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OzZET

Metisilin direngli stafilokoklar, giderek artan siklikta ciddi nozokomiyal
ve toplum kokenli enfeksiyonlara neden olmaktadir. Antistafilokokal beta-
laktam antibiyotiklere fenotipik heterojen ilag direnci (heterorezistans),
duyarhlik testlerinin sonuglarini etkilemektedir. Rutin oksasilin disk difuzyon
testleri, metisiline direngli stafilokoklarda heterojen direnci belirlemede
yetersiz kalabilmektedir.

Bu galismada 100 metisiline direngli S aureus (MRSA) ve 100 koagulaz
negatif stafilokok klinik izolatinda, bir sefamisin antibiyotik olan sefoksitin
(30ug) (BD) kullanilarak disk difuzyon yontemiyle degerlendirmesi yapildi.
Stafilokoklarda metisilin direncini tarama amaciyla; oksasilin (1 pg) (BD),
sefoksitin (30 pg) (BD) disk difuzyon ve oksasilin, sefoksitin E-testi (AB
Biodisk Sonia, Sweden) calisilarak sonuglar karsilagtirildi. Farkh yontemlerin
performanslari irdelendi ve diger testler ile karsilastirildi. Sonuglar; sefoksitin
disk difuzyon testinin, oksasilin disk difizyon ve E-test yontemleri ile
irdelendiginde, metisilin direncini saptamak igin rutin c¢alismada
kullanilabilecedini gosterdi. PCR (Polymerase Chain Reaction) ile mecA
geninin saptanmasi altin standart olarak kabul edilmektedir. Metisilin direncini
kodlayan mecA genini iceren ve staphylococcal cassette chromosome mec
(SCCmec) olarak isimlendirilen mobil genetik elementin tiplendiriimesi yapildi.
SCCmec tiplendirilmesinde multiplex PCR yontemi kullanilarak, 100 MRSA
susundan 93’Unde tip Il SCCmec saptandi, bes sus tiplendirilemedi ve 2
susda mecA geni saptanmad..

Anahtar Kelimeler: Metisilin direnci, SCCmec, multipleks PCR



SUMMARY

Methicillin-resistant staphylococci are responsible for an increasing
number of serious nosocomial and community-acquired infections. Phenotypic
heterogeneous drug resistance to antistaphylococcal beta-lactams affects the
results of susceptibility testing. Routine oxacillin disk diffusion tests often fail
to detect heterogeneous methicillin-resistant staphylococcus populations.

In the present study, a recently proposed disk diffusion method that
employs a cephamycin antibiotic (cefoxitin 30 ug; BD) was evaluated using
100 clinical isolates of Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
and 100 clinical isolates of Coagulase-Negative Staphylococci (CoNS). The
results were compared with those of other Methicillin-resistant Staphylococci
screening techniques: a disk diffusion test with oxacillin 1 ug and cefoxitin 30
ug (BD), an E-test with oxacillin and cefoxitin (AB Biodisk Sonia, Sweden).
The performances of the different methods were determined and compared
with each other. The results showed that the cefoxitin disk diffusion test is
suitable to the oxacillin disk diffusion and E-test method for routine screening
to detect methicillin-resistant staphylococci. Detection of the mecA gene by
polymerase chain reaction was considered the gold standard. SCCmec typing
analyzes a mobile genetic element called the staphylococcal cassette
chromosome mec (SCCmec), which contains the mecA gene encoding
methicillin resistance. The SCCmec types were determined by a multiplex
PCR strategy, out of the total of 100 strains, 93 had SCCmec type Ill. Five
strains were nontypeable and two strains had not found mecA gene.

Key words: Methicillin resistance, SCCmec, multiplex PCR



GIRIS

Staphylococcus spp. ¢ok sayida tur iceren, deri ve mukozalarda
kolonize olabilen, degisik turleri ile farkli hastaliklar yapan énemli bir bakteri
cinsi; Staphylococcus aureus (S aureus) ise, ¢ok sayidaki patojenik faktoru ile
cesitli doku ve organlarda ciddi enfeksiyonlar olusturabilen en dnemli taradar.
S aureus diginda kalan turler koagulaz negatif stafilokoklar (KNS) olarak
isimlendirilir. KNS’lar, ge¢gmigte sadece flora elemani olarak kabul edilirken;
gunumuzde Ozellikle hastane kaynakli enfeksiyon etkenleri arasinda yer
almalar nedeniyle, 6nemleri giderek artmaktadir (1,2). Stafilokoklarin genom
yapisi ile ilgili olarak yapilan c¢alismalar, evoliusyonu sirasinda farkh
bakterilerden gen transferi yaptigini ortaya koymustur. Transfer ettigi gen
bolgeleri patojenitesi yaninda antibiyotik direnci ile de ilgilidir. Ozellikle
hastane kaynakli suglar ¢oklu antibiyotik direngleri ile tedavi agisindan énemli
sorunlar olusturmaktadir. Son yillarda toplum kaynakli olarak da direngli
suslarin saptanmasi konunun 6nemli bir diger boyutunu olusturmaktadir (3-6).

S aureus son yarim yuzyil iginde, spektrumunda yer alan hemen tum
antimikrobiyal ajana karsi diren¢ gelistirmistir. Penisilinin yaygin olarak
kullaniminin ardindan kisa surede penisilin direnci, metisilin kullanimindan bir
yll sonra da metisiline karsi direng tanimlanmistir (6-8). Metisilin direncinin
genetik mekanizmasi, son yillarda oldukga ayrintili olarak ortaya konmustur.
Metisilin direncini saglayan mecA geni, Staphyococcal cassette chromosome
mec (SCCmec) adi verilen 21-67 kb bir DNA bolgesinde yer alir. Bakteri
kromozomunun replikasyona baglama noktasi olan oriC bdlgesine, SCCmec
bolgesinin transfer edilmesi ile genoma taginmakta ve MRSA suslar pratik

olarak tim _-laktam antibiyotiklere direncli hale gelmektedir (5-7,9-11).

SCCmec gen bolgesinin, genom Uzerindeki lokalizasyonu 6nemlidir.

Replikasyona baslama bolgesine yakin olarak yer almasi, diger bakteri



cinslerinden gelecek olan ve kendisi igin yararli olacak direng geni igeren
bolgeleri yapisina almasini kolaylastirmaktadir. SCCmec gen bdlgesi mobil
genetik elementtir. Faj iligkili gen, 6zgul transpozaz ve tra genleri icermezler.
Hareket edebilmeleri, kaset kromozom rekombinaz A ve B (cassette
chromosome recombinase A ve B — ccrA ve ccrB) gibi iki spesifik gen bolgesi
ile saglanmaktadir. Bu sayede SCCmec kromozomda uygun bolgeye integre
olup, ayrilabilmektedir (6,7,9,10,12,13).

SCCmec bdlgesi bir genomik adadir. Virulans geni tasimamakla
beraber, yapisinin buyuk olmasi nedeniyle patojenite adasina benzedidi,
ancak antibiyotik diren¢ adasi olarak tanimlanmasinin daha dogru olacagi
gorusu hakimdir. Zira SCCmec bolgesi, mec gen kompleksi yaninda, non -
laktam antibiyotiklere karsi da direng genleri tasiyabilmektedir (9,10,12,14).

Yapilan g¢alismalar, SCCmec gen bdlgesinin farkli allotipik formlari
oldugunu, ancak ccrA ve ccrB genlerini mutlaka igerdigini gostermektedir.
mec gen kompleksinin; 1S431mec, mecA ve regulator genler olarak mecR1,
mecl temel iki genetik komponenti vardir. Gunumuzde, SCCmec gen bolgesi,
mec gen ve ccr gen komplekslerinin kombinasyonuna gore 4 tipe
ayrilmaktadir. Buglne kadar yapilan galismalarda, Tip I, Il ve Ill sadece
hastane kaynakl izolatlarda saptanmis, toplum kaynakli MRSA suslarinda ise
sadece Tip IV SCCmec varhd: bildirilmistir (6,9,10,14,15). Bazi c¢alisma
sonuglari, bu 6zelligin bir epidemiyolojik marker olarak kullanilabilecegi
gorusunu ortaya koymustur (9,14,16).

MRSA izolatlarinin ¢oklu antibiyotik direncleri nedeniyle, tedavide
yarattiklar sorunlar giderek artmaktadir. Metisilin direnci grup direncini temsil
ettigi icin, MRSA ve MRSE izolatlarinda tek tedavi se¢enedi glikopeptidler
olmaktadir. Glikopeptidlerin yayginlasan kullanimlari, duyarhhd azalmis suslar
(GISA) ve enterokoklarda glikopeptid direncini gundeme getirmistir

(5,8,13,17). Hem glikopeptidlerin gereksiz kullanimindan kaginmak hem de



hastaya en kisa zamanda en etkili tedaviyi verebilmek igin metisilin/oksasilin
duyarhliginin hizli ve dogru olarak tanimlanmasi gerekmektedir (5,14).

Calismamizin amaci; stafilokoklarda konvansiyonel yontemlerle
saptanan metisilin direncinin, molekuler yontemler ile arastirilarak sonuglarin
kargilastirilmasi, metisilin/oksasilin duyarliidini saptamak i¢in laboratuarimiza
en uygun olan yontemi belirlemek ve SCCmec gen tiplerini belirleyerek
literattre katkida bulunmaktir.



GENEL BILGILER

Stafilokok Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Micrococcaceae ailesinde yer alan Staphylococcus cinsi bakteriler, 0.5-
1.5 um c¢apinda gram pozitif koklardir. Birden fazla duzlemde bolindugu igin
genellikle Gzim salkimi seklinde kimeler olusturur. Bazen tek tek, ikili, veya
dortli kumeler seklinde gorulebilir. Hareketsiz ve sporsuzdurlar.
Staphylococcus saccharolyticus ve Staphylococcus aureus subsp. anaerobius
tarleri digsinda katalaz pozitif, oksidaz negatifdirler. Staphylococcus
saccharolyticus ve Staphylococcus aureus subsp. anaerobius zorunlu
anaerob, diger stafilokoklarin hepsi aerob veya fakultatif anaerob bakterilerdir.
Cogdunlugu %7,5-10 NaCl iceren basit besiyerlerinde ve 18-45°C’de kolaylikla
urerler. Basitrasin, furazolidon ve lizostafine duyarli olmalarina karsin, lizozime

direnglidirler. S aureus kanh agarda beta hemoliz olugturur (1,2,14,18).

Stafilokoklarin, guncel olarak 35 tur ve 17 alt turu mevcuttur. S aureus,
S epidermidis, S haemolyticus, S lugdunensis, S saprophyticus insanlarda en
sik enfeksiyona neden olan turlerdir (2,14,18)

Tur Tanimi

Stafilokoklar, katalaz ve koagllaz enzimlerine sahiptir. Katalaz
enziminin saptanmasi, streptokoklardan ayrimi i¢in 6nemlidir. Koagulaz,
ekstraselluler bir proenzimdir. Plazmada bulunan Coagulase reacting
factor(CRF) ile birleserek plazmayi pihtilastirir. Koagulaz testi insan veya
tavsan plazmasi ile tipte veya lam Uzerinde yapilir. S aureus idantifikasyonu
icin tup koagulaz testi referans yontemdir. S aureus diginda tup ve/veya
koagulaz pozitif olabilen stafilokok turleri; S intermedius, S hyicus, S



lugdunensis, S schleiferi subsp. coagulans, S schleiferi subsp. Schleferidir
(1,14,19).

S aureustan temel olarak koagulaz testinin negatif olmasi ile ayrilan ve
bu nedenle koagulaz-negatif stafilokoklar (KNS) olarak adlandirilan 40’a yakin
stafilokok tur ve alt tird bulunur. KNS insan mikroflorasinin 6nemli Gyeleridir.
Ayrimlar igin bir seri test yapilmasi gerekir. S epidermidis en sik karsilagilan
ve klinik olarak 6nemi kabul edilen turdir (2,14,18).

Klinik Onemleri

S aureus, igerdidi cesitli virulans faktorleri ile stafilokoklar arasindaki en
patojen turdur. Pek ¢ok klinik tablodan sorumlu olabilir. Toplum veya hastane
kaynakl oluguna gore klinik formu, morbidite ve mortalitesi yonunden farklilik
gosterir. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, yara enfeksiyonu, pnomoni,
ampiyem, osteomyelit, septik artrit, endokardit, bakteriyeminin yani sira, toksin
etkisi ile besin zehirlenmesinden toksik sok sendromuna kadar degisen

hastalik tablolarina yol acabilir (1,14).

invazif islem uygulanan ve bagisiklik sistemi baskilanmis hasta
sayisindaki artisa paralel olarak, KNS turleri ile olusan Ozellikle hastane
kokenli enfeksiyonlarin 6nemi giderek artmaktadir. KNS’larin neden oldugu
enfeksiyonlar arasinda yabanci cisim ile ilgili bakteriyemi, sant, protez,
pacemaker ve vaskuler greft enfeksiyonlari, kalp kapak¢idi endokarditleri,
osteomyelit, septik artrit, ventrikilo-peritoneal sant ve periton diyalizine bagli
peritonit, mediastinit, prostatit sayilabilir (1,2,14,18,20). KNS turleri, klinik
mikrobiyoloji laboratuvarinda en sik izole edilen bakteriler arasindadir. Ancak
normal deri ve mukoza florasinda da yer almalari nedeniyle, gerek
mikrobiyolog gerekse klinisyen i¢in kontaminant-patojen ayrimini yapmak
codu zaman zor olabilmektedir (2,14).



MRSA suslari, duyarli S aureus’a gore daha fazla virulans faktorine
sahip olmamakla beraber, 6nemli bir morbidite nedenidir. Hayati tehdit eden
klinik tablolara yol agabilir ve tedavisi gugtir. Uzun sure hastanede yatma
geredi, ciddi mali yuk ve mortalite nedeni olur (14,21).

Birgok hastanede endemik hale gelmis olan MRSA’un bulasinda en
onemli neden direkt temastir. Kaynak, siklikla MRSA ile kolonize veya enfekte
olan hastalar ve MRSA tasiyicisi olan saglik calisanlarndir. MRSA
kolonizasyonu burun, aksilla, perine, kronik yara veya dekubit Ulseri Uzerinde,
gastrostomi veya trakeostomi alani ¢evresinde, balgam veya idrarda olabilir.
Hastalar ve saglikli kigilerde kolonizasyonun en sik goruldugu yer burundur.
Ancak hastaya MRSA bulasinda, saglik c¢alisanlarinin elleri en 6nemli aracidir
(14,21). Hastanede yatarken MRSA kolonizasyonu gelisen kisilerde % 30-60
oraninda MRSA enfeksiyonu ortaya cikabilmektedir. MRSA’'nin neden oldugu
hastane salginlar birgok kurulus i¢in dnemli sorunlar yaratabilir. Kaguk
salginlarin kontrol altina alinmasi U¢ ay kadar surerken, genellikle Uglincu
basamak saglik kuruluglarinda ortaya ¢ikan daha buyulk boyutlu salginlarin
yillarca stirdiigi bilinmektedir. Onemli bir boyut da, bir hastanedeki salginin
hasta sevk ve nakilleri nedeniyle bolgedeki diger hastaneleri etkilemesidir.
Hasta ile dogrudan temasi olan ve hasta bakimi ile ilgili kigiler, alinacak
onlemler, onlemlerin uygulanmasi ve uygulamalarin kontroli konusunda
surekli olarak egitilmelidir. izolasyona alinan hasta ve ailesi, izolasyonun

nedeni, kontrol onlemleri ve 6nemi konusunda bilgilendirilmelidir (14).

Enfeksiyon kontrol politikalarinin gok dnemli bir boyutu antibiyotik
kullaniminin kontroladur. MRSA prevalansinin yuksek oldugu ulkelerde,
enfeksiyon kontrol onlemlerine ek olarak antibiyotik kullaniminin
kisitlanmasinin 6ncelikli bir uygulama olmasi gerektigi gosterilmistir. MRSA’nIn
yaygin oldugu saghk kuruluglarinda, kapidaki tehlike glikopeptid direncidir.
Glikopeptidlerin kontrollu kullanimi gram pozitif bakterilerde vankomisin direnci



gelismesi riskinin azaltiimasi agisindan 6nemlidir. Vankomisin ve teikoplaninin
uygun endikasyonda sadece tedavi amaciyla kullanilmasi, zorunlu 6zel
kosullar diginda profilakside kullaniimamasi, tasiyiciligin tedavisinde yeri
olmadiginin bilinmesi MRSA kontrol programlarinin énemli bir amacidir (14,21-
23). MRSA enfeksiyonlarinin tedavisi, kullanilan antibiyotiklerin maliyetinin
yani sira hastanede uzun sire yatis gerektirmesi ve is gucu kaybi nedeniyle
ciddi mali yuk olusturmaktadir. Oysa MRSA kontrol programlarinin basariyla
uygulandii merkezlerde yapilan g¢alismalar, bu programlarin getirdigi mali
yukun, enfeksiyonun tedavisi i¢cin gerekenden ¢ok daha az oldugunu ortaya
koymustur (14,21).

Bakteri Duvarinin Yapisi

Hucre duvar, bakteri hucresine sekil veren ve hucre igi yuksek ozmotik
basincina kargi bakterinin pargalanmasini dnleyen onemli bir yapidir (1,14,24).
Diger Gram pozitif bakterilerde oldugu gibi, stafilokoklarda da hicre duvar
kuru agirhginin % 50’sini peptidoglikan tabaka olusturur. Peptidoglikan tabaka
ana iskeleti; N-asetilglikozamin (NAG) ve N-asetiimuramik asit (NAM)
molekdllerinin 81-4 baglar ile ard arda baglanmasi ile olugur. N-asetilmuramik
asite bagl olan pentapeptid yan zincirleri, pentaglisin kopruleri ile bir zincirde
D-alanin ile diger zincirdeki L-lizin arasinda olacak sekilde birbirlerine baglanir
ve bu yapi ¢ok kath tabakalanma gosterir. Stafilokoklarin peptidoglikan
tabakasi; makrofajdan sitokin salinimini uyarir, komplemanin aktivasyonuna
yol agar, trombosit agregasyonuna neden olur. Ayrica monositlerden interldkin
1(IL-1) salimmini uyararak polimorfonukleer I6kositlerin enfeksiyon bolgesine
toplanmalarina ve sonugta apse olusumuna da yol agar (1,14,18,21). Lizozim
(muramidaz) enzimi ter, g0z yas! ve lokositlerde bulunur ve hedefi stafilokok

ve diger gram pozitif bakterilerin peptidoglikan tabakasinin $1-4 baglaridir.

Stafilokoklarin peptidoglikan tabakasinda bulunan pentaglisin kopralerinin

lizostafin enzimine 6zgul bir duyarliigi vardir, bu nedenle stafilokok turu



bakterileri tanimlamak amaciyla kullanihr (1,2,14). Bir diger hucre duvari
komponenti, sadece gram pozitif bakterilerde bulunan ve fosfat iceren
polimerler olan teikoik asittir. Teikoik asit, konak mukozalarindaki 6zgul
reseptorleri (fibronektin, fibrinojen, laminin, trombospondin, vitronektin, elastin,
sialoprotein ve kollajen) ile birleserek stafilokoklarin konada adherensini
saglar. Teikoik asit tek basina zayif bir immunojendir, ancak peptidoglikan ile
birlikte iken 6zgul antikor yanitini uyarabilir (1,2,14,20). Stafilokoklarin
peptidoglikan tabakasinin dig yuzeyinde bazi 6nemli yuzey proteinleri yer alir.
Protein A, elastin, kollajen ve fibronektin baglayan proteinler ile kimelesme
faktoru (clumping faktor), kimyasal yapilari ve hiucre duvar yerlesimleri
birbirlerine benzeyen stafilokoksik yuzey proteinleridir. MSCRAMM (microbial
surface proteins recognizing adhesive matrix molecules) olarak tanimlanan bu
proteinler stafilokoklarin konak dokularinda kolonize olmasinda en 6nemli
faktorlerdir. 42.000 Da molekul agirhindaki protein A bu grubun prototipidir.
En 6nemli 6zelli§i bazi immunglobulinlerin (IgG+, 19G,, 19G4) Fc reseptorleri ile
birlegebilmesidir. Boylece protein A bakteriyi antikora bagll fagositozdan,
ayrica hucre digina salgilanan protein A da ayni reseptorlere baglanarak
komplemana bagh vicut savunmasindan korur (1,14,20,25).

Peptidoglikan Yapimi

Peptidoglikan sentezi U¢ ana basamaktan olusur: sitoplazmada ilk
olarak UDP-N-asetil-glukozamin (NAG) ve UDP-N-asetilmuramil-pentapeptid
(NAMP) sentezlenir. N-asetil-muramik aside (NAM) baglanan pentapeptid
yapisi sira ile; L-alanin, D-glutamik asit, L-lizin, D-alanin, D-alanin seklindedir.
Daha sonra NAG ve NAMP lipidik yapidaki bir transportor aracigiyla
sitoplazmik membrani geger. Bu gegis sirasinda NAG ve NAMP birleserek
dimerler olusturur ve periplazmik aralia gecger. Ardindan bu disakkarid
pentapeptidler, transglikozilasyon araciligiyla birlegerek bir glikan zinciri
olustururlar. Son basamakta, bir pentapeptiddeki son D-alanin ile diger



pentapeptiddeki L-lizin arasinda transpeptidasyon olur, bu reaksiyon sirasinda
L-lizinin ait oldugu pentapeptiddeki D-alanin, L-lizinden ayrilir. Transglikozilaz,
disakkarid pentapeptidlerin birbirlerine baglanmalarini, transpeptidaz
pentapeptid kopruler olusturarak peptidoglikan yapinin retikuler bir yapi
kazanmasini ve D-D karboksipeptidaz L-Xaa’'nin ait oldugu pentapeptid yapi
icindeki son D-alaninin zincirden ayrilmasina neden olur. Beta-laktam
antibiyotikler, peptidoglikan sentezini, spesifik olarak karboksipeptidaz ve
Ozellikle de transpeptidazlar inhibe ederek durdururlar. Bu enzimlere penisilin
baglayici proteinler (PBP) adi verilir, ¢unkl inhibisyon beta-laktam
antibiyotiklerin bu enzimlere fiske olmasi sonucu geligir. S aureusda PBP1,
PBP2, PBP3, PBP4 olmak tzere dort tane PBP vardir (1,2,14).

Metisilin Direnci

Penisilinin 1940’li yillarda stafilokokal enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmasi morbidite ve mortaliteyi ¢cok kisa bir surede azaltmig, ancak 1944
yilinda Ingiltere’de, beta-laktamaz (retimine bagl ilk penisilin direnci
bildirilmistir. Alternatif ilaglar olarak kullanilan tetrasiklin, makrolid, stlfonamid
gibi ilaglara da ¢ok kisa zamanda diren¢ gelismistir (6,10,11,14). Avrupa’'nin
diger ulkelerinde de durum benzer sekilde seyretmis, ABD ve Avustralya igin
1970’li yillarin ortalarina kadar MRSA sorun olugturmazken, bu tarihten sonra

cesitli merkezlerde neden oldugu salgin ile gindeme girmigtir (6,26).

Penisilinaz enziminin amid bada ulasimini engellemek amaciyla,
benzilpenisilindeki fenoksi grubunun yerine metoksi grubunun eklenmesiyle
1959 yilinda metisilin elde edilmigtir. Fakat klinik kullanimdan kisa bir sure
sonra, 1961 yilinda ilk metisiline direngli S aureus susu Ingiltere’den
bildirilmistir. Penisilin direngli suglarda oldugu gibi, metisilin direngli suslar da
beraberlerinde diger antimikrobiyallere ait diren¢ genlerini de tagsimaktadirlar
(10,11,13,14,27). Kisa surede hastane kaynaklh MRSA suslari tum beta



laktamlara direngli hale gelmigtir (6). Metisilin/oksasilinin minimal inhibitor
konsantrasyonunun (MIK) 4 ug/mL Uzerinde olmasi halinde, bakteri metisilin

ve tum beta laktamlara direngli kabul edilir (3,14,28).

Son 10 yil icinde metisilin direncinden sorumlu mekanizmalarin
anlagilmasina yonelik 6nemli bagarilar elde edilmig, iki MRSA susunun tim
gen haritasi ¢ikartilmistir (11,13,14). Metisilin direncinden sorumlu
mekanizmalar; mecA geninin kodladigi PBP2a yapimi, PBP’lerin beta —laktam
antibiyotiklere afinitelerinde azalma ve beta-laktamazlarin agin yapimi seklinde
Ozetlenebilir (3,12,14).

Stafilokoklarda metisilin direncinin ortaya ¢ikmasi, PBP2a’'nin yani sira
bagka faktorlere de baghdir. PBP2a, PBP2'nin transglikozilasyon aktivitesine
ve capraz baglantida rol oynayan pentaglisin koprusine mutlak bagimhdir.
Pentaglisin koprusunun sentezinde rol oynayan femABX genlerinde mutasyon
olmasi halinde PBP2a’ya bagdlh metisilin direnci gorulmez. Bunun disinda
hiicresel otolizinlerin aktivitesi ok fazla ise metisilin MiK diizeylerinin distigu
goriilir. Bu faktdrlerin etkisiyle metisilin direnci siklikla heterojendir, yani 10*-
10® bakteride bir gorilir. Yine mecA varligina ragmen metisilin MiK
duzeylerinin dusuk oldugu izolatlar bulunmaktadir. Pre-MRSA olarak
adlandirilan bu izolatlarda mecl — mecR1 dizenleyici genleri islevseldir. in
vitro ortamda metisilin direnci gorulmezken, in vivo ortamda beta-laktam
ajanla kargilasilinca direng ortaya g¢ikar. Bu nedenlerle, heterojen direngli
izolatlarin saptanmasi igin mecR1 igin daha iyi, hizli bir indukleyici olan
sefoksitinin kullaniimasi, otolizinlerin etkisini azaltmak icin besiyerine %2-4
oraninda NaCl eklenmesi, mecA gen ekspresyonunun arttirlmasi i¢in dusuk
Isida uzun sure (tam 24 saat) inkubasyon gibi yontemler kullaniimaktadir (29).

Nadiren mecA negatif olmasina ragmen oksasilin minimum inhibitor
konsantrasyonu (MIK) degerleri 8-16 mg/L civarinda olan suslar

bulunabilmektedir. Bunlarin bir kismi beta-laktamazin asir Uretiminden
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Sekil-1: S aureus N315 susunun genomik yapisi ve SCCmec gen

kompleksinin yerlesimi (6).

SCCmec gen bolgesi kormozoma (attBscc) bolgesinde integre olur.

attBscc, orfX olarak tanimlanan ve fonksiyonu ¢ok iyi bilinmeyen bir open

reading frame igerir. Bu yapi klinik S aureus suglarinda iyi korunmus bir

bolgedir. SCCmec; mec gen kompleksi ve ccr gen kompleksi olmak Uzere ikKi

ana genetik komponentten olugsur. mec gen kompleksi 1S431mec, mecA ve

regiile edici genler olan mecR1 ile meclfdan olugsmaktadir (6,33). icerdikleri

yapilara gore mec gen kompleksi dort sinifta incelenir (6).

.Sinif A, 1IS431-mecA-mecR1-mecl

. Sinif B, 1IS431-mecA-AmecR1-1S1272
. Sinif C, 1S431-mecA-AmecR 1-1S431

. Sinif D, 1S431-mecA-AmecR1
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[Borderline resistant S aureus (BORSA)], bir kismi da var olan PBP’lerdeki
nokta mutasyonlarindan veya PBP4’Un (dusuk molekul agirhikh PBP) asiri

yapimindan kaynaklanabilir (29).

MRSA’nin Ortaya Cikisi

Metisilin duyarli S aureus’un, stafilokokal kaset kromozom mec
(SCCmec) olarak bilinen genis bir genetik element kazanmasi ile MRSA
dogmustur. SCCmec, S aureus’un replikasyon merkezine yakin bir bolgede
MRSA kromozomuna integre olmus 21-67 kb’lik bir DNA pargasidir (6,9).
SCCmec’in replikasyon merkezine yakin bir bolgede yerlesmesi, antibiyotik
diren¢ genlerini gabuk almasini saglayarak bakteriye dnemli bir avantaj
kazandirmaktadir (6,12,14). SCCmec, fajla iligkili olmayan, spesifik transpozas
ve tra genleri icermeyen bir gesit mobil genetik elementtir (6). SCCmec olarak
adlandirilan bu genomik adaciklarda, mecA geninin yani sira diger
antimikrobiyal ajanlara direngten sorumlu genler, insersiyon sekanslarn ve
fonksiyonlari henlz bilinmeyen genler yer alir. mecA geninin Staphylococcus
sciuriden koken aldi§i digunulmektedir. S sciurideki mec geni ile MRSA'daki
mec geninin urunleri arasinda % 88 amino asit homolojisi oldugu
belirlenmistir. Fakat dunyanin farkl cografik bolgelerindeki toplum kokenli
MRSA izolatlarinda es zamanl olarak SCCmec tip IV'Un izole edilmesi, baska
bir koagulaz negatif stafilokoktan simultane horizontal gecis olabilecegini de
akla getirmektedir (6,7,11,14,30-32).
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Sekil-2: mec gen kompleksinin 4 sinifi (6).

ikinci ana genetik yapi olan ccr gen kompleksi iki bélgeye 6zgi (site-
spesific) rekombinaz geni icermektedir. Bunlar invertaz/rezolvaz ailesinden
ccrA ve ccrB olarak tanimlanmig iki rekombinazi kodlayan genlerdir. S6z
konusu genler attBscc tarafindaki kromozoma ait bolgeye 6zgu integrasyon ve
eksizyondan sorumludur. ccrA ve ccmB adh rekombinazlar SCCmec’in
mobilitesini saglarlar. ccrA, invertaz varhidinda SCCmec kromozomun dogru
bolgesine girer ve ccrB, rezolvaz ile kromozomdan tam bir sekilde, eksiksiz
olarak ayrilir (6-8,11,14,26).

cer genes class B mec ,
i
r 1 1
mecA 15431 mec  orfx
~ s | -~

ccrA ccrB _ is1272_ mecR1

Region

Sekil-3: ccr gen kompleksinin yapisi
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SCCmec’in geri kalani, degisik orf bolgeleri igerir. J (junkyard) bdlgesi olarak
adlandirilir. J bolgeleri; SCCmec tipleri ve alt gruplan icinde farkhhk gosterir
ve SCCmec’in boyut degisikliklerinin bu nedenle oldugu dusunulmektedir.
Bakteri hucresi igin esansiyel olmayan ¢ok gesitli gen veya psoédogenleri igerir.
Plazmidler veya transpozonlar tarafindan kaynaklanan non-beta laktam

antibiyotikler veya agir metallere diren¢ genleri yer alr (10-11).

Gunumuzde 21-67 kb agirhiginda tanimlanmig Tip [, II, 1ll, IV olarak
ifade edilen dort farkll SCCmec elemani vardir. SCCmec tipleri; icerdikleri sinif

mec gen kompleksi ve ccr gen kompleksine gore duzenlenir (6,10).

gg | PISI27:
Iype 1¥a SCCmec — 1k
arfX mecA | cerh. -

Ameckl cerd2

15431 |, WIS127
Type IVh SCCmiec D‘Fﬂ:{]%{ja&]:::ﬂ
orfX ~ mecA | cerB2 -

AmecRI rerd 2
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Sekil-4: SCCmec tipleri (11).
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Tip | SCCmec: Sinif B mec gen kompleksi ve tip | ccr gen
kompleksinden olusmaktadir. 1961 yilinda izole edilen en eski MRSA susunda
bulunmustur. Tip | SCCmec’in J bolgesi bir yuzey proteinini kodlayan pls
genini igermektedir. Bu gen fibronektine bakteriyel adherensi etkilemektedir.
Bu fonksiyon S aureus’un enfeksiyonu baglatiimasinda onemlidir. Tip |

SCCmec, mec A haricinde herhangi bir antibiyotik diren¢ geni tagimamaktadir

(6).

Tip Il SCCmec: Sinif A mec gen kompleksi ve tip Il ccr gen
kompleksinden olugmaktadir. J boélgesinde pUB110 plazmidi ve Tn554
transpozonu bulunmaktadir. SCCmec tip Il ve Il MRSA susglarinin 6zelligi,
coklu ilag direncine neden olmalari ve 0Ozellikle hastane ortaminda
bulunmalaridir. Bu tipler tasidiklarn diren¢ genleri ile aminoglikozidler,
makrolidler, tetrasiklin ile kadmiyum ve civa gibi agir metallere kargi direngli
olurlar. Tn554; makrolidlere, klindamisin ve streptogramin B’ye direnci kodlar
(6,8,10).

Tip Il SCCmec: Sinif A mec gen kompleksi ve tip lll ccr gen
kompleksinden olusmaktadir. pT181 plazmidi, Tn554 transpozonu ve pseudo
Tn554 tasimaktadir. pT181; tetrasikline direnci kodlar (6,8,10,14).

Tip IV SCCmec: Sinif B mec gen kompleksi ve tip Il ccr gen kompleksi
icermektedir. Tip IVa ve IVb, mecA geni disinda herhangi bir diren¢ geni
tasimamaktadir. J1 bolgesi diger SCCmec tiplerine gore oldukga kuguktur. J2
bolgesi ise bulunmamaktadir (6,10).
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Sekil-5: SCCmec tipleri (6).
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Ito ve ark. (34,35) tarafindan, 3 major SCCmec elementinin yapisi
tamamen ortaya konmustur. ingiltere’de 1961 yilinda izole edilen ilk MRSA
(NCTC 10442) sugunun tip |, Japonya’da 1982 yilinda izole edilen MRSA (N
315) susunun tip Il, Yeni Zelanda’da 1985 yilinda izole edilen MRSA
(85/2082) susunun ise tip Il SCCmec igerdidi saptanmistir (34,35). 1990’
yillarin sonlarina dogru izole edilmeye baslanan toplum kdkenli MRSA
suslarinin tip IV SCCmec igerdidi gorulmustar (36). SCCmec tip IV MRSA,
agirlikh olarak daha once hastane ortaminda bulunmamis kisilerde
saptanmistir. Bu elemanin diger G¢ elemandan en dnemli farki daha kuguk ve
genetik olarak daha mobil olmasi ve yaninda ek antimikrobiyal diren¢ geni
tasimamasidir(11,14,37-43). Dunya genelinde MSSA epidemilerine neden
olan koken c¢esidi ¢ok fazla, buna kargsin MRSA epidemilerine neden olan
koken c¢esidi sinirlh sayidadir. Bu durum mec elemaninin gegisinin daha ¢ok
horizontal oldugunu dusundurmektedir. MRSA biyotipi ve tek bir kokenin
evrimsel profili, alict MSSA ile SCCmec’in DNA parmak izi analizi ile ortaya
konmustur (14,44).

PBP2a Ekspresyonunun Regulasyonu

PBP2a, MecA geni tarafindan kodlanan 76 kDa agirliginda bir
proteindir. Hicre membranina bagli ve transpeptidasyon reaksiyonunu
katalize eden bir enzimdir. Diger PBP’lerden beta laktam antibiyotiklere ileri
derecede azalmis afinitesiyle ayrilir. Beta laktam antibiyotiklerin varliginda
diger PBP’ler inhibe olurken, PBP2a fonksiyon gormeye devam eder.
Dolayisiyla bakteri 6lmez. PBP2a, PBP2'den glikoziltransferaz ile ayrilir.
PBP2a varliginda; metisilin, nafsilin ve oksasilin gibi semisentetik
penisilinazlara direncli beta laktamlara ve tum sefalosporinlere direng kazanilr
(1,2,9,10,14,30).
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mecA transkripsiyonu, birbirine gok benzeyen iki regulator gen seti
tarafindan duzenlenir. Regulator sistemlerden birincisi mecR1 ve mecl
genlerinden olusur. Stafilokok kromozomunda mecA geni komsulugunda
mecR1 ve mecl olarak tanimlanan bu iki gen; sirasiyla membrana bagh sinyal
transduksiyon proteinini (mecR1) ve transkripsiyonel regulatéra (mecl)
kodlarlar (9). mecA ve mecR1 arasinda bu genlerin promoterleri ve mecA
geninin -10 sekansi ile mecRTin -35 sekansi arasinda da operator bolge
bulunmaktadir. mecR1 ve meclnin, plazmid-aracili stafilokokal beta-laktamaz
geni olan blaZnin ekspresyonunda rolu olan blaR1 ve blal ile protein sekans
homolojisi yuksektir. Bu da mecA’nin regulator genlerini, blaZ sisteminden
aldigini dusundurmektedir. Fakat beta laktamaz sentezinin aksine PBP2a’nin
ekspresyonu normal regulator genleri (mecA ve mecR1, mecl) tagiyan
suslarda gugclu bir bigcimde induklenemez ve ayrica induksiyon da ¢ok daha
yavastir. Nedeni mec/nin mecA transkripsiyonunun siki bir regulatoru olmasi
ve beta-laktam antibiyotiklerin cogunun mecRTi etkin bir bicimde aktive
edememeleridir. Boylece bazi suglar mecA geni tagimalarina ragmen metisilin

duyarhdirlar ve bu suglar pre-MRSA olarak tanimlanirlar (9,11,12,14).

mecl inaktivasyonu veya delesyonu, ya da promoter bdlgedeki
mutasyonlar sonucu antibiyotik baskisi altindaki bazi S aureus suslarinda
konstitutif PBP2a ekspresyonu gelisebilir (33). Bu mutasyonu tasiyan suslarda
homojen veya heterojen direng fenotipi gelisir. Homojen direng fenotipinde,
toplulugu olusturan hucrelerin timinde yuksek duzeyde metisilin direnci
(>128 mg/L) vardir. Heterojen direng fenotipinde ise, hucrelerin gok kiguk bir
kisminda yuksek duzeyde metisilin direnci vardir. Bu kuguk gruptaki ylksek
duzeydeki direncin nedeni chr olarak tanimlanan, mec elementinin digindaki
bir bolgede; hmr lokusunda bulundugu dusunulen ek kromozomal

mutasyonlardir (9,12,14).
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Metisilin Diren¢ Duzeyini Etkileyen Faktorler

Metisilin direnci; mecl, mecR proteinleri, blaZ sisteminin regulator
sinyal verici proteinleri, fem (factors essential for resistance to methicilline)
gibi metisilin direnci i¢in gerekli olan faktor genleri ve diger bazi faktorlerce
duzenlenir (10,12,14).

Cogu MRSA susu heterojen metisilin direnci gostermektedir. Bu
fenotipdeki hucrelerin kiguk bir kisminda yuksek duzeyde metisilin direnci
vardir. Yuksek duzeydeki direng birgok farklh mekanizmaya bagh olabilir,
ancak bunlardan henuz ¢ok az kismi tam olarak tanimlanabilmistir. YUksek
duzeyde direng gosteren subklonun %1’den az kisminda /ytH inaktivasyonu
vardir (14). lytH; asetilmuramil-L-alanin amidaz ile homoloji gosteren bir litik
enzimi kodlar ve bu enzim yuksek duzeyli dirence neden olur. Bunun diginda
yuksek duzeyli direng nedeni olan farklh mekanizmalarda bulunabilmektedir
(9,12).

Metisilin direncinin insertion inaktivasyonu ile kaybinin gozlendigi
deneysel caligmalar fem ve aux (auxiliary) diye adlandirilan iki grup genin
tanimlanmasina yol agmistir. Tanimlanan bu faktorler housekeeping genlerdir
ve koruyucudurlar. Bunlar S aureus’'un vahsi tip suslarinin genomlarinda
bulunur ve aktiviteleri direncin yaylliminda ¢ok o6nemlidir. fem veya aux
faktorlerinin bilinen sayisi 20°den fazladir. Birgogu direkt veya indirekt yolla
peptidoglikan sentezi ve turnoverinda rol oynar. Fakat higbirinin PBP2a
ekspresyonunu etkiledigi gosterilmemistir (9,12).

Metisilin Direncini Etkileyen internal Faktorler

Genetik ve biyokimyasal ¢alismalar PBP2a’'nin fonksiyon gorebilmesi
icin bazi substratlara ihtiyaci oldugunu ortaya koymustur. Bu substratlarin
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olusumunu engelleyen bir faktorun metisilin direncini etkileme ihtimali vardir.
Yapilan caligmalarda PBP2a’'nin sunlara ihtiyaci oldugu gosterilmistir
(9,12,14).

Belirli Uzunluktaki Glikan Zincirleri: PBP2a, PBP2'nin transglikozilaz
aktivitesine bagimlidir. Beta laktamlar yuksek molekul agdirhikhh PBP’lerin
transpeptidaz “domain”ini inhibe ederken transglikozilaz “domain”ine bir etki
gostermezler. Transglikozilaz “domain”inin inaktivasyonu daha kisa olan
glikan zincirlerin sayisinda artisa ve metisilin direncinde belirgin azalmaya
neden olur (9,14).

Normal Peptid Konfigiirasyonu igin Gerekli Kék Peptidler: Ortama glisin
konuldugunda, peptidoglikan zincirinin sonunda normal kosullarda olmasi
gereken iki alanin rezidusunun yerini, iki glisin rezidusinun almasinin metisilin
direncinde azalmaya ve homojen fenotipin heterojen fenotipe donismesine
neden oldugu bilinmektedir. UDP-N-asetil-muramil tripeptid sentetazi
kodlayan gen olan murE (femF)'nin inaktivasyonu sonucunda da metisilin
direncinde azalma olur. Nedeni hicre duvari 6nculleri havuzundaki UDP-bagl
muramil pentapeptidlerin azalmasi ve UDP-bagli muramil dipeptidlerin
birikmesidir. Bu sonuglar PBP2a’nin dogru uzunlukta ve normal seride peptid
elde edilmesi i¢in kok peptidlerine ihtiya¢ olduguna isaret etmektedir (9,14).

intakt Olmak igin Gerekli Pentaglisin Capraz-Képriileri: Glikan
zincirlerini birbirine baglayan pentaglisin gapraz koprilerinin yapimindan
femA, femB ve femX (FmhB) sorumludur. FemX birinci glisini, femA ikinci ve
uguncu glisinleri ve femB de dorduncu ve besinci glisinleri kopriuye sokar.
femA ve femB arasinda dedisme olmadigindan bu proteinlerden herhangi
birini kodlayan genlerin inaktivasyonu sonucu mono veya tri-glisinli capraz
kopruler olugur. femA veya femB genlerinin herhangi birinin inaktivasyonu
bakteri i¢cin letal oldugundan, FemA ve FemB proteinleri ila¢g ¢alismalarinin
yeni hedefleridir (9,14).
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Metisilin Direncini Etkileyen Eksternal Faktorler: Tuz konsantrasyonu,
pH, ortam kompozisyonu, ozmolarite ve ortam sicakligi metisilin direncini
etkileyen eksternal faktorlerdendir. Yuksek (%6.5) NaCl konsantrasyonunun
ve disik sicakligin (30-35°C) metisilin direncini nasil arttirdi§i tam olarak
bilinmemektedir. inkiibasyon siresinin 18 saat yerine, 24 saate uzatiimasinin

da metisilin direngli suglarin saptanma sansini arttirdigi bilinmektedir (14).

Stafilokoklarda Metisilin Direncini Saptamaya Yonelik Yontemler

Antimikrobiyal ilaglara kargi duyarllik birgok yontem ile saptanabilir.
Yontemler iki genel baslikta toplanabilir:

A. Direng Fenotipinin Belirlendigi Yontemler: Direng genlerinin
ekspresyonu sonrasi ortaya ¢ikan direncin fenotipik olarak belirlendidi
yontemlerdir.

1. Disk difuzyon yontemi

2. Sulandinm (dilisyon) yontemleri

3. Epsilometrik yontem (E test)

4. Antimikrobiyal ajanlari inaktive eden enzimlerin saptanmasi

B. Genotipik Yontemler: Direng genlerinin saptanabildigi yontemlerdir.

A. Diren¢ Fenotipinin Belirlendigi Yontemler

1. Disk difuizyon yontemi: Bu yontemde belirli bir miktar antimikrobiyal
ajan iceren diskler, bakterinin standart suspansiyonunun yayildigi agar plaklar
yuzeyine yerlestirilir. Antibiyotigin bakteri igin inhibitdor olan duzeyi, disk

cevresinde Ureme olmayan alanin ¢api Olgulerek belirlenir. Antibiyotik ve
bakteri turine gore farkli olabilen de§erler standartlara gére yorumlanir. Sinir
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degerler, her antimikrobiyal ajan igin MiK ve ulasilabilir serum diizeyleri g6z
onune alinarak belirlenmigtir. Disk difuzyon yontemi kolay ve ucuzdur. Bu
nedenle de rutin laboratuar uygulamalarinda sik olarak kullaniimaktadir. Ancak
uluslararasi standartlara gore ve kalite kontrolu yapilarak uygulanmahdir
(18,19,45,46).

2. Sulandirm (dilusyon) yontemleri: Kati veya sivi besiyerinde
uygulanabilir. in vitro duyarlilik testleri arasinda “altin standart” olarak kabul
edilir. Antimikrobiyal ajan iki katli dilisyonlar seklinde artan yodunluklarda
hazirlanir. Tupte hazirlanan sivi besiyerinde tup-makro dilisyon,
mikrotitrasyon plaklarinda kucguk hacim kullanilarak uygulaniyorsa
mikrodilisyon olarak adlandirihr. Agar dilisyon yonteminde ise; belirli
konsantrasyonlarda antibakteriyel ajan besiyeri igcinde yer alir. Belirli
dilisyondaki bakteriden ekim yapilarak, inkibasyon suresi sonunda gozle
goralur Uremeyi engelleyen en dusuk antimikrobiyal ila¢g yogunlugu saptanir.
Buna Minimal Inhibitér konsantrasyon (MIK) denir ve (g/ml) seklinde ifade
edilir. MiK degerinin duyarliidi mi yoksa direnci mi temsil ettigini belirlemek
igin, test sonunda saptanan konsantrasyon, duyarlilik sinirt adi verilen bir
deger ile karsilastinlir. MiK degeri bu sinirdan kiigik ise, bakteri s6z konusu
ajana duyarh olarak deg@erlendirilir. Duyarhhk siniri, sagaltim sirasinda ulagilan
serum duzeyleri ile duyarlihik dzelligi kesin olarak bilinen bakterilerin MiK
dederleri goz 6nune alinarak belirlenmektedir. Her antimikrobiyal ajan igin ayri
bir sinir degeri s6z konusudur. Sulandirnm temeline dayanan testler kantitatif
sonu¢ verdikleri i¢in tercih edilmektedir. Ancak teknik gugclukleri nedeniyle
diger yontemler de gelistirilmistir (18,19,46).

3.Epsilometrik yontem (E test): Plastik stripler ile MIK degerini
saptamayl amaclayan yeni bir antimikrobiyal duyarhlk yontemidir. Stripin bir
tarafinda ilag belirli ve surekli bir konsantrasyon degdisimi olacak sekilde ve
kurutulmus olarak, diger yuzunde de antimikrobiyal ajanin stripin ucundan

olan uzakhga karsilik gelen konsantrasyonlari bir cetvel gibi siralanmis olarak
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yer alir. Standart bakteri suspansiyonu kati besiyeri Uzerine yayildiktan sonra
stripler yerlestirilir. inkiibasyon siiresi sonunda, elips seklindeki inhibisyon
alaninin stripi kestigi konsantrasyon MIK olarak belirlenir. Giinimizde bu
yontem ile ilgili en 6nemli problem maliyettir (18,19).

4.Antimikrobiyal ajanlari inaktive eden enzimlerin saptanmasi:
Enzimatik aktivitenin saptandigi hizli yontemler arasinda beta-laktamaz ve
kloramfenikol asetil transferaz aktivitesinin saptandigi tarama testleri sayilabilir
(18).

MRSA suslarinda metisilin direncinin gosterilmesinde uygun
konvansiyonel yontemin belirlenmesine yonelik ¢calismalar bulunmaktadir.
Swenson ve ark. (27) Boubaker ve ark. (47) tarafindan yapilan ¢alismalarda
metisilin direncinin rutin saptanmasinda sefoksitin disk diflizyon testinin
degerlendirilmesi yapilmig, disk difuzyon ile sefoksitin duyarhhd % 96.5,
o0zgullugu % 100 olarak saptanmistir.

Genotipik Yontemler

Son yillarda bir¢gok antibiyotik direng geni tanimlanmistir. Bu genlerin
ekspresyonu sonucunda klinik sadaltimda kullanilan tum antimikrobiyal
ajanlara karsi direng gelisebilmektedir. Gunumuzde gen ekspresyonu
sonucunda diren¢ gelisimini saptayan ve yukarida o6zetlenen fenotipik
yontemler disinda, diren¢ genlerinin varligini saptayan genotipik yontemler de
geligtiriimistir. Bu yontemler, diren¢ 6zelliklerinin kisa surede ve dogru olarak
saptanmasini saglayarak, hasta ve tasiyicilarin tanimlanmasi ve sagaltimina

olanak saglamaktadir (18).

Molekuler tanida kullanilan yontemler; Kary Mullis’in kendisine Nobel

0dulu kazandiran, nukleik asitlerin in vitro olarak c¢ogaltilmasina olanak
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saglayan polimeraz zincir reaksiyonunu (Polymerase Chain Reaction-PCR)
tanimlamasinin ardindan olaganustu bir ivme kazanarak geligsmistir. Hucre
icinde gerceklesen dogal DNA replikasyonu, PCR ile bir tlp igerisinde taklit
edilmektedir. Ornegdin replikasyonunun baslayabilmesi igin iki DNA zincirinin
birbirinden ayrilmasi gerekir. Ortamin 94°C‘ye dek 1isitilmasi ile iki zincir
arasindaki hidrojen baglarinin kirilmasi saglanir. PCR ile DNA’nin
co@altilabilmesi igin tepkime karisiminda su maddeler yer almalidir:
Cogaltilacak olan kalip DNA; bu DNA'da godaltilmasi planlanan bdlgenin iki
ucundaki DNA dizisini 0zgul olarak taniyip baglanacak olan DNA primerleri;
primerlere baglanip bunlara 3’ ucundan nukleotidleri ekleyerek sentez
yapacak olan DNA polimeraz; sentezde kullanilacak olan
deoksinukleotidtrifosfatlar (ANTP); polimerazin galigmasi i¢in gerekli tampon
gOrevi yapacak maddeler ve tuzlar (genellikle tris ve KCI) ve enzim galigmasi
igin 6Gnemli bir kofaktér olan Mg™ iyonlanidir (4,48).

PCR, u¢ degisik sicaklikta ¢alisan basamaklarin bir dongu halinde
tekrarlanmasi ile gergeklestirilir. ilk basamak denatiirasyondur. 94°C‘ye dek
isitilan DNA’nin iki zinciri birbirinden ayrilir. ikinci basamak birlesmedir
(annealing). Sicakh@in dusurulmesi ile primerler ¢odaltilacak bdlgenin
uclarinda yer alan kendilerine 6zgul dizileri tanir, hidrojen baglan kurarak
baglanirlar. Primerlerin ortamdaki derigimlerinin, kalip DNA’dan milyonlarca
kez daha fazla olmasi sayesinde, ayrilan kalip DNA zincirleri tekrar birbirlerine
degil, primerler kalp DNA zincirlerine baglanirlar. Primerlerin 6zgul olarak
baglanmasi igin kullanilan sicaklik genellikle 50-70°C arasinda degisir.
Uglincli basamak primerlerin uzamasidir. Karisim, DNA polimerazin galistigi
optimum sicakhda getirildiginde primerlere baglanmis olan enzim molekdulleri,
bunlarin 3’ ucuna, kalip DNA’ya uygun nukleotidleri ekleyerek DNA sentezi
yaparlar. Bu U¢ basamak bir donguyu olusturur ve her tekrarlaniginda iki
primer arasinda kalan 6zgul DNA pargasinin her iki zincirinin birer kopyasi
cikariimis olur (4,48).
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Cogdaltilan DNA pargalarn birgok degisik yontemle belirlenebilir.
Bunlardan en yaygin olarak kullanilani agaroz jel elektroforezidir. PCR ile elde
edilen drunler agaroz jel kullanilarak elektroforezle ayristiriir ve DNA zincirleri
etidyum bromur ile boyanarak ultraviyole i1sik kaynaginda floresans vererek
gorunur hale getirilir. Elektroforez sirasinda bir DNA molekual adirlik standarti
kullanilmasi ve PCR drunlerinin buyuklugu, daha onceden bilinen DNA
molekdulleri ile karsilastiriimasi ile belirlenir. Genellikle kalip DNA’nin iki primer
arasinda kalan DNA kisminin uzunlugu onceden bilindidi i¢in elektroforezle
saptanan PCR urunlerinin bu buyuklukte olmasi, hedeflenen bolgenin dogru
bir sekilde cogaltildigini gosterir. Elektroforez sonucunda tek DNA banti
gorulmelidir. Birden fazla veya beklenen buyukluk disinda DNA bantlarinin
gorulmesi, 6zgul olmayan bazi ¢ogaltma UrUnlerinin ortaya c¢iktigini gosterir
(4,48).

Stafilokoklarda metisilin direncinin belirlenmesi igin, molekuler olarak
mecA geninin saptanmasi, fenotipik yontemlere kiyasla daha duyarlidir. PCR
ve DNA hibridizasyon teknikleri ile mecA geninin saptanmasi altin standart
olarak kabul edilmektedir (2,4,12,28,45,46,49).

DNA hibridizasyon tekniklerinin bazi dezavantajlan vardir; fazla sayida
hicre gerektirir, DNA ekstraksiyonu ve membran Gzerinde immobilizasyonu
(sabitlenmesi) zaman alici islemlerdir, goruntilenmeleri i¢in radyoaktif problar
gerektirirler (50). Spesifik DNA sekanslarinin saptanmasinda PCR ile DNA’nin
in vitro amplifikasyonu, hizli ve duyarhdir, ayrica radyoaktif izotop gerekli
degildir (3,50).

Multipleks PCR’da farkh hedeflerin amplifikasyonu igin iki veya daha
fazla primer ayni karisim igerisinde yer alir. Bu teknikle klinik 6rnekde birden
fazla hedef sekans tek bir tup iginde koamplifiye edilebilir. Multipleks PCR’da

kullanilacak primerleri benzer annealing i1sisina sahip olmalarinda fayda vardir.
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Multipleks PCR’in yapilisi daha kompleks olmakla beraber, SCCmec tiplerini
belirlemede daha kolaylastirici ve kullanigl oldugu ifade edilmektedir (4,51).
Oliveira ve ark. (51) genetik yapilar multilocus sequence typing (MLST)
ile belirlenmis 26 MRSA susunu SCCmec yapilari multipleks PCR yontemiyle
saptamiglardir. Bu yontemin, MRSA izolatlarinin mec elementlerinin yapisal

tiplendirmesinde hizl bir yontem oldugu dusunulmektedir (38,42,43).

A M1 2 3 45 6 7 8 9M101112 M

1000 bp
500 bp

300 bp
200 bp

100 bp

SCCmec 1 SCCmec 11

B M12 3 456 7M C

1000 bp

00 bp
a00 bp —»
200 bp —>
100 bp

SCCrmec 111 SCCmec IV
Sekil-7. Oliveira ve ark saptadigi SCCmec tipleri (51).

Ko ve ark. (16) 12 Asya ulkesinden toplanan 74 MRSA susunu MLST
ve multipleks PCR yontemleriyle irdelemistir. Multipleks PCR’da Oliveira ve
ark.nin (51) calismasinda kullanilan primerler kullaniimig, Asya bdlgesinde
izole edilen MRSA suslarinda 2 major genotip oldugu, MLST ile saptanan
genotiplerin dagiliminin izole edildigi ulkeyle baglantih olarak degistigi
gorulmustur. Multipleks PCR ile de Kore ve Japonya’dan izole edilen suslarin
¢ogunun SCCmec tip Il, diger Asya ulkelerinden izole edilen suslarin ise

SCCmec tip lll veya IlIA olarak bulunmustur.
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Arakere ve ark. (52) tarafindan Hindistan’'da iki farkli hastanede izole
edilmis toplam 82 MRSA susu kullanilarak multipleks PCR ile SCCmec tipleri
irdelenmigtir. irdelenen suslardan 49’unun tip Il SCCmec, 26’sinin tip IIIA
SCCmec igerdigi gorulmustar.

Ko ve ark (16) galismasindaki Tip |l SCCmec igceren suslar diger
antibiyotik duyarliliklari agisindan irdelenmis, genellikle, penisilin,
siprofloksasin, levofloksasin, klaritromisin, sefuroksim, gentamisin, amoksilin-
klavulonik asite direngli, trimetoprim-sulfometaksazole duyarlh olarak

saptanmistir.

Tablo-1: Ko ve ark. saptadigi antibiyotik duyarliliklari (16)

izole Ox- scc

edilen MiK Antibiyogram? mec

tilke, sus | (mg/L) tipi
PEN |CIP |LEV |CLA |CFX | SXT | GEN | AMXC

Cin 256 R R R R R S R R 1

Ch B82

Ch B87 256 R R R R R S R R 1

Ch S75 512 R R R R R S R R 1

Hindistan | 128 R R I R R R R R 1
1127

Singapur | 128 R R R R R R R R I
Sl 56

Tayland 512 R R R R S S R R 1
Th 106

#PEN, penisilin; CIP, siprofloksasin; LEV, levofloksasin; CLA, klaritromisin; CFX,sefuroksim,
SXT, trimetoprim-sulfometaksazol; GEN, gentamisin; AMXC, amoksisilin-klavulonat

Arakere ve ark. (52) benzer sekilde yaptiklari galismada, suslarin
metisilin disindaki antibiyotik duyarlliklarini da irdelemis ve tum suslarin

penisilin, eritromisin, gentamisin, tetrasikline direngli oldugunu saptamistir.
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MRSA izolatlarinin ¢oklu antibiyotik direngleri nedeniyle, tedavide
yarattiklar sorunlar giderek artmaktadir. Metisilin direnci grup direncini temsil
ettigi icin, MRSA ve MRSE izolatlarinda tek tedavi se¢enedi glikopeptidler
olmaktadir. Glikopeptidlerin yayginlasan kullanimlari, duyarhhdi azalmis suslar
(GISA) ve enterokoklarda glikopeptid direncini gundeme getirmistir
(5,8,13,17). Hem glikopeptidlerin gereksiz kullanimindan kaginmak hem de
hastaya en kisa zamanda en etkili tedaviyi verebilmek igin metisilin/oksasilin

duyarhliginin hizli ve dogru olarak tanimlanmasi gerekmektedir (5,14).

Calismamizin amaci; stafilokoklarda konvansiyonel yontemlerle
saptanan metisilin direncinin, molekuler yontemler ile arastirilarak sonuglarin
kargilastirilmasi, metisilin/oksasilin duyarliidini saptamak i¢in laboratuarimiza
en uygun olan yontemi belirlemek ve mec gen tiplerini belirleyerek literatire

katkida bulunmaktir.
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GEREG VE YONTEM

Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nin (SUAM)
degisik kliniklerinden Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali
Bakteriyoloji Laboratuvar’'na gelen kan kaltur érneklerinden 1998-2005 yillan
arasinda izole ve idantifiye edilen 100 adet metisiline direngli S aureus ve
2004-2005 yillar arasinda izole edilen 100 adet koagulaz negatif stafilokok
(KNS) susu calismaya alind..

Bakteri suslarinin izolasyon, idantifikasyon ve antibiyogrami: Uludag
Universitesi Tip Fakdltesi Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklari Anabilim
Dali Bakteriyoloji Laboratuvar’nda BACTEC 240 Hemokultur sisteminde
(Becton Dickinson Company Sparks, USA (BD)) izole edilen gram pozitif kok
morfolojisinde ve katalaz pozitif bakterilere lam koagulaz testi uygulandi.
1998-2003 tarihleri arasinda Sceptor bakteri tani ve antibiyogram sisteminde
(BD) tanimlanan 42 ve 2003 tarihinden itibaren Phoenix bakteri tani ve
antibiyogram sisteminde (BD) idantifikasyonu yapilan 58 S aureus susu ile
2004-2005 arasinda Phoenix bakteri tani ve antibiyogram sisteminde (BD)
idantifikasyonlari yapilan 100 koagulaz negatif stafilokok (KNS) susu
calismaya alindi. Tum suslar c¢alismada kullanilmak Gzere, Mikrobank
(Cryobank mixed, Mast Group Ltd. Merseyside, UK) saklama tupunde -
20°C’de saklandi. Calisma Oncesi; 1998-2003 yillar arasinda saklanmig olan
suglar, standardi saglamak icin Phoenix bakteri tani ve antibiyogram
sisteminde (BD) tekrar caligilarak MRSA olarak dogrulandi.

Besiyerleri: %5 Koyun Kanli Columbia Agar (BD) ve Muller Hinton Il
Agar (BD) hazir besiyerleri kullanildi.
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Tip Koagiilaz Yontemi: Calismanin ilk asamasinda tum suslara tup
koagulaz testi uygulandi. Kanl agarda 18 saatlik inkibasyondan sonra 2-3
koloni alinarak 0,5 mL insan plazmasi igceren tuplere aktarildi. Sonuglari 4. ve
24. saat olmak Uzere iki kez de@erlendirildi. Negatif sonuglar tavsan plazmasi
kullanilarak tekrarlandi (14,19). Tup koagulaz testinde pozitif kontrol olarak S
aureus ATCC-25923 (S aureus spp. aureus) susu, negatif kontrolu igin S
epidermidis ATCC-12228 (S epidermidis) suglari kullanildi.

S aureus ve KNS olarak belirlenen suslarin hepsi ilk tani ile uyumlu
olarak saptandi.

idantifikasyon islemleri tamamlanan ve g¢aligmaya alinan 200 susun
hepsi tek koloni pasaj yapilarak molekuler ¢calismada kullaniimak Uzere

yeniden mikrobanka pasaj edilerek -20°C’da saklandi.

Duyarlilik Testleri: Antibiyotik duyarlihk testlerinin yapilabilmesi igin
Mueller Hinton Il Agar (BD) besiyerleri kullanild.

Disk difiizyon testi: Bakteri susu, %5 Koyun Kanli Columbia agar’da
(BD) 18-24 saatlik inkibasyondan sonra steril serum fizyolojik ile 0.5 Mc
Farland (108 CFU/mL) bulaniklikta olacak sekilde suspansiyonu hazirlanarak
Mueller Hinton Il Agar (BD) yuzeyine pamuklu steril cubuk ile suruldu.
Hazirlanan plaklara 1 ug oksasilin diski (BD) ve 30 ug sefoksitin diski (BD)
yerlestirildi. 35°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra degerlendirme yapildi
(19,27,28,38,46,53). Degerlendirmede NCCLS/CLSI tarafindan onerilen
duyarlilik sinirlart kullanildi.

E test: %5 koyun kanli Columbia agar (BD) besiyerinde 18-24 saatlik
iiremeden steril serum fizyolojik ile 0.5 Mc Farland (10® CFU/mL) bulaniklikta
olacak sekilde suspansiyon hazirlanarak Mueller Hinton |l Agar (BD) yuzeyine
pamuklu steril gubuk ile suruldu. Oksasilin ve sefoksitin E test stripleri (AB
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Biodisk Sonia, Sweden) uretici firmanin onerileri dogrultusunda yerlesgtirildi.

35°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra degerlendirildi (19,25,28,46,53,54,55).

S aureuslarda CLSI tarafindan 6nerilen duyarhlk sinirlari;

Disk difuzyon E testi
S | R S I R
Oksasilin =13 11-12 <10 <2 - >4
Sefoksitin = 20 - <19 <8 16 =32

KNS’larda CLSI tarafindan onerilen duyarlilik sinirlarr;

Disk difizyon E testi
S | R S I
Oksasilin =18 - <17 <025 - =05
Sefoksitin =25 - <24

Molekiiler Yontem

DNA Ekstraksiyonu: Tum suglar %5 koyun kanl Columbia agarda (BD)
18-24 saatlik inkubasyondan sonra 3-4 koloni alinarak 250 ulL didistile su
iceren mikrosantrifuj tupu icerisinde suspanse edildi. Bakteri sispansiyonlar -
80°C’de donduruldu. En az 24 saat -80°C’de tutuldu. Amplifikasyon yapilacagi
gun cikartilarak iyice ¢ozunmesi saglandi. Vortekslenerek homojen hale
getirildi. Ardindan thermalcycler cihazinda (T3 thermocycler Biometra,
Germany) 99°C’de 10 dakika kaynatildi. Sogutmali santrifijde (HERMLE
Z233MK-2, Germany) 11000 g devirde 3 dakika santrifuj edildi. Olusan
supernatandan 20 uL volum PCR galismalarinda DNA kaynadi olarak
kullanildi (37,38,51,56-58).

21



Primerler: Oliveira ve ark. (16,39,48,51,52) tarafindan kullanilan

primerler ticari olarak sentez ettirildi.

Primer 5 — 3’ oligonikleotidler Lokalizasyonu
CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG 18398-18419
CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC 18892-18871

KDP F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC 10445-10467
KDP R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG 10728-10707
MECI P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC 42428-42447
MECI P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC 42636-42617
DCS F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC 38011-37992
DCS R1 CTAAATCATAGCCATGACCG 37670-37689
RIF4 F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG 45587-45607
RIF4 R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC 45829-45809
RIF5 F16 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 59573-59594

RIF5 R13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC 59986-59965
1IS431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 49963-49982
pUB116 R1 GAGCCATAAACACCAATAGCC 50343-50323
1IS431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 29654-29673
pT181 R1 GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC 29976-29956

MECA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG 1190-1211

MECA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG 1351-1332
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PCR Amplifikasyonu: DNA amplifikasyonlari, DNA thermalcycler'da
uretici firmanin onerileri dogrultusunda yapildi. Kullanilan primerlerin guanin-
sitozin orani ve amplifiye edilecek bolgenin buyukligune gore su parametreler
kullanildi (16,51,52).

Denaturation 94°C — 30 saniye
Annealing 53°C — 30 saniye
Extension 72°C — 1 dakika

Postextension 72°C — 4 dakika

Amplifikasyon programi toplam 30 siklus yapildi. Bu sure sonunda
amplifiye olan orneklerden 10 uL volum 5 uL elektroforez tamponu ile

karigtinldi ve agaroz jel elektroforezinde yurutuldu.

Agaroz Jel Elektroforez: % 2’lik olarak 1xTBE ile agarozdan hazirlandi.
Doékilmeden hemen 6nce 10 uL etidyum bromid ile renklendirildi. Ornekler
100 voltda 60 dakika yurutuldu. Sonuglar uygun bir DNA marker (pUC Mix
Marker, 8, Fermantas, Germany) kullanilarak degerlendirildi. Jeldeki sonuglar
ultraviole masasinda (BIO-RAD UV transilluminator, 2000, USA) ve
BioDocAnalyze (Biometra, Germany) ile degerlendirildi.
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BULGULAR
Bakteriyoloji Laboratuvari rutin islemleri ile metisiline direngli bulunan
100 S aureus ve 100 KNS susunun calisma verileri Ek 1 ve 2°de sunulmustur.
Oksasilin ve sefoksitin disk difuzyonu ile E test sonuglar tablo 2. de
sunulmustur. En buylk uyumsuzluk KNS suslarinda sefoksitin E test ve disk

difuzyon verilerinde gozlenmektedir.

Tablo-2: Phoenix sistemi ile fenotipik ydntemlerin uyumu

Oksasilin Sefoksitin
Disk Difiizyon | E test Disk difiizyon | E test
R | S R |1 S R | S R |1
S aureus 97 | 2 1 97 | - 3 98 |- 2 97 |1 2
KNS 97 |- 3 97 |- 3 94 |- 6 82 |6 12

Molekuler ¢calisma sonucunda 2 S aureus ve 6 KNS susunda mecA

geni saptanamamistir (Tablo 3).

Tablo-3: S aureus ve KNS suglarinda mecA geni

MecA
+ -
S aureus 98 2
KNS 94 6
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mecA geni saptanamayan suslar, konvansiyonel yontemlerle
duyarliklar agisindan irdelenerek tablo 4’te sunulmustur.

Tablo-4: mecA geni saptanamayan stafilokok suslarinin konvansiyonel
yontemlerle duyarliik sonugclari

Sus no ve tiirii | Oksasilin DD Oksasilin E test | Sefoksitin DD | Sefoksitin E test
54 S aureus Orta duyarli Duyarl Duyarl Duyarl
71 S aureus Duyarl Duyarl Duyarl Duyarl
104 KNS Direncli Direncli Duyarl Duyarl
120 KNS Duyarl Duyarl Duyarl Duyarh
122 KNS Duyarl Duyarl Duyarl Duyarh
153 KNS Duyarl Duyarl Duyarl Duyarh
188 KNS Direncli Direncli Duyarl Duyarl
197 KNS Direncli Direncli Duyarl Duyarl

mecA geni saptanmig olmakla birlikte 2 S aureus ve 11 KNS susunda
konvansiyonel yontemlerin bazilariyla farkli duyarhlik sonuglar saptanmis,
veriler tablo 5’te sunulmustur. Buna gore, bir S aureus susunda oksasilin disk
difuzyon ve E test sonucu, diger S aureus susunda sefoksitin E test sonucu
uyumsuz olarak bulunmusken, KNS’larda sefoksitin E test sonuglarinin

genellikle uyumsuz oldugu goralmustar.
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Tablo-5: mecA geni icermelerine karsin konvansiyonel ydntemlerle farkli
duyarllik sonugclari saptanan suglara ait veriler

Sus no ve tiirii | Oksasilin DD | Oksasilin E testi Sefoksitin DD | Sefoksitin E testi
86 S aureus Orta duyarh | Duyarh Direngli Direngli

87 S aureus Direngli Direngli Direngli Orta duyarh
106 KNS Direncli Direngli Direngli Orta duyarh
116 KNS Direngli Direngli Direngli Duyarh

119 KNS Direncli Direngli Direngli Orta duyarh
121 KNS Direncli Direngli Direngli Orta duyarh
124 KNS Direngli Direngli Direngli Duyarh

136 KNS Direngli Direngli Direngli Duyarh

141 KNS Direngli Direngli Direngli Orta duyarh
162 KNS Direngli Direngli Direngli Duyarh

171 KNS Direngli Direngli Direngli Duyarh

182 KNS Direncli Direngli Direngli Orta duyarh
183 KNS Direngli Direngli Direngli Duyarh

Metisilin direncini saptamada altin standart olarak kabul edilen mecA

geni varligi ile KNS suslarinin oksasilin, sefoksitin disk difuzyonu ve E test

sonuglarinin uyumu istatistiksel olarak incelenerek tablo 6. da sunulmustur. S

aureus suglarinda 4 konvansiyonel testin tamami mecA ile uyumlu

bulunmustur.

Tablo-6: KNS suslarinda oksasilin ve sefoksitin test uyumu

Oksasilin

Sefo

ksitin

Disk diflizyon

E test

Disk diflizyon

E test

McNemar sonuglari

0.250

0.250

1.000

0.031*

* p<0.05 ise anlamhidir
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S aureus ve KNS susglarinin oksasilin ve sefoksitin disk difuzyon ile E

test sonugclarinin duyarlilik ve 6zgulltukleri tablo 7. de sunulmustur.

Tablo-7: S aureus ve KNS suslarinda oksasilin ve sefoksitin igin disk difiizyon ve E
testlerinin duyarlidi ile 6zgullugu

Oksasilin Sefoksitin
Disk Diflizyon E test Disk Diflizyon E test
duyarllik | 6zgullik duyarliik | 6zgillik | Duyarhlik Ozgullik duyarlilik Ozguilliik
KNS 100 50 100 50 100 100
S aureus 98.97 100 98.97 100 100 100 100 100

mecA ile sefoksitin E testi karsilastinldidinda, fazla sayida orta duyarli
sus oldugundan sonuglarin etkilendigi gozlendi. O nedenle orta duyarh suglar
direncli veya duyarh kabul edilerek ya da analiz disi birakilarak duyarlilik ve
ozgullukleri hesaplandi. Buna gore;

a) Orta duyarl suslar direngli kabul edildiginde; duyarhhk: % 95.74,
o0zgulluk: % 100 olarak bulundu, McNemar testine gore anlamli degildi
(p=0.125).

b) Orta duyarh suslar duyarh kabul edildiginde; duyarhhk: % 89.36,
0zgullik: % 100 olarak saptandi, McNemar testine gore anlamli idi (p=0,002).
Yanlis negatif sayisinin fazla olmasi nedeniyle bu sonug elde edildi.

c) Orta duyarh suslar analizden c¢ikartildiginda; duyarlilik: % 95.45,
ozgulluk: % 100 olarak bulundu, McNemar testine gore anlaml degildi (p=
0.125).

MRSA suslari multiplex PCR ile Oliveira ve ark. tarafindan kullanilan
primerler ile SCCmec yapilarina gore tiplendirildi. 93 MRSA susunda 209,
243, 303, 414 bp bantlar olustu (sekil 8). MRSA suglarindan 2’sinde mecA
geni saptanamazken, 5 MRSA susunda ise (sus no; 85, 86, 87, 91, 95) mecA
geni varolmasina karsin molekuler tiplendirme yapilamadi (sekil 9).
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Size marker 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Size marker

1116
883
692

561

489
414

464
303

331
243

242 — pr— — - €09
196 - - ——-—— - -
D D e - .- 162

147
116

Sekil-8: S aureus suslarinda multiplex PCR sonuglar

Sekil-9: mecA saptanmasina karsin tiplendirilemeyen suslar

Tip Il SCCmec tagslyan S aureus suslarinda olasi antibiyotik direngleri
acgisindan, Phoenix tani sistemi ile saptanan penisilin G, siprofloksasin,
ofloksasin, eritromisin, gentamisin, trimetoprim-sulfometaksazol ve

amoksisilin-klavulanat % direng oranlar Tablo 8'de sunulmustur.
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Tablo-8: S aureus suslarinin Phoenix tani sistemi ile

saptanan antibiyotik direng

oranlarn

Direngli (%)
Penisilin G 100
Siprofloksasin 96
Ofloksasin 96
Eritromisin 81
Trimetoprim-Sulfometaksazol 1
Gentamisin 95
Amoksisilin-klavulanat® 100

* toplam 68 susda amoksisilin-klavulanat duyarlligi ¢aligildi, hepsinde direngli olarak saptandi.

KNS’larda, Oliveira ve ark. (51) tarafindan kullanilan primerler ile

Multiplex PCR sonrasi olusan bantlar incelenmis ve sekil 10’da sunulmustur.

Benzer genomik yapidaki KNS’ler

196 —— P
162-mecA

147

116

Sekil-10: KNS’larda multiplex PCR ile elde edilen gérinti
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TARTISMA VE SONUG

S aureus son yanm yuzyil iginde, spektrumunda yer alan hemen tum
antibakteriyel ajana karsi direng gelistirmigtir. Penisilinin yaygin olarak
kullaniminin ardindan 1944 yilinda penisilin direnci, metisilin kullanimindan bir
yil sonra da metisiline direng tanimlanmistir (6-8). Metisiline direngli S aureus
(MRSA) suslan pratik olarak tum _-laktam antibiyotiklere direngli olarak kabul
edilmekte, bu durum beraberinde tedavi zorluklar getirmektedir (5-12,21).
Metisiline direncli stafilokoklar siklikla eritromisin, klindamisin, kloramfenikol,
tetrasiklin, gentamisin gibi degisik antibakteriyel ajana da direnglidir. Bu diren¢
profili nedeniyle glikopeptid antibiyotikler, tedavide tek segenek olarak
kargimiza g¢ikmaktadir. Vankomisin 1958 yilinda gram-pozitif bakteri
enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in klinik kullanima girmis, metisilin direncine
paralel olarak tum dinyada vankomisin kullanimi da belirgin 6lgude artmistir.
Bunun sonucunda geligen vankomisin direnci, once 1959 ve 1983 yillarinda
klinik orneklerden izole edilen iki KNS turinde gosterilmis, 1997 yilinda da
Japonya’da vankomisin duyarliigi azalmig ilk S aureus susu bildirilmistir. Bu
ilk bildirimi diger Ulkelerden gelen bildirimler izlemistir(14).

Metisilin direncini saptamada MecA geninin gosterilmesi altin standart
olarak kabul edilmektedir. Ancak rutin uygulamada, yakin zamana kadar
oksasilin duyarhhgini belirleyen testler referans yontem olarak kullaniimistir.
Son yillarda, sefoksitinin metisilin duyarliigini belirlemede alternatif olarak
kullanilabilecegi yonunde cgaligmalar bulunmaktadir. Sefoksitinin, 6zellikle
heterojen direngli suslarin saptanmasinda mecR1 igin daha iyi ve hizl bir
indukleyici oldugu dusunulmekte, bu nedenle kullanilmasi onerilmektedir
(19,27-29,59,60).

S aureus igin sefoksitin disk testi, Clinical and Laboratory Standards
Instuitute (CLSI/NCCLS) 2005 klavuzunda oksasilin ile duyarhlik ve 6zgulluk
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yonunden esdeder olarak gosteriimektedir. KNS suslarinda ise sefoksitin disk
difizyon testinin, oksasilin MIK testlerine goére ayni duyarlilikta, buna karsin
daha yuksek ozgullukte oldugu ifade edilmekte, sefoksitin disk difluzyon
testinin oksasiline duyarl suslari tanimlamada oksasilin MiK testinden daha
dogru sonug¢ verdigi bildiriimektedir (19,27,28,60).

Calismamizda yer alan 100 S aureus ve 100 KNS sugunun metisilin
duyarhligi molekuler ve konvansiyonel yontemler ile arastirildi. Phoenix
otomatize tani sisteminde metisiline direngli suslar segilerek ¢alismaya alinmig
olmakla beraber, bazi farkh sonuglar elde edildi (tablo 2-5). Sistem direng
belirlemede oksasilin ve sefoksitin MiK degerlerine gore CLSI 6nerilerini goz
onine alarak kural isletmekte ve sonug yorumu yapmaktadir. Ozellikle
KNS’da MIK sinir degerleri diistrlerek yanlis negatifliklerin dniine gegilmeye
calisiimaktadir. mecA negatif suslarda, fenotipik olarak direngli bulunan

suslarin asin B-laktamaz yapimi, metisilini inaktive eden enzimlerin varhgi,

PBP2a diginda penisilin baglayan proteinlerin bulunmasi gibi farkl
mekanizmalar ile acgiklanabilecedi ifade edilmektedir (29,61,62). Ayrica
otomatize sistemler ile yanhs negatif sonuclara rastlanmadidi, disuk oranda
da olsa yanlig pozitif sonuglarin elde edilebilecegi, cesitli ¢alismalarda
gosterilmigtir (19,63).

Calismamizda, oksasilin ve sefoksitin disk difuizyon ve E test
sonuglarinin, metisilin direncini saptamada altin standart olarak kabul edilen
mecA geni varlidi ile uyumu istatistiksel olarak incelendiginde, S aureus
suglarinda dort konvansiyonel testin tamami uyumlu bulundu. KNS’larin
cefoksitin E testi disindaki testleri de mecA ile uyumlu idi. Ancak, cefoksitin E
testi sonuglari mecA ile uyumlu degildi ve bu durum istatistiksel olarak anlamli
bulundu (tablo 6). Bu testlere ait duyarliik ve 6zgullukler incelendiginde
(tablo7), S aureus’da sefoksitin disk difiUzyon ve E testi, duyarllik ve 6zgullik
acisindan yuksek, oksasilin i¢in 6zgulluk ayni, duyarhhdin ise daha duguk

oldugu gozlendi. KNS’da ise, sefoksitin disk difizyon ile saptanan duyarliigin
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oksasiline esdeger oldugu, sefoksitin 6zgulligunun ise daha yuksek oldugu
goruldu. Sefoksitin E test ise, orta duyarh suslarin fazla olmasi nedeniyle
mecA ile uyumlu bulunmadi. Swenson ve ark. (27) KNS ve S aureus
suslarinda oksasilin ve sefoksitin i¢in disk difuzyon ve E testi ile duyarhliklar
arastirmig, testlerin duyarhlk ve 6zgullik oranlar; S aureus icin; disk difuzyon
ile oksasilin duyarhhdi % 98, 6zgullugu % 99, E test ile oksasilin duyarhhgr %
98, 6zgullugu % 100, disk difuzyon ile sefoksitin duyarlihd % 98, 6zgullugu %
100, E test ile oksasilin duyarhhdi % 99, 6zgullugu % 99 olarak; KNS suslar
icin disk difuzyon ile oksasilin duyarhhdi % 99, 6zgullugu % 89, E test ile
oksasilin duyarlihdi % 98, 6zgullugud % 91, disk difuzyon ile sefoksitin
duyarhhdr % 99, o6zgullugu % 97, E test ile sefoksitin duyarhhd % 98,
0zgullugu % 97 olarak saptanmigtir. Boubaker ve ark. (47) metisilin direncinin
rutin saptanmasinda sefoksitin disk difizyon testini dederlendirmeyi
amagcladiklari bir calismada, 115 MRSA ve 350 metisiline duyarll S aureus
(MSSA) susunda metisilin direncinin saptanmasinda oksasilin ve sefoksitin
disk difuzyon testini kullanmis, referans yontem olarak mecA geni
gosterilmistir. Bu calismada; disk difuzyon ile oksasilin duyarlihd % 90.4,
O0zgulligu % 99.1, disk difuzyon ile sefoksitin duyarhihdi % 96.5, 6zgullugu %
100 olarak saptanmigtir. Bizim ¢alismamizla karsilastirildiinda sonuglarin
benzer oldugu go6zlenmektedir. Ancak bizim bulgularimizda, KNS’larda
sefoksitin E testinde orta duyarl suslarimizin fazla olmasi nedeniyle duyarhlik
ve Ozgullukleri hesaplanamamis, farkli olasiliklar g6z 6nune alinarak
irdelenmis, orta duyarli suslar duyarli kabul edilecek olursa istatistiksel olarak
anlamh bulunurken, analiz disi birakildigi veya direngli kabul edildiginde
istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir. Bu konuda vyapilan cgesitli
calismalarda sefoksitin disk difuzyon testinin oksasiline alternatif olabilecegi
(27,47,64,65), bazi calismalarda ise daha buyuk serilerin ¢alisilarak
irdelenmesi gerektigi belirtiimektedir (60,64). KNS’larda cefoksitin E testinin
duyarlihk sinirlarinin daha fazla sus ile yapilan galismalarla geligtiriimesi
gerekecedi gorusund bizim bulgularimiz da desteklemektedir.
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Stafilokoklardan penisilinazi agin Ureten suslarda disk difizyon
testlerinde kuguk bir inhibisyon zonu olusabilecedi ya da hig zon
olugturmayacag: bildiriimektedir. mecA araciligiyla olusan direng PCR veya
lateks testleri ile do@rulanabilir. Bazi asin penisilinaz dreten suslar 6zellikle
oksasilin disk difizyonu ile zon olusturmazlar ve bu durum onlarin yanhglikla
MRSA olarak tanimlanmalarina neden olur. Ancak sefoksitin ile yapilan
testlerin penisilinazi asin ureten suglardan ayni gekilde etkilenmedigi
gOzlenmigtir (19). Bizim galismamizdaki 54 no’lu (S aureus) susumuzun mecA
geni tasimamasina ragmen oksasilin diski ile orta duyarl bulunmasi (zon ¢api

12 mm) asir penisilinaz Gretmesiyle iligkili olabilir (Tablo 4).

Metisilin direncinin saptanmasinda CLSI-2005 klavuzunda; mecA ve
mecA’nin kodladigi PBP2a’'nin saptanmasinin, metisiline direncin belirlenmesi
icin kesin yontemler oldugu belirtiimekte, adir enfeksiyonlarda izole edilen
stafilokok suslarinda disk difuzyon testi sonuglarinin dogrulanmasi igin
kullanilabilecegi ifade edilmektedir. mecA genini tagiyan stafilokoklar
metisiline direncgli olarak, mecA geni igermeyen veya PBP2a sentezlemeyen
izolatlar metisiline duyarh olarak bildirilmeli, mecA disindaki bazi ender direng
mekanizmalarinin da bulunmasi nedeniyle, disk difiizyon testiyle birlikte MIK
testleri yapilmissa, oksasilin MiK’leri = 4 ug/mL olup, mecA veya PBP2a
negatif izolatlarin oksasiline direncli olarak bildiriimesi 6nerilmektedir (28).

mecA geninin gosteriimesinde PCR altin standart yontemdir
(4,12,66,67). Birden fazla primerin birlikte tek tip iginde kullaniimasina olanak
saglayan multipleks PCR yontemi, 1988 yilinda Chamberlain ve ark. (70)
tarafindan geligtirilmistir. Bu teknik, MRSA’lari spesifik olarak tanimlamak, S
aureus ve KNS’larda metisilin direncini ortaya koymak, bazi direng
determinantlari ile stafilokoksik toksinleri godstermek amaciyla
kullanilabilmektedir (51,57,68-70).
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Metisilin duyarli S aureus’un, stafilokokal kaset kromozom mec
(SCCmec) olarak bilinen genis bir genetik element kazanmasi ile MRSA
dogmustur. SCCmec, S aureus’un replikasyon merkezine yakin bir bolgede
MRSA kromozomuna integre olmus 21-67 kb’hk bir DNA pargasidir (6,9).
SCCmec’in replikasyon merkezine yakin bir bolgede yerlesmesi, antibiyotik
diren¢ genlerini gabuk almasini saglayarak bakteriye dnemli bir avantaj
kazandirmaktadir (6,12,14). SCCmec olarak adlandirilan bu genomik
adaciklarda, mecA geninin yani sira diger antimikrobiyal ajanlara direngten
sorumlu genler, insersiyon sekanslari da yer alir. Gunimuzde 21-67 kb
agirhginda tanimlanmus Tip I, 11, 11, IV olarak ifade edilen dort farkh SCCmec
elemani vardir. SCCmec tipleri; igerdikleri sinif mec gen kompleksi ve ccr gen
kompleksine gore duzenlenir (6,7,10,11,14,30-32).

Ito ve ark. (34,35) tarafindan yapilan galismalarda SCCmec olarak
refere edilen 3 major mec elementinin tim yapisi gdésterilmistir. ingiltere’de
1961 yilinda izole edilen ilk MRSA (NCTC 10442) susunun tip |, Japonya’'da
1982 yilinda izole edilen MRSA (N 315) susunun tip Il, Yeni Zelanda'da 1985
yilinda izole edilen MRSA (85/2082) susunun ise tip Il SCCmec icerdigi ve
yapilari ayrintili bir gsekilde ortaya konmustur (34,35). 1990’li yillarin sonlarina
dogru izole edilmeye baslanan toplum kokenli MRSA suglarinin tip 1V
SCCmec igerdigi gorulmustur (36). Tip IV SCCmec suslarin mecA disinda
direng geni igermedigi, yapisal olarak diger tiplerden daha kuguk oldugu
saptanmistir (11,38-43).

Oliveira ve ark. (51) daha once genetik yapilari multilocus sequence
typing (MLST) ile ortaya konmus, farkh kokenlerden gelen 28 MRSA sugunun
mec elementlerinin yapisi multipleks PCR ydntemiyle c¢alismislardir.
Multipleks PCR yonteminin, MRSA izolatlarinin mec elementlerinin yapisal
tiplendirmesinde hizh bir yontem oldugu ifade edilmektedir (42,43,51).
Calismamizda SCCmec tiplerini belirlemek amaci ile Oliveira ve ark.
tarafindan Onerilen primerleri kullandik. mecA geni saptanan 98 MRSA
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susundan 93 tanesinde 209, 243, 303, 414 bp bantlarin olustugunu, bu
bantlarin Oliveira ve ark.’nin (51) siniflamasina gore tip 11l SCCmec’i temsil
ettigini saptadik (Sekil 8, 9).

Ko ve ark. (16) tarafindan yapilan galismada 12 Asya ulkesinden
toplanan 74 MRSA susu MLST ve multipleks PCR yontemleriyle irdelenmis,
multipleks PCR’da Oliveira ve ark.nin (51) ¢calismasinda kullanilan primerler
kullanilmistir. Asya bolgesinde izole edilen MRSA susglarinda 2 major genotip
saptanmig, MLST ile saptanan genotiplerin dagiliminin izole edildigi ulkeyle
baglanti olarak degistigi gorulmustir. Kore ve Japoya'da CC5; Cin,
Hindistan, Endonezya, Filipinler, Suudi Arabistan, Singapur, Sri Lanka,
Tayvan, Tayland ve Vietnam’i igeren diger Asya ulkelerinde ise CC239
genotipleri saptanmistir. Multipleks PCR ile de Kore ve Japonya’dan izole
edilen suslarin gogunun SCCmec tip Il, diger Asya Ulkelerinden izole edilen
suslarin ise SCCmec tip Il veya IlIA oldugu gorulmustur. Arakere ve ark. (52)
tarafindan yapilan ¢alismada Hindistan’da iki farkli hastanede izole edilmis
toplam 82 MRSA susu kullanilarak multipleks PCR ile SCCmec tipleri
irdelenmistir. Suglardan 49‘unun tip Ill SCCmec, 26’sinin tip [IIA SCCmec
icerdigi gorulmasgtur. Her iki galismada elde edilen bulgular, bizim sonuglarimiz
ile benzerlik gostermektedir. Chung ve ark. (71) tarafindan Florida-Amerika’'da
yapilan bir gcalismada, 202 MRSA susu MLST, PFGE ile epidemiyolojik olarak
degerlendiriimis ve Oliveira ve ark.nin (51) ¢alismasinda kullanilan primerler
ile multiplex PCR yontemiyle SCCmec tipleri arastinimistir. Florida’nin iki
hastanesinden toplanan susglarda agirlikli olarak tip Il (n=107), yani sira daha
az sayilarda tip | (n=5), lll (n=2), llIA (n=1) ve IV (n=73) SCCmec saptanmig, 4
susda ise tiplendirme yapilamamigtir. Bu galismada bizim galismamizdan farkli
olarak tum SCCmec tipleri saptanmig ve tip IV SCCmec igeren suslarin sayisi
dikkat cekici olarak fazla bulunmustur. Tip [I SCCmec’in agirlikh olarak
gorulmesi, bizim galismamiza goére bir diger fark olarak kargimiza cikti.
Yunanistan'’da Sousa ve ark. (72) tarafindan yapilan bir diger galigmada ayni
hastanede izole edilen 118 MRSA susunda MLST ve multiplex PCR ile
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SCCmec tipleri arastinimis. Toplanan 118 susda tip Ill (n=30), tip IlIA (n=41)
ve tip IV (n=46) SCCmec saptanmis. Bu galismada bizim suglarimizdan farkli
olarak, sadece kan izolatlari degil, katater iliskili enfeksiyonlar ve yara
orneklerinden izole edilen suglar ile toplum kokenli MRSA kullaniimig, hastane
kokenli MRSA izolatlarda bizim ¢alismamizda da saptanmis olan tip Il
SCCmec varlidi gosterilmistir. Cografi olarak birbirine ¢ok yakin iki Ulkedeki
suslarin ayni klondan koken almig olabilecegini dugundurmektedir. Ko ve ark.
(16) ile Arakere ve ark. (52) yaptidi calismalarda da genellikle bir Glkede ayni
tip SCCmec saptandigi gorulmustur. Calismamizda ayni tip SCCmec igeren
MRSA’larnn saptanmis olmasi, tUm izolatlarin ayni hastanede yatmakta olan
hastalardan alinmis olmasi ile de agiklanabilir. Ulkemizde farkli bélgelerden
toplanan izolatlar ile yapilacak ¢ok merkezli bir galisma bu konuda Turkiyenin

profilini gostermesi agisindan anlamli olacaktir.

Calismamizda MRSA suslarindan 5 tanesinde (sus no; 85, 86, 89, 91,
95) mecA geni bulunmakla birlikte, kullandigimiz primerler ile tiplendirme
yapillamadi (Sekil 9). Ko ve ark. (16), Arakere ve ark (52) ile Chung ve ark.
(71) tarafindan yapilan galigmalarda da, bizim sonuglarimiza benzer sekilde
tiplendirilemeyen suslar bulunmaktadir. Bu tur suslarda henltz tanimlanmamig

bazi gen yapilarinin bulunmasi olasidir.

Ko ve ark. (16) Tip Il SCCmec igeren suslan dider antibiyotik
duyarhliklar agisindan irdelemiglerdir (Tablo 1). Benzer sekilde Arakere ve
ark.(52) metisilin digindaki antibiyotik duyarlliklarini irdelemis ve tum suslarin
penisilin, eritromisin, gentamisin, tetrasikline de diren¢li oldugunu
saptamislardir. Metisilin disi antibiyotik duyarliliklarn agisindan bakildiginda
bizim suslannmizin da diger tip Il SCCmec iceren suslar ile benzer sonuglar
verdigi gozlenmektedir (Tablo 8). Bizim bazi suglarimizin eritromisine duyarl
oldugu, diger susglarimizin 6zellikle Cin ve Tayland suslari ile benzerlik
gOsterdigi dikkati gekmektedir.
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KNS’lerde mecA geni varlidi irdelendiginde, 94 susda mecA saptand..
KNS’larda daha 6nce yapilmamis olmakla beraber, Oliveira ve ark. (51)
tarafindan kullanilan primerler ile MRSA’lardaki gibi bir tiplendirme yapmayi
amagcladik. Elde edilen sonuglar bilinen tipler ile uyum gostermedi, ancak
Multiplex PCR sonrasi olugan bantlar incelendiginde g¢esitli suslarin ayni bant
fenotiplerini gosterdigi gozlendi. Bu durum bize s6z konusu suglarin benzer
genomik yapilarinin ve diren¢ genlerinin olabilecedini digundurdu. Bu suslarin

ileride PFGE ile yeniden irdelenmesinin yararl olacagini diguinmekteyiz.

Sonug olarak,

= Calismamizda, hem S aureus hem de KNS suslarinda metisiline
direncin gosterilmesinde, referans yontem olan mecA geninin varlidi ile
kiyaslandiginda, fenotipik yontemlerin sefoksitin E testi diginda uygun
oldudu, sefoksitin E testinin MRSA izolatlarinda daha duyarli sonuglar
verirken, KNS’larda kullaniminin bizi yaniltabilecedi sonucuna varildi.
Fenotipik yontemler arasinda olup, son yillarda kullanimi 6nerilen
sefoksitin disk difuzyon testinin, hem duyarliik hem 6zgullik agisindan
daha iyi oldugu ve metisilin direncini belirlemede oksasilin disk difuzyon
ve E test yontemlerine alternatif olarak ve/veya birlikte kullanilabilecegi
ortaya konuldu.

= Calismada kullanilan suslarin rutin olarak kullanilan otomatize sistem
ile metisiline direncli olarak saptanmasina karsli, ¢cok kuguk bir oranda
da olsa mecA geni icermemesi; mecA yonunden yanlis pozitif sonuglar
elde edilebilecedini, ancak farkh direng mekanizmalarinin bu durumun
sebebi olabilecegdi, o nedenle dikkatli olmak gerektigini gosterdi.

= Multipleks PCR yontemiyle SCCmec tiplerini arastirdigimizda,
tiplendirilebilen suslarimizin Tip Il SCCmec ile uyumlu oldugu, yapilan
benzer gcaligmalarda da ayni bolgeden toplanan izolatlarda genellikle
ayni Tip SCCmec bulundugunu, bu nedenle sonuglarimizin literatire

katki yapacak nitelikte oldugunu soyleyebiliriz.
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Susglarimizin diger antibiyotiklere direng durumu incelendiginde,
SCCmec Tip llI'de olmasi gereken direng Ozelliklerini yansittigi,
dolayisiyla benzer bir plazmid yapisina sahip olabilecekleri dugunuldu.
Bu yonden ileri ¢galigmalarin yapilmasinin uygun olacad sonucuna
varildi.

Tiplendirme agisindan farkl bolgelerden toplanan izolatlarla yapilacak
cok merkezli galismalarin, Turkiye’nin genel profilini ortaya koymak

bakimindan yararl olacagi kanisina varildi.
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EKLER

Ek-1: S aureus suslarinin duyarlilik sonuglari ve mecA geni varhgi

Sus Ox-DD Cef-DD Ox-E test | Cef-E mecA
No test

1 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
2 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
3 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
4 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
5 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
6 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
7 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
8 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
9 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
10 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
11 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
12 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
13 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
14 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
15 6 mm-R 12 mm-R | 256-R 96-R +
16 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
17 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
18 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
19 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
20 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
21 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
22 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
23 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
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24 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
25 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
26 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
27 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
28 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
29 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
30 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
31 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
32 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
33 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
34 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
35 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
36 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
37 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
38 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
39 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
40 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
41 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
42 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
43 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
44 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
45 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
46 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
47 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
48 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
49 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
50 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
51 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
52 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
53 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
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54 12 mm-I 29 mm-S | 2-S 6-S Negatif
55 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
56 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
57 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
58 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
59 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
60 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
61 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
62 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
63 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
64 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
65 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
66 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
67 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
68 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
69 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
70 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
71 18 mm-S | 28 mm-S | 0,5-S 6-S Negatif
72 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
73 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
74 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
75 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
76 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
77 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
78 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
79 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
80 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
81 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
82 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
83 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
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84 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
85 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
86 11 mm-| 14 mm-R | 2-S 32-R
87 6 mm-R 17 mm-R | 16-R 16-1
88 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
89 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
90 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
91 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
92 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
93 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
94 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
95 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 16-1
96 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
97 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
98 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
99 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
100 |6 mMm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
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Ek-2: KNS susglarinin duyarhilik sonuglari ve mecA geni varligi

Sus Ox-DD Cef-DD Ox-E test | Cef-E mecA
No test

101 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +

102 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +

103 |6 mm-R 15 mm-R | 3-R 32-R +

104 17mm-R 33 mm-S | 0,38-R 3-S Negatif
105 |6 mMm-R 15 mm-R | 6-R 48-R +

106 |6 mm-R 18 mm-R | 8-R 16-I +

107 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +

108 | 6 mm-R 15 mm-R | 4-R 64-R +

109 |6 mm-R 15 mm-R | 6-R 48-R +

110 |6 mMm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +

111 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +

112 | 6 mm-R 13 mm-R | 12-R 48-R +

113 |6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +

114 | 6 mm-R 14 mm-R | 16-R 32-R +

115 |6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +

116 | 15mm-R |22 mm-R | 1-R 8-S +

117 |16 mm-R | 15 mm-R | 4-R 32-R +

118 |6 mMm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +

119 |6 mMm-R 19 mm-R | 2-R 24-| +

120 |19 mm-S |31 mm-S | 6,125-S | 3-S Negatif
121 16 mm-R | 19 mm-R | 15-R 12-1 +

122 |26 Mm-S |33 m-S |6,125-S |1-S Negatif
123 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +

124 |16 mm-R |22 mm-R | 1-R 8-S +

125 | 6 mm-R 18 mm-R | 6-R 32-R +
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126 | 6 mm-R 11 mm-R | 8-R 256-R +
127 | 6 mm-R 6 mm-R | 16-R 256-R +
128 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
129 |11 mm-R |16 mm-R | 1,5-R 32-R +
130 | 6 mm-R 15 mm-R | 12-R 32-R +
131 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
132 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
133 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
134 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
135 |6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
136 | 13 mm-R |23 mm-R | 1-R 6-R +
137 | 6 mm-R 13 mm-R | 256-R 48-R +
138 | 6 mm-R 16 mm-R | 256-R 32-R +
139 | 6 mm-R 16 mm-R | 4-R 32-R +
140 | 6 mm-R 12 mm-R | 6-R 64-R +
141 | 6 mm-R 18 mm-R | 2-R 16-I +
142 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
143 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
144 | 6 mm-R 13 mm-R | 4-R 64-R +
145 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
146 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
147 | 6 mm-R 13 mm-R | 16 mm-R | 64 mm-R | +
148 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
149 | 6 mm-R 15 mm-R | 3-R 32-R +
150 | 6 mm-R 16 mm-R | 2-R 32-R +
151 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
152 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
153 25 mm-S | 33 mm-S | 0,19-S 3-S Negatif
154 | 6 mm-R 14 mm-R | 6-R 48-R +
155 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
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156 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
157 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
158 | 6 mm-R 15 mm-R | 12-R 32-R
159 | 6 mm-R 18 mm-R | 6-R 32-R
160 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
161 | 6 mm-R 16 mm-R | 256-R 32-R
162 |13 mm-R |23 mm-R | 1-R 6-S
163 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
164 | 6 mm-R 15 mm-R | 256-R 48-R
165 | 6 mm-R 13 mm-R | 256-R 64-R
166 |11 mm-R |21 mm-R | 1,5-R 12-R
167 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
168 | 6 mm-R 26 mm-R | 2-R 48-R
169 | 6 mm-R 17 mm-R | 256-R 32-R
170 | 6 mm-R 18 mm-R | 4-R 32-R
171 13mm-R | 23 mm-R | 0,75-R 8-R
172 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
173 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
174 | 6 mm-R 18 mm-R | 2-R 32-R
175 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
176 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
177 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
178 | 6 mm-R 16 mm-R | 4-R 48-R
179 | 6 mm-R 26 mm-R | 256-R 32-R
180 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
181 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
182 |16 mm-R |23 mm-R | 2-R 16-1
183 |16 mm-R |22 mm-R | 1-R 8-S
184 | 6 mm-R 16 mm-R | 6-R 32-R
185 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R
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186 | 9 mm-R 21 mm-R | 2-R 16-1 +
187 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
188 12mm-R | 29 mm-S | 1,5-R 2-S Negatif
189 |12mm-R |15mm-R | 1,5-R 32-R +
190 | 6 mm-R 12 mm-R | 12-R 96-R +
191 | 6 mm-R 17 mm-R | 48-R 32-R +
192 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
193 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
194 | 8 mm-R 17 mm-R | 3-R 32-R +
195 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
196 | 6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
197 |16 mm-R | 27 mm-S | 0,75-R 4-S Negatif
198 | 6 mm-R 14 mm-R | 256-R 48-R +
199 | 6 mm-R 14 mm-R | 256-R 48-R +
200 |6 mm-R 6 mm-R | 256-R 256-R +
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