasinda bile farkliliklar gostermektedir.

(Willke, 2003).

Cizelge 2.5. S.aureus’ta bulunan aminoglikozid modifiye edici enzimler ve hedef
aminoglikozidler (Shaw et al., 1993)

ENZIM GENLER HEDEF ACIKLAMA
AMINOGLIKOZIDLER
Gram pozitif
Gentamisin, Tobramisin bakterilerde
AAC(6’)/APH(2”) | aac(6’)/aph(2”’) Amikasin ’ ’ yaygindir.
(stafilokoklar ve
enterokoklar)

Staphylococcus
aureus,

APH(3’)-11la aph(3’)-1lla | Tobramisin, Amikasin ENterococeus
faecalis
Kanamisin, Paromisin, En sik S.aureus ve
ANT(4°)-1a ant(4’)-la Neomisin, Amikasin, Enterococcus

GentamisinB

faecalis’te goriiliir.
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3. GEREC VE YONTEM

Tez ¢alismas1 Eyliil 2010-Eyliil 2011 tarihleri arasinda Kocaeli Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali'nda Mikrobiyoloji Laboratuvarmda
gerceklestirildi.

3.1. Calisma Grubu

Calismada Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne bagvuran yatan ve ayaktan
hastalara ait suslardan kullanildi. Yatan hasta suslar1 2008—2010 tarihleri arasinda Merkez
Laboratuvarinda bulunan stoklanmis suslardan ve ayaktan hastaya ait suslar ise 2010—
2011 yillar1 arasinda poliklinige basvurup kiiltiir icin Merkez Laboratuvarina gonderilen
ve S.aureus olarak identifiye edilen suslar arasindan segildi. Calismada bias
olusturmayacak verileri saglamak i¢in siirenin kisith olmasi nedeniyle, suslarin

toplanmasinda say1 tercih edildi.

3.2 Mikrobiyolojik olarak tanimlama

Kocaeli Universitesi T1p Fakiiltesi Merkez Laboratuvar’’nda —80°C’de saklanan suslar
Mannitol Salt agara ekildi. Mannitol salt agar ticari (Merck KGaA, Almanya) olarak hazir
toz besiyerinden hazirlandi; besiyerinden 104 g alinip, 1000 ml distile su igerisinde eritildi,
otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. Hazirlanan besiyeri tek kullanimlik petri
kaplarina 4 mm yiikseklikte olacak sekilde dokiildii. Mannitolii fermente eden sar1 renkli
koloniler olusturan suslarin S.aureus olabilecegi diisiiniildii. Bu kolonilerden Gram boyasi
yapildi. Gram boyamasi i¢in ilk olarak; lam {izerine bir damla serum fizyolojik
damlatilarak 6ze yardimiyla alinan bakterinin iyice homojenize olmasi saglandi. Preparat
kurutulduktan sonra 3 kere alevden gegirilerek tespit edildi. Hazirlanan preparat kristal
viole ile 2 dakika boyandi. Yikandiktan sonra 2 dakika lugol ile muamele edildi. Bu islemi
takriben 3:7 oraninda hazirlanmis olan aseton/alkol ile renksizlestirme islemi yapildi. En
son safranin ile 1 dakika zit boyandi. (Koneman et al., 2006). Boyama sonucunda Gram
pozitif kok olarak saptanan tiim bakterilere ayni giin katalaz testi yapildi. Koloni % 3’liik
hidrojen peroksit (H,0,) ile siispanse edildi. Oksijen (O,) iiretimi sonucu hava kabarciginin
olugsmasi durumunda test pozitif olarak kabul edildi (Koneman et al., 2006). Hava
kabarcig1 olusan koloniler stafilokok olarak diisiiniildii. Katalaz pozitif olan suslarin
DNaze aktivitesine bakildi. DNaze testi i¢in hazir toz DNaze besiyeri (Merck KGaA,
Almanya) kullanildi. Besiyerinden 42 g almip 1000 ml distile su igerisinde eritildi.
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121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Tek kullanimlik petri kaplarma 4 mm
yiikseklikte olacak sekilde dokiildii. DNaze besiyerine ¢izilen koloniler 18-24 saat 35°C’de
normal atmosfer kosullarinda inkiibe edildi. Ureyen kolonilere 1N HCI dékiildii. Koloniler
DNaze enzimi varliginda etraflarinda seffaf bir zon meydana geldi. Bu bakteriler DNaze
pozitif olarak degerlendirildi. DNaze enzimi olmayan kolonilerin etrafindan niikleik
asitlerin 1IN HCI ile presipite olmasindan bulaniklik meydana geldi. Bu bakteriler de
DNaze negatif olarak kabul edildi. Kontrol sug olarak S.aureus 29213 kullanild1 (Koneman
et al., 2006). IN HCI 97,2 ml distile suya 2,8 ml HCI ilavesiyle hazirland1 (Bilgehan,
2004).

3.3. Pigment Seviyesi Olciimii

Pigment Slgiimii metanol ekstraksiyon yontemiyle yapildi (Morikawa et al., 2001).
S.aureus suslar1 taze kiiltiirden alinarak, 15 ml triptik soy broth igeren tiiplere ekilerek
37°C’de 20 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, iireme olan siv1 besiyerinden 5’er
mililitre almarak 3 tiipe ayrildi. Birinci tiip 15°C’de, ikinci tiip 37°C’de ve tliglincii tiip
42°C’de 1 saat inkiibe edildi (Duval et al., 2010). Inkiibasyonun ardindan bakteri
konsantrasyonu 1,5 x 10® CFU/ml (McFarland 0,5) olacak sekilde 850 pl’lik siispansiyon
hazirlandi. Siispansiyon 10.000g’de 1 dakika santrifiij edildi. Her birine esit miktarda
fosfat tampon (PBS) eklenerek yikandi. Tekrar 10.000g’de 1 dakika santrifiij edildi. Pelet
200 pl metanol ile tekrar siispanse edilerek 55°C’ye getirilen su banyosunda 3 dakika
inkiibe edildi. Siispansiyon 15.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Bu islemden sonra
stipernetant ayrildi. Peletin iizerine tekrar 200 pl metanol eklenerek siispanse edildi.
15.000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi. Siipernetant ayrildi. Tamami 1 ml olacak sekilde
slipernetantin lizerine metanol eklendi. Hazirlanan silispansiyon spektrofotometre
cihazinda (Schimadzv UV1601, Japonya) 465 nm dalga boyunda 6lgiildii ve absorbans
degeri not edildi (Morikawa et al., 2001). Farkli isilarda verdikleri pigmentasyon

seviyeleri birbirleri ile karsilastirmali olarak degerlendirildi.

3.4. Aminoglikozid Duyarhhk Testleri
Calismada kullanilan suslarm aminoglikozid duyarliliklarma, CLSI (Clinical and
Laboratory Standarts Institute) M02 MO07 onerileri dikkate alinarak, Kirby-Bauer ve Agar

Diiliisyon yontemleri kullanilarak Muller Hinton agarda bakild:.
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3.4.1 McFarland Bulanikhik Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Stvi kiiltiirlerde mikroorganizma sayisinin artisgina  bagli olarak bulaniklik
artmaktadir. Bulaniklik ise optik dansite (OD) veya absorbans olarak, bir spektrofotometre
ile Ol¢iiliir. Bunun i¢in BaCl, (baryum kloriir) ve H,SO, (siilfiirik asit) karistirilarak 0,5-1-
2 McFarland bulaniklik standartlar1 hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltiler yardimiyla, bilinen

miktardaki bakteri bulanikligina esit bulaniklik olusturdu (Isenberg, 2004)

3.4.2. Disk Difiizyon Testi
Bakterilerin aminoglikozid duyarliliklar1 Kirby-Bauer disk diflizyon yontemiyle

CLSI (Clinical and Laboratory Standarts Institute) M02 MO7 onerileri dikkate alinarak
Mueller Hinton Agarda (MHA) bakild1 (CLSI, 2011). Kisaca, Mueller Hinton hazir toz
besiyerinden (Merck KGaA, Almanya) 38 g alinarak 1000 ml distile suda eritildi ve
121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Hazirlanan besiyeri tek kullanimlik 90 mm
capindaki petri kaplarma 4 mm yiikseklikte olacak sekilde dokiildii. CLSI kriterlerine gore
besiyerinde herhangi bir katyon ayar1 yapilmada.

Bakteriler taze kiiltiirlerinden almarak triptik soy buyyon i¢inde 0,5 McFarland
bulanikligina es deger bulaniklikta siispanse edildi. Besiyerinin yiizeyine ekiivyon ile ekim
yapildi. 10 pg’lik gentamisin, 30 ug’lik amikasin, 30 pg’lik netilmisin igeren antibiyotik
diskleri (Oxoid, UK) steril pens yardimiyla besiyeri iizerine yerlestirildi. Petriler 37°C’de
16-18 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonucunda her bakteri susu igin inhibisyon zon ¢ap1
milimetrik cetvel ile 6l¢iildii. Test sonuglari, CLSI nin kriterlerine gore suslar duyarli, orta
duyarli ve direngli olarak degerlendirildi. Kontrol sus olarak S.aureus ATCC 25923
kullanildi.

S.aureus i¢in gentamisin duyarlilik sinirlar;; >15 mm ise duyarli, 13-14 mm ise
orta duyarli, <I2 mm ise direngli kabul edildi. Amikasin duyarlilik sinirlar;; >17 mm ise
duyarli, 15-16 mm ise orta duyarli, <14 ise direngli olarak kabul edildi. Netilmisin

duyarlilik smirlari; >15 mm ise duyarli, 13-14 mm ise orta duyarl, <12 mm ise direnc¢li

olarak kabul edildi (CLSI, 2011).

3.4.3. Agar Diliisyon Metodu
Agar Diliisyon metodu CLSI M02 MO7 onerilerine gére Mueller Hinton agarda

yapild1 (CLSI, 2011). Calismamizda 1 ml 20 mg Genta ampul (gentamisin, I.E Ulugay,
Tiirkiye), 2 ml 500 mg ik Amikozit ampul (amikasin, Zentiva, Tiirkiye) ve 1,5 ml 150 mg
Netromycine (netilmisin, Eczacibasi, Tiirkiye) kullanildi. CLSI’da ¢alismada kullanilacak
her bir antibiyotik i¢in verilen duyarlilik sinirlarina bakildi ve 128 pg/ml ve 0,25 pg/ml
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konsantrasyon araligindaki MIK degerleri ii¢ antibiyotigin de duyarlilik smirlarini igine
alacak aralik olarak belirlendi. Her bir antibiyotik i¢in 1 ml’sinde 128 pg antibiyotik
olacak sekilde (Cizelge 3.2.), sicaklig1 su banyosunda 45-50°C’ye getirilmis steril 40 ml
agar besiyerine antibiyotikler eklendi. Agar ve antibiyotik ¢ozelti iyice karistirildi, karigim
diiz bir yiizeyde dokiildii. Agar yiizeyinde kopilik olusmamasina, ayrica kismi katilagsma
olmamasi i¢in besiyerinin plaklara miimkiin oldugunca ¢abuk dokiilmesine dikkat edildi.
Hazirlanan antibiyotikli besiyerinin yaris1 agar derinligi 3-4 mm olacak sekilde yaklagik
20 ml, 90 mm ¢apindaki petri kaplarina dokiildii. Mililitresinde 128 pg antibiyotik olan 20
ml agar besiyerinin ilizerine 20 ml antibiyotiksiz agar besiyeri ilavesi ile antibiyotik
konsantrasyonu yar1 yariya diliie edildi. Bu sekilde en diislik antibiyotik konsantrasyonu
0,25 ng/ml olacak sekilde seriler hazirlandi. Test edilecek S.aureus suslar1 15 ml’lik triptik
soy broth besiyerine inokiile edilerek 37°C’de 20 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonrasinda liremis olan kiiltiirler 5’er ml’lik ii¢ esit parcaya ayrilarak tiiplere aktarildi. 5’er
ml’lik kiiltiirler biri 15°C’de, biri 37°C’de digeri ise 42°C’de 1 saat inkiibe edildi (Duval
et al., 2010).

Cizelge 3.2. Stok antibiyotik konsantrasyonlar1 ve ¢calisma miktarlar1

Antibiyotik Stok Cahsma baslangi¢ 40 ml besiyeri icin
konsantrasyonu konsantrasyon stoktan kullanilan miktar
Gentamisin 20 mg/ml 128 pg/ml 256 ul
Amikasin 250 mg/ml 128 pg/ml 20,5 ul
Netilmisin 100 mg/ml 128 pg/ml 51,2 ul

Agar diliisyonda istenen son inokiilum 5-8 mm c¢apmda bir alan icerisinde her
damlatma i¢in 10* CFU’dur. Bu nedenle kiiltiirlerden ilk 6nce 0,5 McFarland bulanikligina
esdeger siispansiyon hazirlandi. Sonrasinda bu siispansiyon steril buyyon icinde 1:10
oraninda sulandirilarak 10’ CFU/ml’lik konsantrasyon elde edildi. Ayarlanmis (10’
CFU/ml) bakteri siispansiyonlar1 igeren tiipler sira ile spora dizildi. lyice karistirilmis her
slispansiyondan alinan bir miktar, replikatoriin inokiilum pargasina denk gelen kuyucuga
kondu. Agar plaklar1 inokiilum noktalarinin yoniinii gosterecek sekilde isaretlendi. Agar
yiizeyine inokiilum i¢in 3 mm ¢apinda igneleri olan 2 pl damlatabilen replikator kullanildi.
Replikatoriin sterilitesini test etmek i¢in antibiyotiksiz agar besiyerine replikator ekim
yapilir gibi degdirildi. Replikatdr yardimiyla her siispansiyondan 2 ul antibiyotikli agar
plaginin yiizeyine inokiile edildi. Boylelikle agar yiizeyindeki bakteri sayisi ortalama 10*

CFU/ml oldu. Ureme kontrolii i¢in iginde antibiyotik olmayan agar besiyerine inokiile
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edildi. Inokiile edilen plaklar 35°C'de 18-24 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda S.aureus suslarinm MIK degerleri belirlendi (CLSI, 2006).

S.aureus suslarinin gentamisin, amikasin ve netilmisin MiK degerlerine bakildu.
Kontrol sus olarak S.aureus 29213 kullanildi. Gentamisin icin MIK smnir1; <4 pg/ml ise
duyarl,, 8 pg/ml ise orta duyarli, >16 ise direngli kabul edildi. Amikasin i¢cin MIK degeri;
<16 pug/ml ise duyarli, 32 pg/ml ise orta duyarli, >64 ise direngli kabul edildi. Netilmisin
icin MIK degeri; <8 pug/ml ise duyarli, 16 pg/ml ise orta duyarl, >32 ise direncli kabul
edildi (CLSI, 2011).

3.5. Aminoglikozid Modifiye Edici Enzim Genlerinin Varhgimin
Saptanmasi
Is1 degisikliginin, aminoglikozid direncine etkisi enzim diizeyinde molekiiler
yontemlerle arastirildi. Calismadan elde edilen sonuglara gore, eldeki imkanlar 6lciisiinde,

toplam 30 susta 3 AME enzimi bakacak sekilde gruplarin olusturulmasi diistiniildi.

3.5.1. DNA izolasyonu
DNA izolasyonu igin Bioneer marka ExiPrep™ DNA/RNA izolasyon cihazi ve

tiretici firmanin 6nerdigi ExiPrep™ Bacteria Genomic DNA Kkiti (Sekil 3.1) kullanildi. PCR
yapilacak suslar, 24 saatlik taze Muller Hinton agar (MHA) kiiltiir plagindan 200 pul 1X TE
(Tris EDTA) igine 1x 10°bakteri/ml olacak sekilde alinarak siispanse edildi. Stispansiyona
20 pl lizozim (50 mg/ml, Sigma, Almanya) ve 5 ul lizostafin (Sigma, Almanya) eklendi.
Isitic1 blokta (Fine PCR Cool block ALB6400, Kore) 37°C’de 1 saat inkiibe edildi ve
13000 rpm’de (Eppendorf centrifuge 5804R) 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
slipernatan pipetle uzaklastirildi ve peletin {istiine 200 pl resiispansiyon tampon
(ExiPrep™ Genomic DNA Kiti) eklendi. Karisim iyice vortekslendi (Fisher Scientific
FB15013 Topmix). Hazirlanan karisimdan 200 pl alinip kit i¢inden ¢ikan tampon
kartusunda ornek yiikleme kuyucuklarina sirayla konuldu. Cihazin programindan DNA
izolasyonu i¢in Gram pozitif bakteriler segenegi segilerek, DNA izolasyon cihazi

calistirildi. S.aureus DNA’s1 izole edildi.
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Sekil 3.1: ExiPrep™ Bacteria Genomic DNA kiti ve ExiPrep™ DNA/RNA izolasyon
cihazi

3.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR, Polimeraze Chain
Reaction)

Aminoglikozid modifiye edici enzim genlerinin varligi klasik PCR yontemiyle
tespit edildi. Calismada pozitif kontrol olarak Gata Haydarpasa Egitim Hastanesi’nde
2006 yilinda yapilmis ¢alismadan elde edilen aac(6’)-aph(2’’) ve aph(3’)-1lla genlerine
sahip bakteri DNA’s1 kullanildi (Ardig, 2006). PCR karigsimi tek reaksiyon igin toplam 25
pl olarak hazirlandi. PCR reaksiyonunu kurmak i¢in kullanilan primerler gen bankasindan
alman diziler kullanilarak Vector NTI (Invitrogen, ABD) programi ile dizayn edildi
(Cizelge 3.3).

PCR icin ilk olarak DNA konsantrasyonu ve safligi Nanodrop 1000 (Thermo
Scientific, ABD) cihazinda 6l¢iildii. Cihaz baslangicta 2 pl milipor su ile kalibre edildi.
Olgiime baslamadan DNA nin ¢dziildiigii soliisyon ile cihaz sifira ayarland1 ve 2 pl DNA
ornegi ile 6lglim yapildi. Cihaz otomatik olarak 260/280 nanometrede yaptigi Ol¢iim
degerlerini, DNA konsantrasyonunu hesapladi ve 260/280 degeri 1,8 civarinda olanlar
ideal temiz DNA olarak kabul edildi
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Cizelge 3.3: PCR reaksiyonunda kullanilan primerler

Primer Ad1 Primer Primer dizisi Primer ﬁ;?ﬂlllg?

(Gen) (5°-3”) uzunluk (bp)
Forward | ATGATACCAGTTCATTTGGGTTTATAGC 28

aac(67)/aph?”) Reverse | TCTTCCCAAGGCTCTGTATAATGTTT 26 496
Forward | GATAAACCCAGCGAACCATTTG 9

aph(3 )-8 peverse | GGTTATTGTCCTGGGTTTCAAGC >3 823
Forward | TCCAACTTAACAACCAATCCAAATC 25

ant(#)-13 I peverse | CATTAATGCTAAACCCAGAGCTACTCAT 28 348

PCR karisimi tek reaksiyon i¢in toplam 25 pl olarak hazirlandi. PCR karigimi 0,2
uM (0,5 ul) her bir primer, 1 X (2,5 ul) Tag DNA polimeraz reaksiyon tamponu, 1,5 mM
(1,5 pl) MgCly, her biri 0,25 mM (2,5 ul) olan ANTP karisimi, 2,5 U (0,5 ul) Tag DNA
polimeraz, 100 ng (1 pl) genomik DNA igermektedir. 16 pl milipor su ilavesi ile 25 ul’ye
tamamlanda.

PCR i¢in Ornekler 94°C’de 5 dakika On denatiirasyona tabi tutuldu. Sirasiyla
94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 55°C’de 60 saniye yapisma ve 72°C’de 60 saniye uzama
islemi ile 35 amplifikasyon dongiisii gergeklestirildi (Techne TC—312). Son uzama islemi
72°C’de 20 dakika yapilarak PCR sonlandirildi.

3.5.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezinde 3 farkli biiyiikliikte PCR iiriinii tespit edildi (496 bp,
348 bp, 323 bp). Elektroforez icin % 1 agaroz iceren jel yapildi. Agaroz jel 40 ml 0,5X
TBE (Tris Borik asit-EDTA ) igine 0,4 g agaroz (Prona Basica le Agarose, E.U) eklendi
ve karisim mikrodalga firinda agaroz tamamen eriyene kadar isitildi. Mikrodalgadan
¢ikarilip sogumasi i¢in biraz bekletildikten sonra sivi haldeki jelin i¢erisine 10 mg/ml stok
etidyum bromiirden 1 pul eklenerek elektroforez tankina dokiildi. Yaklasik 30-40 dakika
sonra % 1’lik jelin lizerini kaplayacak sekilde 0,5 X TBE [108 g Trisma Base, 55 g Borik
asit, 40 ml 0,5 M EDTA [pH 8,0] distile su ile 1000 ml’ye ayarlanarak otoklavlanir.
Hazirlanan 10X TBE stok soliisyonu oda sisinda muhafaza edilir. 10X TBE stok
soliisyonundan 25 ml alinip tizeri 450 ml distile su ile tamamlanarak 0,5X TBE hazirlanir]
ilave edilerek taraklar1 c¢ikarildi. Birinci kuyucuga 5 pl molekiiler agirlik belirteci
(GeneRuler, Fermentas 1000 bp DNA ladder, USA) yiiklendi. Sonraki kuyucuklara 6 X
DNA yiikleme boyast (Fermentas, USA) ile homojen bir sekilde karisitirilan 7 pul PCR
tirtinii yiikklendi. Tankm kapagi kapatilarak elektrotlar baglandi ve elektroforez 0,5X TBE

29




tamponu igerisinde, 8 V/ cm’de ile 2030 dakikada tamamlandi. DNA goriintiileme cihazi
ile goriintii bilgisayar ortamima aktarildi. Olusan DNA bantlar1 molekiiler agirlik
belirtecinin bantlar1 ile karsilastirilarak degerlendirildi. aac(6’)/aph(2’’) geni 496 bp,
aph(3’)-1lla geni 323 bp’ e denk gelenler pozitif olarak degerlendirildi.

3.5.4. Kiiciik Koloni Varyantin Tespit Edilmesi

Suslar % 5 koyun kanli agara ekildi. Kiigiik koloni varyantinin yavag tireme
ozelliginden dolay1 37°C’de 48-72 saat inkiibe edildi. Ureyen suslar, koloni biiyiikliikleri,

hemolizleri ve pigmentleri agisindan degerlendirildi.

3.5.5. istatistiksel Analiz

Bu tez caligmasinda SPSS Statistics 13.0 yazilimi kullanildi. Antibiyotik
duyarhliklar1 istatistiksel hesaplamada Wilcoxon testi ve ki-kare testi kullanildi.
Pigmentasyon seviyelerinde istatistiksel hesaplamada Student-T testi yapildi. Yapilan

analizlerde p<0,05 ise istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Cahsilan Staphylococcus aureus Suslar1 ve Hasta Bilgisi:

Bu calismada, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne basvuran, yatan ve

ayaktan takip edilen hastalara ait suslar kullanildi. Yatan hasta suslar1 2008-2010 tarihleri

arasinda Merkez Laboratuvari’nda bulunan saklanmis suglardan, ayaktan hastaya ait suslar

ise 2010-2011 yillar1 arasinda poliklinige bagvurup kiiltiir icin Merkez Laboratuvarma

gonderilen ve S.aureus olarak identifiye edilen suslardan sec¢ildi. Calisma icin bias

olusturmayacak verileri saglayabilmek amaciyla suslarin toplanmasinda siirenin kisith

olmasi nedeniyle say1 tercih edildi.

Cizelge 4.1. MRSA suslarinin izole edildigi 6rnek cesidi ve Orneklerin gonderildigi
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Calisilan 102 MRSA susunun % 80’inine ait klinik bilgilere ulasildi. Bilgilerine
ulagilan 6rneklerin % 56,09’u cerrahi boliimlerden, geri kalan % 43,01°i ise cerrahi
disindaki ¢esitli bolimlerden (Nefroloji, Deri ve Ziihrevi Hastaliklar, Hematoloji, Pediatri
Noroloji, Gogiis, Acil Tip, Endokrin, Kardiyoloji, Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik
Mikrobiyoloji) gelen Ornekler olusturmaktadir. Kirk alti cerrahi ornek ise % 56,5°1
Ortopedi, % 17,4’1i Genel Cerrahi, % 13’1 Kalp ve Damar Cerrahisi, geri kalan % 13,1°1
ise Uroloji, Beyin ve Sinir Cerrahisi, Kulak Burun Bogaz Hastaliklari, Plastik,
Rekonstruktif ve Estetik Cerrahi Anabilim Dallarindan gelen 6rneklerdir. (Cizelge 4.1).
MRSA suslarinin % 34,1°ini kadin, % 65,9’unu erkek hastalardir.

Cizelge 4.2: MSSA suslarinin izole edildigi 6rnek ¢esidi ve Orneklerin gonderildigi
boliimler
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Calisilan 79 MSSA susunun ise % 79,5’ine ait klinik bilgilerine ulasildi. Bilgilerine
ulagilan 6rneklerin % 67,1°1 cerrahi boliimlerden, geri kalan % 32,9°u ise cerrahi diginda
kalan ¢esitli boliimlerden (Nefroloji, Deri ve Ziihrevi Hastaliklar, Hematoloji, Noroloji,

Yogun Bakim, Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon, Onkoloji ve Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1)
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gelen Ornekler olusturmaktadir (Cizelge 4.2). MSSA suslariin % 52,4’1 kadn, % 47,6’s1

ise erkek hastalar olusturmaktadir.

Kocaeli Universitesi Hastanesi’nin sisteminden MRSA suslarinin 77, MSSA suslarinin

56 tanesine ait antibiyogram bilgisine ulasilabildi. Cizelge 4.3.’te suslarin antibiyotiklere

duyarliliklar1 gosterilmektedir. MRSA ve MSSA suslarinin % 100°i vankomisine duyarl

bulundu. MRSA suslarinin % 100’e yakini, MSSA suslarimin ise % 85,7’si penisiline

diren¢li bulundu. Gentamisine olan direncin MRSA suslarinda, MSSA suslarina gére daha

yiiksek oldugu gozlendi.

Cizelge 4.3: MRSA ve MSSA suslarmin direng profili

G MRSA MSSA
Antibiyotik Say1 (n:77) Say1 (n:56)
Duyarh dSyr;?ll Direncli | Duyarh dl?;:lih Direncli
Gentamisin 14 - 63 55 - 1
Tetrasiklin 4 — 71 47 — 9
Vankomisin 77 — — 56 — 0
Eritromisin 30 1 46 49 — 7
Rifampin 10 - 67 53 - 3
Siproflaksasin 4 4 69 48 5 3
Klindamisin 50 1 26 53 - 3
Fosfomisin 24 - 53 55 - 1
Fusidik asit 75 2 - 51 3 2
Linezolid 76 - 1 55 - 1
Trimetoprima/sulfametoxazol 76 - 1 55 - 1
Penisilin G 1 - 76 8 - 48
Moksifloksasin 11 - 66 53 - 3

4.2.

Staphylococcus aureus’un Pigment Ozelligi

Suslarm pigment seviyeleri, metanol ekstraksiyon yontemiyle pigment izolasyonu

yapilarak spektrofotometrik olarak oOlciildii saptandi. Tablo 4.4’te pigmentlerin OD

degerleri gdsterilmektedir.

Cizelge 4.4: Gruplara gore pigment degerleri

OD, ORTALAMA + SD
GRUP
15°C 37°C 42°C
MRSA (n:102) 0,008+0,009 0,010+0,012 0,007+0,007
MSSA (n:79) 0,011+0,021 0,011+0,020 0,009+0,006
MRSA+MSSA (n:181) 0,009+0,016 0,010+0,016 0,008+0,007
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Is1 faktorii goz Oniine alimarak pigmentasyon OD degerleri Student —T testi ile
karsilastirildiginda S.aureus suslarinin 15°C /37°C ve 15°C/42°C arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Buna karsin 37°C/42°C arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,05). MRSA ve MSSA gruplar1 arasinda 15°C, 37°C
ve 42°C’de pigmentasyon agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi

(p>0,05).

4.3. MRSA ve MSSA Suslarinin Aminoglikozid Duyarhhklar:

S.aureus suslarinin netilmisin, amikasin ve gentamisin MIK degerleri agar diliisyon
yontemi kullanilarak belirlendi. Sonuglarin dogrulanmasi amaciyla ayni antibiyotikler disk
diflizyon yontemi kullanilarak test edildi.

Cizelge 4.5.”te MRSA suslarinin 15°C, 37°C ve 42°C inkiibasyon isilarindan elde
edilen amikasin MIK degerlerinin dagilimlar1 gdsterilmektedir. Amikasin MIK degerleri
dikkate alindiginda 15°C ile 37°C arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu
(p<0,05). Ancak bu fark 37°C ile 42°C arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05).
Amikasin MIK degeri 32 pg/ml’den kiiciik olanlar duyarl;, 32ug/ml veya iizerinde olanlar
ise CLSI standardina gore direngli kabul edildi. Suslarin amikasine olan duyarliligi goz
ontine almarak farkli 1s1 degerlerindeki sonuglar karsilastirildiginda aradaki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu gorildi (p<0,05).

Cizelge 4.6.’da MRSA suslarmin 15°C, 37°C ve 42°C inkiibasyon 1silarindan elde
edilen gentamisin MIK degerlerinin dagilimlar1 gdsterilmektedir Gentamisin MIK
degerleri dikkate alindiginda 15°C ile 37°C ve 37°C ile 42°C arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 fark bulunmadi (p>0,05). Gentamisin MIK degeri 8 pg/ml’den kiigiik olanlar
duyarli, 8 ug/ml veya lizerinde olanlar ise CLSI standardina gore direngli kabul edildi.
Suslarin gentamisine olan duyarlilif1 g6z 6niine alinarak farkli 1s1 degerlerindeki sonuglar
karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Cizelge 4.7.°de MRSA susglarmin 15°C, 37°C ve 42°C inkiibasyon 1silarindan elde
edilen netilmisin MIK degerlerinin dagilimlar1 gosterilmektedir. Netilmisin MIK degerleri
dikkate alindiginda 15°C ile 37°C ve 37°C ile 42°C arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark bulunmadi (p>0,05). Netilmisin MiK degeri 16 pug/ml’den kiigiik olanlar duyarli, 16
pg/ml veya iizerinde olanlar ise CLSI standardina goére direngli kabul edildi. Suglarin
netilmisine olan duyarliligi goz Oniine alinarak farkli 1s1 degerlerindeki sonuglar

karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goériildii (p<0,05).
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Cizelge 4.8.de MSSA suslarinin 15°C, 37°C ve 42°C inkiibasyon 1silarindan elde
edilen amikasin MIK degerlerinin dagilimlar: gosterilmektedir Amikasin MIK degerleri
dikkate alindiginda 15°C ile 37°C ve 37°C ile 42°C arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark bulunmadi (p>0,05). Amikasin MiK degeri 32 pg/ml’den kiiciik olanlar duyarh, 32
pg/ml veya lizerinde olanlar ise CLSI standardina goére direngli kabul edildi. Suslarin
amikasine olan duyarliligi g6z Oniine alinarak farkli 1s1 degerlerindeki sonuglar
karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii(p<0,05).

Cizelge 4.9.da MSSA suslarinin 15°C, 37°C ve 42°C inkiibasyon isilarindan elde
edilen gentamisin MIK degerlerinin dagilimlar1 gdsterilmektedir Gentamisin MIK
degerleri dikkate alindiginda 15°C ile 37°C ve 37°C ile 42°C arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi (p>0,05). Gentamisin MIK degeri 8 pg/ml’den kiigiik olanlar
duyarl, 8 pug/ml veya lizerinde olanlar ise CLSI standardina gore direncli kabul edildi.
Suslarin gentamisine olan duyarliligi g6z Oniine alinarak farkli 1s1 degerlerindeki sonuglar
karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu gorildi (p<0,05).

Cizelge 4.10.’da MSSA suslarinin 15°C, 37°C ve 42°C inkiibasyon 1silarindan elde
edilen netilmisin MIK degerlerinin dagilimlar1 gosterilmektedir Suslarin netilmisine olan
duyarliligi goéz oOniine alinarak farkli 1s1 degerlerindeki sonuglarin biribirinden farkli

cikmadigi ve MSSA suslarmin % 100’iiniin netilmisine duyarli oldugu goriildii.

Cizelge 4.5: MRSA suslarmin Amikasin MIK degerlerinin 15°C, 37°C ve 42°C’ ye gore
dagilimlar

S Say1 (%)
MIK 15°C ** 37°C ** 42°C
<0,25 0 0 0
0,5 9 (8,8) 8 (7,8) 8 (7,8)
1 6 (5,9) 7 (6,9) 6 (5,9)
2 5 (4,9) 5 (4,9) 1(2)
4 1(1) 1(1) 5(4,9)
8 0 0 0
16 9 (8,8) 8 (7,8) 4 (3,9)
32 27 (26,5) 24 (23,5) 28 (27,5)
64 38 (37,3) 36 (35,3) 36 (35,3)
128 3(2,9) 8 (7,8) 10 (9,8)
>128 4 (3,9) 5(4,9) 3(2,9)
TOPLAM 102 (100) 102 (100) 102 (100)

* Amikasin igin MIK degeri; <16 pug/ml ise duyarli, 32 pg/ml ise orta duyarli, >64 ise direngli

** 15°C ile 37°C arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Cizelge 4.6: MRSA suslarinin Gentamisin MiK degerlerinin 15°C, 37°C ve 42°C’ye gore

dagilimlar1
TK* Sayl (%)
MIK 15°C 37°C 42°C
<0,25 10 (9,8) 12 (11,8) 8 (7,8)
0,5 2 (2,0) 0 4 (3,9
1 0 0 0
2 2 (2,0) 1(1,0) 1(1,0)
4 2 (2,0) 2 (2,0) 3(2,9)
8 1(1,0) 2 (2,0) 1(1,0)
16 0 0 0
32 1(1,0) 1(1,0) 1(1,0)
64 6 (5,9) 5(4,9) 3(2,9
128 46 (45,1) 35 (34,3) 41 (40,2)
>128 32 (31,4) 44 (43,1) 40 (39,2)
TOPLAM 102 (100) 102 (100) 102 (100)

* Gentamisin igin MIK sinir1; <4 ug/ml ise duyarl, 8 pg/ml ise orta duyarli, >16 ise direngli

Cizelge 4.7: MRSA suslarinin Netilmisin MiK degerlerinin 15°C, 37°C ve 42°C’ye gore

dagilimlar
K> Sayl (%)
MIK 15°C 37°C 42°C
<0,25 14 (13,7) 14 (13,7) 14 (13,7)
0,5 7 (6,9) 6 (5,9) 6 (5,9)
1 2 (2,0) 3(2,9) 4(3,9)
2 13 (12,7) 11 (10,8) 7 (6,9)
4 28 (27,5) 24 (23,5) 28 (27,5)
8 31 (30,4) 35 (34,3) 25 (24,5)
16 3(2,9 5(4,9) 14 (13,7)
32 3(2,9) 3(2,9) 3(2,9)
64 0 0 1(1,0)
128 1(1,0) 1(1,0) 1(1,0)
>128 0 0 0
TOPLAM 102 (100) 102 (100) 102 (100)

* Netilmisin i¢in MIK degeri; <8 ug/ml ise duyarli, 16 pg/ml ise orta duyarl, >32 ise direngli
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Cizelge 4.8: MSSA suslarinin Amikasin MIK degerlerinin 15°C, 37°C ve 42°C’ye gore

dagilimlar1
N Say1 (%)
MIK 15°C 37°C 42°C
<0,25 26 (32,9) 25 (31,6) 26 (32,9)
0,5 9(11,4) 3(3,8) 6 (7,6)
1 27 (34,2) 36 (45,6) 32 (40,5)
2 13 (16,5) 11 (13,9) 8 (10,1)
4 1(1,3) 2 (2,5) 2 (2,5)
8 0 0 1(1,3)
16 0 0 1(1,3)
32 2 (2,5) 2 (2,5) 2 (2,5)
64 1(1,3) 0 1(1,3)
128 0 0 0
>128 0 0 0
TOPLAM 79 (100) 79 (100) 79 (100)

(* Amikasin i¢in MIK degeri; <16 ug/ml ise duyarli, 32 ug/ml ise orta duyarh, >64 ise direngli)

Cizelge 4.9: MSSA suslarinin Gentamisin MiK degerlerinin 15°C, 37°C ve 42°C’ye gore

dagilimlar
R Say1 (%)
MIK 15°C 37°C 42°C
<0,25 73 (92,4) 73 (92,4) 65 (82,3)
0,5 3(3,8) 4 (5,1) 9(11,4)
1 0 0 1(1,3)
2 0 0 0
4 1(1,3) 0 0
8 0 0 0
16 0 0 1(1,3)
32 0 0 1(1,3)
64 0 0 0
128 2 (2,5) 2 (2,5) 2 (2,5)
>128 0 0 0
TOPLAM 79 (100) 79 (100) 79 (100)

* Gentamisin igin MIK smir1; <4 pg/ml ise duyarli, 8 ug/ml ise orta duyarli, >16 ise direngli
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Cizelge 4.10: MSSA suslarinin Netilmisin MiK degerlerinin 15°C, 37°C ve 42°C’ye gore

dagilimlar1
N Say1 (%)
MIK 15°C 37°C 42°C
<0,25 77 (97,5) 77 (97,5) 77 (97,5)
0,5 0 0 0
1 2 (2,5) 2 (2,5) 2 (2,5)
2 0 0 0
4 0 0 0
8 0 0 0
16 0 0 0
32 0 0 0
64 0 0 0
128 0 0 0
>128 0 0 0
TOPLAM 79 (100) 79 (100) 79 (100)

* Netilmisin i¢in MIK degeri; <8 pg/ml ise duyarli, 16 pg/ml ise orta duyarl, >32 ise direncli

4.4, Aminoglikozid Modifiye Edici Enzim Genlerinin Varhgi

Is1 farkindan etkilenen, MIK degeri degisen S.aureus suslar1 ve MIK degeri
degismeyen S.aureus suslar1 olmak tizere Cizelge 4.11.’de gosterildigi gibi iki ana grup
olusturuldu. Bu gruplar gentamisin diren¢li, amikasin direngli, netilmisin duyarli;
gentamisin direngli, amikasin duyarli, netilmisin duyarli; gentamisin direngli, amikasin
direngli, netilmisin diren¢li olan bakteriler secilerek 3 alt gruba ayrildi. Gruplar, MSSA

suslarinda aminoglikozid direnci saptanmadigindan gruplara dahil edilmedi.

Cizelge 4.11. AME varligiin arastirilmasi i¢in olusturulan gruplar

Metisilin Direncli S.aureus
(Say)

GRUPLAR MiK MIK degeri

degeri degisen degismeyen

) Gentamisin direngli, amikasin
1nci Grup 17 11
direngli, netilmisin duyarh

) Gentamisin direncli, amikasin
2nci Grup o 4 3
duyarli, netilmisin duyarh

Gentamisin direngli, amikasin
SneiiGrup | 1 2
direngli, netilmisin direngli

TOPLAM 22 16
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Aminoglikozid modifiye edici enzim genlerinin varligi klasik PCR yOntemiyle
saptandi. Metod kisminda belirtilen kriterlere uygun olarak, toplam 38 susta gen varligi
arastirildi (Cizelge 4.11). PCR yapilan 38 MRSA susunun 35 tanesinde (% 89,8)
aac(6’)/aph(2’’) [496 bp] geni pozitif olarak bulundu (Sekil 4.1, Cizelge 4.12).
aac(6’)/aph(2’’) geni negatif 4 MRSA susunun duyarlilik test sonuglarinda gentamisine
direngli oldugu gorildi. aph(3’)-11la [323 bp] geni suslarm sadece 1 (% 2,6) tanesinde
pozitif olarak bulundu (Sekil 4.2). ant(4’)-la [348 bp] geni suslarin hepsinde negatif
bulundu. Fakat Ardi¢ ve ark.’nin g¢alismalarinda kullandig1 pozitif kontrol denemelere
ragmen calistirilamadigi i¢cin degerlendirilmedi.

Cizelge 4.13.’de srastyla amikasin, gentamisin ve netilmisin antibiyotiklerinin farklh

sicakliklardaki MIK degerleri ve PCR sonuglar1 verilmistir.
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Cizelge 4.12. Stafilokokun fenotipik olarak disk diflizyon ve genotipik olarak PCR ile
belirlenen antibiyotik direng profilleri

Izﬁg‘” AMIKASIN | GENTAMISIN | NETILMisiN | 44¢(6V/aph(2”) ";‘ﬂg@ )y
5 Direngli Direngli Duyarh + -
8 Direngli Direngli Duyarl + -
33 Direngli Direngli Duyarli + +
34 Direngli Direngli Direngli + -
43 Direngli Direngli Duyarlh + -
44 Direngli Direngli Duyarl + -
48 Direncli Direncli Duyarl + -
65 Duyarl Direngli Duyarl + -
67 Direngli Direngli Duyarl + -
71 Direncli Direncli Duyarh + -
74 Duyarl Direngli Duyarli + —
80 Duyarl Direngli Duyarl + -
83 Direngli Direngli Duyarl — —
85 Direncli Direncli Duyarli + -
87 Direngli Direngli Duyarl + -
93 Duyarl Direngli Duyarl + -
97 Direngli Direngli Duyarl + -
98 Direngli Direngli Direngli + -
99 Direngli Direngli Direngli + -
100 Direncli Direncli Duyarh + -
106 Direncli Direncli Duyarli + —
108 Direncli Direncli Duyarh + -
110 Direncli Direncli Duyarli + —
116 Direncli Direncli Duyarh - -
118 Duyarl Direngli Duyarli + -
119 Direncli Direngli Duyarli + —
121 Direncli Direncli Duyarh + -
125 Direncli Direngli Duyarli + —
126 Direncli Direngli Duyarh + -
129 Duyarl Direngli Duyarli + -
130 Direncli Direngli Duyarh + -
131 Direngli Direngli Duyarl + —
133 Direngli Direngli Duyarl + —
134 Direngli Direngli Duyarh + -
135 Direngli Direngli Duyarl + —
138 Direngli Direngli Duyarh + -
139 Direngli Direngli Duyarl + —
140 Duyarli Direncli Duyarli — -
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Cizelge 4.13. PCR yapilan suslarin aminoglikozidlere farkli sicakliklardaki MIK degerleri ve aminoglikozid modifiye edici enzim genleri

varligi
MIK (ug/ml) .
: : — —— AME GENLERI
NO AMIKASIN GENTAMISIN NETILMISIN
15°C 37°C 42°C 15°C 37°C 42°C 15°C 37°C | 42°C | aac(6’)/aph(2’’) | aph(3’)-llla
5 64 64 64 128 128 128 4 4 4 + -
8 64 64 64 >128 >128 >128 8 8 8 + —
48 64 64 64 128 128 128 8 8 8 + —
67 64 64 64 128 128 128 8 8 8 + —
71 128 128 128 >128 >128 >128 8 8 8 + -
87 64 64 64 128 128 128 8 8 8 + —
106 64 64 64 128 128 128 8 8 8 + —
116 64 64 64 >128 >128 >128 4 4 4 — —
121 64 64 64 >128 >128 >128 8 8 8 + —
131 64 64 64 128 128 128 4 4 4 - -
138 64 64 64 128 128 128 2 2 2 + —
74 16 16 16 64 128 128 2 2 2 + —
129 16 16 16 128 128 128 2 2 2 + —
140 16 16 16 64 64 64 1 1 1 - -
34 | >128 >128 128 32 32 32 32 32 32 + —
98 32 32 32 128 128 128 4 8 8 + -
43 32 64 64 64 64 128 2 8 8 + —
44 64 128 64 128 128 >128 8 8 16 + -
83 64 64 128 128 >128 >128 8 8 16 — -
97 32 32 32 128 128 128 8 8 4 + —




Cizelge 4.13 (devam): PCR yapilan suslarmn aminoglikozidlere farkli sicakliklardaki MIK degerleri ve aminoglikozid modifiye edici enzim

genleri varligi

MIK (ug/ml) .
o AME GENLERI
NO AMIKASIN GENTAMISIN NETILMISIN AMIKASIN
15°C 37°C 42°C 15°C 37°C 42°C | 15°C | 37°C | 42°C | aac(6)/aphc2”) | “PRGI- 12

135 | 32 64 32 128 >128 128 8 8 8 T -
139 | 32 64 32 >128 64 64 2 2 2 T —
134 | 32 64 64 >128 >128 >128 4 8 8 T —
33 64 128 128 >128 >128 >128 16 8 8 n T
85 32 64 64 128 >128 >128 4 4 4 T -
130 | 64 64 32 128 >128 128 4 8 4 T -
100 | 64 128 128 128 >128 128 4 8 8 T -
110 | 64 64 64 128 128 >128 8 4 4 T —
108 | 64 64 64 128 128 128 4 8 8 T .
119 | 64 64 64 128 128 >128 4 8 8 T -
65 32 16 32 >128 >128 >128 2 8 4 T -
80 32 16 32 128 >128 >128 2 4 4 T -
93 16 16 32 128 >128 >128 2 2 4 T -
118 | 32 16 32 128 128 128 4 2 4 T .
18 64 >128 >128 64 >128 >128 128 128 128 T —
99 | >128 >128 128 >128 >128 128 16 16 32 T -
125 | 64 64 32 >128 128 >128 4 8 4 T -
126 | 32 64 32 128 >128 128 8 4 8 T -
133 | 64 64 32 >128 >128 >128 8 4 8 T —




Sekil 4.1. aac(6°)/aph(2’’) genini igeren PCR {iriinii agaroz jel goriintiisii.
M: DNA belirteci (1000bp DNA ladder, Fermentas, USA); PK: Pozitif Kontrol (496bp);

NK: Negatif Kontrol; 1, 2: aac(6’)/aph(2’’) pozitif suslar; 3,4: aac(6’)/aph(2’’) negatif
suslar

Sekil 4.2: aph(3’)-1lla genini igeren PCR f{iriinii agaroz jel goriintiisii.
M: DNA belirteci (1000bp DNA ladder, Fermentas, USA). PK: Pozitif Kontrol (323 bp).
NK: Negatif Kontrol. 1: aph(3°)-llla pozitif sus; 2,3: aph(3’)-1l1a negatif suslar
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Sekil 4.3: Amikasin antibiyotigi 1s1 faktorintin etkisiyle 43 numaralit MRSA izolatinin
MIK degerinin degismesi. A: 32ug/ml amikasin i¢geren Mueller Hinton Agar besiyeri. B:
64 pg/ml amikasin igeren Mueller Hinton Agar besiyeri.

Isinm etkisiyle amikasin MIK degeri degisen 43 numarali MRSA susunun agar
diliisyon sonucu Sekil 4.3’te gosterildigi gibidir. Bu susun 15°C’de MiK degeri 32 pug/ml
iken 37°C’de MIK degeri 64 pg/ml olmustur.

4.5. Kiiciik Koloni Varyant Ozelligi
Suslar % 5 koyun kanli agara ekilerek 37°C’de 48-72 saat inkiibe edildi. Fakat kii¢ciik

koloni 6zelligi gdsteren susa rastlanmadi
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5. TARTISMA

S.aureus herhangi bir stresle karsilastiginda, c¢esitli adaptasyon mekanizmalari
gelistirmektedir. S.aureus en iyi 37°C’de iiremektedir fakat S.aureus genis 1s1 araliginda
canliligin1 devam ettirebilmektedir. Azalan 1siya kars1 S.aureus’un cevabini arastiran bir
caligmada; 1smin etkisiyle S.aureus’un aminoglikozid direncinde ve pigmentasyonunda
degisiklikler meydana geldigi bildirilmistir. Azalan 1siya adapta olabilmek icin eksprese
edilen ve soguk sok proteinleri olarak isimlendirilen CSP’lerin antibiyotik direnciyle olan
iligkisinin disinda bakteriye bir takim 6zellikler kazandirdigi savunulmustur. Bu ¢alismada,
S.aureus suslarinin sogukla indiiklenebilen en 6nemli geninin cspB geni oldugu, cspB
genini kaybeden S.aureus’larin pigmentlerinin azaldig1 ve ciddi sekilde tireme defekti
meydana geldigi gosterilmistir. Ayrica cSpB genine sahip gentamisin, amikasin ve
tobramisin gibi aminoglikozidlere daha fazla direng¢ kazandigi gésterilmistir (Duval et al.,
2010).  Soguk sok proteinlerinden CspA, Iokositlerin S.aureusn 6ldiirmelerinde
diizenleyici rol oynamaktadir (Katzif et al., 2003). Ayrica ayni arastiricinin baska bir
calismasinda CspA’nin, S.aureus’ta pigment iiretimini diizenledigi, yapilan deneylerle
gosterilmistir (Katzif et al.,, 2005). Bizim c¢aligmamizda, farkli 1silardaki 1 saat
inkiibasyonun, S.aureus’un pigment olusturmasina, aminoglikozid duyarliligina ve koloni
morfolojisine etkisi arastirildi. S.aureus’un 1 saatlik farkli 1silardaki inkiibasyonunun
ardindan pigment olusturmasi ve pigmentin antibiyotik direnciyle baglantisi arastirildi ve
MRSA ve MSSA suslarinda pigmentasyon agisindan bir fark olmadigi goriildii. Bu sonuca
gore, pigmentin metisilin direncinden bagimsiz olarak bakterinin bir 6zelligi olduguna
karar verildi. Metisilin direncine bakilmaksizin, suslarin 42°C’de, 37°C’ye gore daha az
pigment yaptig1 gozlendi. Stafilokok kolonilerinde pigment, 37°C’de 24 saat
inkiibasyondan sonra goriilmektedir ancak inkiibasyondan sonra kiiltiirler oda sicakliginda
bekletildiginde pigmentlerin arttigi goriilmektedir (Wieland et al., 1994). Bu durum oda
1isisinda bekleyen kiiltiirlerde pigment artisi uygun olmayan kosullarda bakterinin direncini
arttrmaya katkida bulunabilecegini diislindiirmektedir. Yaradan izole edilen S.aureus
suslarda kanamisin ve penisilin direncini arastiran bir ¢alismada, ayni1 zamanda direncin
pigmentasyonla baglantis1 arastirilmig; yaradan izole edilen suslarin direngli ve duyarl
olanlarmin hepsinde bol miktarda pigment oldugu gosterilmis, pigmentin direngle bir
baglantist bulunamamistir (Annear et al.,, 1971). Yakin bir zamanda, CspA proteininin,

pigment iiretimini diizenledigi konusunda bir caligma yaymlanmistir; pigment {reten
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S.aureus suslarinin sogugun etkisiyle daha fazla pigment {irettikleri, pigment iiretme
0zelligi olmayanlarda ise herhangi bir degisiklik olmadig1 gdsterilmistir (Katzif et al.,
2005). Bizim ¢alismamiza, 15°C’de inkiibe edilen suslarin 37°C ve 42°C’de 1 saat inkiibe
edilen suglara gore bir farklilik izlenmedi. CspA proteini Ol¢lilmemesine ragmen, CspA
proteininin sogugun etkisiyle salgilandig1 varsayilirsa CspA’nin pigment olusumu iizerine
bir etkisi bu calismada gosterilememistir.

Calismamizda, ¢evre faktorlerinden ismin S.aureus’un antibiyotik direncine etkisi
fenotipik yontemler kullanilarak test edildi. Triptik soy sivi besiyerinde 20 saatlik
inkiibasyonun takriben esit parcalara ayrilarak 1 saatlik 1s1 stresine birakilan S.aureus
suslarinin artan ve azalan 1siya kars1 aminoglikozid duyarlilik profilinin nasil etkilendigi
test edildi. MRSA suslarinin amikasin igin MIK degerleri 15°C ile 37°C arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05); ancak 37°C ile 42°C arasinda amikasin
MIK degerleri anlamli fark bulunmadi (p>0,05). MSSA suslarinin farkli 1silardaki
amikasin MIK degerleri arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05). MIK degerlerine gore,
duyarl ve direngli ayirimi yapildiktan sonra ki-kare testiyle karsilastirildiginda, MRSA ve
MSSA suslarinin amikasin duyarliligi farkli 1silarda istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriildii (p<0,05). MRSA ve MSSA suslarinin gentamisin i¢in farkh 1silardaki MIK
degerleri arasmnda anlamli fark bulunmadi (p>0,05). MIK degerlerine gore, duyarli ve
direngli aymrmmi yapildiktan sonra Ki-kare testiyle karsilastirildiginda, MRSA ve MSSA
suslarmin gentamisin duyarliligi farkli 1silarda istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii
(p<0,05). MRSA ve MSSA suslarmm netilmisin i¢in farkli 1silardaki MIiK degerleri
arasinda anlamli fark bulunmadi. MIK degerlerine gére, duyarh ve direngli aymrmi
yapildiktan sonra Ki-kare testiyle karsilastirildiginda, MRSA suslarinin netilmisin
duyarlilig: farkli 1silarda istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Literatiirde,
bu sonuglarin karsilastirilabilecegi, klinikten elde edilmis suslarla yapilan, cevre
faktorlerinin  antibiyotik direncine etkisinin arastirildigi  herhangi bir ¢aligma
bulunmamaktadir, yapilan bir-iki calismada laboratuvarda genetik olarak yeniden
diizenlenen suslar kullanilarak bir sonuca varilmaya ¢alisilmistir (Katzif et al., 2005; Duval
et al,, 2010). Klinik 6rneklerden elde edilen suslarda, g¢evre faktorlerinin antibiyotik
direncine etkisinin arastirildig1 bu ¢alismamiz bir ilk olma 6zelligine sahiptir. Genel olarak,
pigmentin 1s1 farkindan etkilendigi ancak 1s1 faktOriiniin aminoglikozid duyarhiligini
etkilemedigi gozlenmistir. Farkhi 1sida, MIK degerlerine bakilarak, S.aureus suslarmnim

aminoglikozidlere kars1 duyarlihiginda minimal degisiklikler gdzlenmesine ragmen
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derecelendirmede duyarli olan bir sus direngli veya direngli olan bir sus 1sinin etkisiyle
duyarli hale (konversiyon) gecmemistir.

Calismamizda, 1sinin direng mekanizmasi iizerine etkisi, AME’lerin molekiiler olarak
varligmin gosterilmesi seklinde planlandi. Aminoglikozidlere direng; ribozomal direng,
permeabilite direnci, aminoglikozidleri modifiye edici enzimlere bagli olarak gelisen
diren¢ olmak iizere iic mekanizma ile olmaktadir. Bunlar i¢cinde en yaygin ve 6nemli olani
aminoglikozid modifiye edici enzim (AME) varliginda gelisen direngtir (Hauschild et al.,
2008). Ribozomal direng ve permeabilite direnci nadiren goriilmektedir. Caligmada
kullanilan S.aureus suslarindan segilen bir grupta, AME’nin varlig1 arastirildi (Cizelge
4.11). Aminoglikozid duyarlilik testine baslanmadan dnce, suslar, 1s1 faktoriine gore, sivi
besiyerinde 15°C veya 42°C’de 1 saat inkiibe edildi, sonra test islemine uygun sekilde
37°C’de, sonuglar okunmadan en az 18 saat inkiibe edildi. Farkli isilardaki 1 saatlik
inkiibasyon sirasinda, bakterinin strese girebilecegi ve bu sirada stres proteinlerini
salgilayacagi, yapilan calismalardan elde edilen sonuca gore varsayildi. Salgilanan stres
proteinlerinin, S.aureus’un aminoglikozid direncine etkisi, AME bulundurmayan suslarda
en 1yi sekilde anlasilacag1 ongoriildi. AME enzimi bulundurmayan suslarin 1s1 sokundan
sonra diren¢li veya duyarli hale ge¢gmeleri durumunda, meydana gelen degisikligin 1s1
sokundan kaynaklanabilecegi diisiincesiyle yaklasildi. Ancak, calisilan suslarda, 1 saatlik
1s1 farkmm etkisiyle duyarlilikta bir degisiklik olmadi, sadece bazi suslarm MIK
degerlerinde degisklikler meydana geldi. Calismaya bu dogrultuda devam edildi.

Calismamizda ve diger ¢alismalardan elde edilen sonuca gore, gentamisin direngli
suslarm genelinde aac(6’)/aph(2’’) geni pozitif bulunmaktadir, ancak az da olsa
gentamisin direncli suslarda aac(6’)/aph(2’’) geni negatif olabilecegi gibi gentamisin
duyarl suslarda da aac(6’)/aph(2’’) geni pozitif olabilmektedir. Japonya’da yapilan bir
calismada 381 MRSA izolatinin % 62’sinde gentamisine direng tespit edilmistir,
gentamisine direngli suslarin tiimii aac(6’)/aph(2’’) geni pozitif olarak bulunmustur (Ida et
al., 2001). Kore’de yapilan bagka bir calismada; 45 S.aureus susunun % 69’u gentamisine
direngli ve gentamisine direngli suslarin timii aac(6’)/aph(2’’) geni pozitif olarak
bulunmustur (Choi et al, 2003). Gentamisin ve aac(6’)/aph(2’’) geni arasindaki
korelasyonu arastiran bir ¢calismada; 206 S.aureus susunun % 20’si gentamisine direngli ve
direncli tiim suslarda aac(6’)/aph(2’’) geni pozitif olarak bulunmustur (Martineau et al.,
2000). iran’da yapilan bir calismada 100 S.aureus susunun % 46’sinda gentamisine direng
ve aac(6’)/aph(2’’) geni pozitif bulunmustur (Yadegar et al., 2009). Farkli olarak;
Polonya’da 2002-2006 yillarinda 118 S.aureus susunun % 24°’i gentamisine direngli;
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gentamisine direngli suslarm % 100°nde aac(6’)/aph(2’’) geni pozitif bulunmustur; ayrica
gentamisine duyarli iki susta da aac(6’)/aph(2’’) geni tespit edilmistir (Hauschild et al.,
2008). Kuveyt’te yapilan bir ¢alismada; 40 S.aureus’un % 75’inde gentamisine direng
tespit edilmistir; gentamisine direngli 2 S.aureus susunda aac(6’)/aph(2’’) geni negatif,
gentamisine duyarli 1 S.aureus susunda ise bu gen pozitif olarak bulunmustur (Udo and
Dashti, 2000). Iran’da yapilan baska bir ¢calismada ise, aac(6’)/aph(2’’) geninini tastyan 91
MRSA susunun 8 tanesi gentamisine duyarli bulunmustur (Fatholahzadeh et al., 2009).
Aminoglikozid diren¢ mekanizmasini arastiran 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada; 40
klinik S.aureus susundan rastgele se¢ilen 6 S.aureus susunun tiimiinde gentamisin direnci
tespit edilmis; 3 S.aureus susunda aminoglikozid modifiye edici enzimlerden en az birisi
olmasma ragmen; diger 3 susda aminoglikozid modifiye edici enzimlerden higbiri
bulunamamistir. Arastiricilar bu direncin adaptif direncten kaynakladigini ve adaptif
direncin de AME’lerden bagimsiz olarak stres kosullar1 altinda gelisen bir O6zellik
oldugunu belirtmiglerdir (Chandrakanth et al, 2008). Ulkemizde bu konuyla ilgili
literatiirde, bizim arastirmalarimiza goére (Pubmed, Google Akademik) sadece bir ¢alisma
vardir, bu ¢alismada 17 gentamisine direngli MRSA susunun 16’sinda (% 94)
aac(6’)/aph(2’’) geni bulunmus, 1 tanesinde ise gen bulunamamistir (Ardig ve ark., 2006).
Genel olarak, yapilan ¢alismalarda gentamisine direngli olan suslarda aac(6’)/aph(2’’) geni
pozitif bulunmustur, ayrica bazi ¢alismalarda gentamisin direnci negatif olmasina ragmen
aac(6’)/aph(2’’) geni pozitif bulunmustur. Bizim ¢alismamizda, gentamisine direngli 38
S.aureus susunun 35 (% 92,1) tanesinde aac(6°)/aph(2’’) geni pozitif olarak bulunmustur;
diger ¢alismalarla kiyaslandiginda sonuglarin benzer oldugu goriilmektedir. Bir ¢aligmada,
gentamisin direnci oldugu halde 30 susun 2 tanesinde aac(6’)/aph(2’’) geni negatif
bulunmustur, bizim ¢alismamizda da benzer sekilde gentamisine direngli 3 (% 8 ) susta
aac(6’)/aph(2’’) geni tespit edilmemistir.

Amikasin direngli S.aureus suslarmin AME enzimiyle iliskisi arastirildiginda
gentamisinde oldugu gibi tek bir enzimin baskin olmadigi anlasilmaktadir. Amikasin
direngli suslara api(3’)-l1lla ve ayrica aac(6’)/aph(2’’) genlerinin belli oranlarda pozitif
oldugunu gosteren calismalar vardir. Iran’da yapilan bir ¢alismada amikasin direngli
gentamisine duyarli suslarda aph(3’)-11la geninin var oldugu, amikasin direnci ile bu gen
arasinda bir uyum olabilecegi bildirilmistir (Fatholahzadeh et al., 2009). Kuveyt’te yapilan
bir ¢alismada yine amikasin direnci aph(3’)-l1lla geni ile iliskilendirilmistir (Udo and
Dashti, 2000). Baska bir calismada amikasin direnci ve aac(6’)/aph(2’’) gen varhigi
arasindaki uyum % 78; ant(4’)-1a geni arasindaki uyum % 50’den az olarak bildirilmistir
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(Choi et al., 2003). Bizim ¢aligmamizda 32 amikasine direngli susun 29 (% 90,6) tanesinde
aac(6’)/aph(2’’) geni pozitif olarak bulunmustur. Ayrica amikasine direngli bir susta,
aac(6’)/aph(2’’) ve aph(3’)-1lla genleri pozitif olarak bulunmustur.

Netilmisin tiim S.aureus suslarina karsi en etkili aminoglikoziddir. (Hauschild et al.,
2008; Vanhoof et al., 1994). Kuveyt’te yapilan ¢alismada netilmisine direngli suslarda her
iic gene de rastlanmigtir (Udo and Dashti, 2000). Bizim ¢alismamizda ise 38 S.aureus
susunda sadece 4 sus netilmisine direngli olarak bulunmus ve bu suslarda sadece
aac(6’)/aph(2’’) bifonksiyonel geni tespit edilmistir.

Aminoglikozid modifiye edici enzimlerin yayginligi cografik bolgelere, zamana ve
hatta hastaneden hastaneye degisebilmektedir (Willke, 2003; Schmitz et al., 1999). Cesitli
iilkelerde yapilan ¢aligmalara gore AME’lerin yaygmlig1 soyledir: Avrupa’da yapilan bir
caligmada; S.aureus suslarinin % 72’sinde aac(6’)/aph(2’’) geni, % 52’sinde ant(4’)-la
geni, % 8’inde aph(3’)-1lla geni tespit edilmistir (Schmitz et al., 1999). Polonya’da yapilan
calismada aac(6’)/aph(2’’) geni S.aureus suslarmin % 28,9’unda; ant(4’)-la geni %
26,7’sinde ve aph(3’)-111a geni % 15,6’sinda pozitif olarak bulunmustur (Hauschild et al.,
2008). Bu caligmalara gore AME’ler icinde en yaygin goriilen gen aac(6’)/aph(2”’)
bifonksiyonel gendir. Japonya’da yapilan ¢alismada ant(4’)-la geni S.aureus suslarinin %
84,5’inde, aac(6’)/aph(2’’) geni % 61,7’sinde ve aph(3’)-llla geni % 8,9’unda pozitif
olarak tespit edilmistir (Ida et al., 2001). Iran’da yapilan bir ¢alismada; ant(4’)-la geni
S.aureus suslarinin % 58’inde aac(6’)/aph(2’’) geni % 46’sinda ve aph(3’)-l1lla geni %
6’sinda bulunmustur (Yadegar et al., 2009). Bu ¢aligmalara gore ise AME’ler i¢in en sik
karsilasilan gen ant(4’)-la genidir. Ulkemizde S.aureus suslarmin % 94’iinde
aac(6’)/aph(2’’) geni pozitif olarak tespit edilmis diger iki gene hi¢bir S.aureus susunda
rastlanilmamistir (Ardig ve ark., 2006). Bizim calismamiz iilkemizde yapilan ¢alismanin
sonucunu desteklemektedir. aac(6’)/aph(2’’) geni S.aureus suslarnin % 92,1’inde tespit
edilerek; en yaygin gen olarak bulunmustur. aph(3°)-111a geni 1 (% 2,6) susta pozitif olarak
bulunmustur.

Calismamizda kiigiik koloni 6zelligi gosteren suslara rastlanmadi. Bunun nedeni kiigiik
koloni varyantlarmin 6zellikle osteomiyelit, kistik fibrozis gibi kronik infeksiyonu olan
hastalardan izole edilebilmesi olabilir (Proctor et al., 1998).

Genel olarak stafilokoklarin aminoglikozidlere olan duyarhliklari, lilkemiz de dahil
olmak iizere, diinyanin cesitli yerlerinde arastirilmistir. Ulkemizde S.aureus’un gentamisin
direnci % 34 - % 93 arasinda bulunmustur (Akkurt ve ark., 2002; Giirsoy ve ark., 2009;
Turkdagi ve ark., 2011). Yurtdisinda ise bu oran ortalama % 60 civarindadir (Choi et al.,
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2003). Bizim ¢aligmamizda, 181 S.aureus susunun 87 (% 48) tanesi gentamisine direngli
bulunmustur. Bu oran diger ¢aligmalarda belirtilen oranlarin arasinda bir deger oldugundan
uyumlu bulunmustur. S.aureus’larda amikasin direnci, lilkemizde % 13,2 — 24,0 arasinda
bulunmustur (Altoparlak ve ark., 2002, Ertek ve ark., 2003). Yabanci yayinlarda ise oran
ortalama % 20 civarindadir (Choi et al., 2003). Bizim ¢alismamizda, 181 S.aureus susunun
49 (% 27) tanesi amikasine direngli bulundu. Bu oran diger ¢aligmalarda belirtilen
oranlarla uyumlu oldugu gézlenmistir. S.aureus’larda netilmisin direnci, tilkemizde % 2,4 -
22 gibi genis bir aralikta bulunmustur (Altoparlak ve ark., 2002, Giiler ve ark., 2008).
Bizim c¢aligmamizda 181 S.aureus susunun 4 (% 2,2) tanesi netilmisine direngli
bulunmustur. Cikan sonu¢ Altoparlak ve arkadaslarinin yaptig1 calisma ile uyumlu; fakat
Giler ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alismaya gore netilmisine daha diisiik oranda direng tespit
edilmistir; aradaki farkin calismalarin yapildigi bolgelerin cografik 6zelliklerinden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bolgelere ait benzer calismalarin arttirilmasi gercek
profilin ortaya ¢ikartilmasina yardimci olacaktir.

Aminoglikozid direnci MRSA suslarinda MSSA suslarina gore daha yiiksektir
(Schmitz et al., 1999). Aminoglikozid direncinden sorumlu aminoglikozid modifiye edici
enzim genleri ve metisiline diren¢g geni arasinda bir iliski oldugunu bildiren ¢aligsmalar
mevcuttur (Schmitz et al., 1999; Fatholahzadeh et al., 2009; Choi et al., 2003). Bu yakin
ilisgkinin AME’leri kodlayan gen lokuslarmin ve mecA gen lokusunun bitigsik olmasindan
kaynaklaniyor olabilecegi bildirilmistir (Choi et al., 2003). Yapilan c¢alismalarda
MRSA’larda aminoglikozid direnci, MSSA’lara oranla daha yiiksek bulunmustur.
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda MRSA’larin gentamisin direnci % 43-69 arasinda;
MSSA’larm ise % 5-11 arasinda bulunmustur (Altoparlak ve ark., 2002; Ertek ve ark.,
2003). Bizim ¢alismamizda ise, 102 MRSA susunun 85 (% 83) tanesi; 79 MSSA susunun
2 (% 3) gentamisine direngli bulunmustur. Ulkemizde amikasin antibiyotiginin, MRSA ve
MSSA suslarindaki duyarlilik profillerine bakan calismalarda; MRSA’larin amikasin
direng oran1 % 12-21 arasinda iken MSSA’larin % 0-1 olarak bulunmustur (Altoparlak ve
ark., 2002; Ertek ve ark., 2003). Bizim ¢alismamizda ise, 102 MRSA susunun 49 (% 48)
tanesi amikasine direngli bulunurken; 79 MSSA susunun hepsi amikasine duyarli olarak
bulunmustur. Caligmamizda amikasin duyarlilik oranlar1 yapilan diger calismalar ile
uyumlu bulunmustur. Ulkemizde yapilan bir ¢ok calismada MRSA ve MSSA’larm
netilmisine direng oranlar1 olduk¢a diisiik; MRSA’larin % 1-19 ve MSSA’larin ise % 0-1
arasinda bulunmustur (Altoparlak ve ark., 2002; Ertek ve ark., 2003). Tez ¢alismamizda
ise, 102 MRSA susunun 4 (% 4) tanesi netilmisine direng¢li bulunurken 79 MSSA susunun
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tiimii netilmisine duyarli bulunmustur. Calismamizda elde edilen netilmisin duyarlilik
oran1 Altoparlak ve arkadaglarmin yaptiklar1 calisma ile uyumlu fakat Ertek ve
arkadaslarinin yaptiklar1 g¢aligmaya gore daha diisiik bulunmustur. Stafilokoklarin
aminoglikozid duyarliligi test edilen bir¢ok caligmada netilmisin en etkili antibiyotik
olarak bulunmustur (Anupurba et al, 2003; Ardigc ve ark., 2006). Anupurba ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada netilmisinin en etkili aminoglikozid olmasma ragmen
stafilokokal infeksiyonlarin ampirik tedavisinde kullanilmamasi gerektigini bildirmistir.
Bizim ¢alismamizda da S.aureus’un en duyarl oldugu aminoglikozidin netilmisin oldugu

gorilmiistiir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Staphylococcus aureus herhangi bir stresle karsilastiginda viriilans faktorlerini,
diizenleyici mekanizmalarini kullanarak ve strese karsi 6zel proteinler sentezleyerek stresle
bas edebilme yetenegine sahiptir. Ayrica bu olumsuz durumlarda sok diizenleyici
proteinleri sentezleyerek maruz kaldigi stres ile basa ¢ikabilmektedir. Ancak strese karsilik
olusan mikrobiyal yanit cesitli sonuglar dogurmaktadir. Ornegin; bakteride fenotipik bazi
degisikliklere yol agabilir, bakteri konak organizmanin savunma mekanizmasindan
kacabilir, boylece tedavisi daha zorlasabilir. Bu nedenlerden dolay1 ¢alismamizda cevresel
faktorlerden 1simin S.aureus klinik suslar1 tizerindeki etkisi arastirilmistir. S.aureus’un
virtilans faktorleri ile alakali birgok ¢alisma bulunmasina ragmen, stresle basa ¢ikabilmesi
konusundaki caligmalarin oldukc¢a az oldugu goriilmiistiir. Fakat bakterinin bu yetenegi
olduk¢a onemlidir ve patojenitesine bliyiik katki saglamaktadir, antibiyotik tedavilerini
zorlastirabilmektedir, besin zehirlenmelerine daha kolay yol acabilmektedir. Yapilan
caligmalarin artmasiyla S.aureus’un antibiyotik direng mekanizmalarinin incelenmesinde
cevresel faktorlerin etkisi aydinlatilmis olacaktir.

Calismamizda 1sini pigment {izerine etkisi gosterilebilirken, aminoglikozid duyarliligi
iizerine etkisi gosterilememistir. Degisen 1sinin aminoglikozid duyarliliginda degisime yol
acmamasi, 1 saatlik 42°C sicak ve 15°C soguk sokunun, bakteride yeterli proteinleri
salgilayarak duyarliliginin degismesine yol agmamasi sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Bu
nedenle sicak ve soguk sokunun siiresi uzatilmali, hatta hangi slirede sok proteinlerini
sentezleyerek degisime yol agtigini bulmak i¢in farkl siirelerde soka maruz birakan bir
calisma yapilmalidir. S.aureus’un stresle nasil basa ¢iktigmin 6grenilmesi, 6zellikle yogun
bakim gibi sicakligin diisiik oldugu yerlerden bu bakterinin eradike edilmesini saglayacak
yeni yontemler gelistirilmesini saglayabilecektir. Bu durum da hastane infeksiyonlarini

Oonlemek acisindan onemlidir.
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