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KISALTMALAR

CA-MRSA: Toplumdan kazaniimis MRSA

CLSI: Clinical and Laboratory Standarts institue
DM: Diabetes Mellitus

EMB: Eosin Methylen Blue

HA-MRSA: Hastane kaynakli MRSA

HbA1.: Glikolize hemoglobin

KNS: Koagulaz negatif stafilokok

MRSA: Metisilin rezistans Staphylococcus aureus
MSCRAMM: Microbial surface component reacting with adherence matrix molecules
MSSA: Metisilin duyarli S.aureus

PBP: Penicillin Binding Protein

PVL: Panton-Valentine leukocidine

S. aureus: Staphylococcus aureus

SCCmec: Stafilokoksik kaset kromozomu mec
TSST: Toksik sok sendromu toksini

WHO: Diinya Saglik Orgiti



1. GIRIS VE AMAG

Diabetes mellitus (DM), hem akut hem kronik komplikasyonlara neden
olabilen ilerleyici bir endokrin bir hastaliktir. Kronik komplikasyonlarindan birisi olan
diyabetik ayak, néropati ve periferik damar hastaligina enfeksiyonunda eklenmesi
ile olusan, ekstremiteyi tehdit edebilen multifaktéryel bir sorundur.

Ayak enfeksiyonlari diyabetli hastalarda onemli bir morbidite ve mortalite
sebebidir. Diyabetli hastalarin yaklasik % 25'i hayatlari boyunca diyabetik ayak
ulserleri ile kargi karsiya kaldigi ve bunlarin % 15-20’nin amputasyonla
sonuglandigi bilinmektedir.?

Bu amputasyonlarin %85’inden fazlasinda derin ayak yarasi Ustinde de
gelismis infeksiyon ve gangren mevcuttur.® Yapilan calismalar diyabetik ayak
Ulserlerinde Gram pozitif bakterilerin 6zellikle de Staphylococcus aureus‘un
(S.aureus) baskin oldugunu ve metisilin rezistans Staphylococcus aureus (MRSA)
prevalansinin arttigini géstermektedir.

MRSA diyabetik ayak Ulserli hastalar igin acil ve ciddi bir problemdir.
Amputasyon uygulanan hastalarin % 45 inde MRSA enfeksiyonu oldugu ve bu
hastalarin yaklasik % 25 de postoperatif amputasyon guduaginde enfeksiyon
gelistigi ve bununda % 71’ nin MRSA enfeksiyonu oldugu g6z onlune alinirsa uzun
sure hastanede kalma, ekstremite amputasyonu, rehabilitasyon, ev bakimi ve is
glcu kaybi gibi maliyeti; mortalitesi ve morbiditesi ylUksek bir komplikasyonu
azaltmak icin enfekte veya nonenfekte diyabetik ayak dulserlerinin MRSA ile
enfeksiyonuna ve /veya kolonizasyonuna predispozan faktorleri belirleyip onlem

almak gerekir. *



MRSA ya baglh gelisen diyabetik ayak enfeksiyonun en énemli risk faktoéru
geciriimis MRSA enfeksiyonu oykisi ve MRSA tasiyicihdidir. Nazal S. aureus
tasiyiciliginin enfeksiyonlarinin yayilmasinda 6nemli bir kigisel risk faktoru oldugu
bilinmektedir.”

Calismalar nazal S. aureus tasiyiciiginin cilt enfeksiyonu ve cerrahi yara
yeri enfeksiyonu gelisiminde rol oynadidini; bunda burun tasiyicisi olanlarin el
kontaminasyonu yolu ile gevreye yayildi§i géstermektedir.*

Biz bu cgalismada DM’lu hastalarin nazal MRSA tasiyicilik oranini ve
diyabetik ayak enfeksiyonu olan hastalarin karakteristigini, risk faktorlerini
belirlemeyi ve nazal MRSA tasiyiciidi ile MRSA Ulser enfeksiyonu arasindaki

iligkiyi arastirmayi1 amagcladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. DIABETES MELLITUS

2.1.1 Tanim:

DM, genetik ve immin yapinin neden oldugu bir seri patolojik olaylar
sonucu, pankreas beta hucrelerinden salgilanan insulin hormonunun, mutlak veya
goreceli azligi veya etkisizligi sonucu karbonhidrat, protein ve yag
metabolizmalarinda bozukluklara yol agan, hemen hemen tum sistemlerde
komplikasyonlara neden olabilen, kronik, hiperglisemik ve metabolik bir

hastaliktir.®’

2.1.2. Epidemiyoloji

Diunya Saghk Orgltiinin (WHO) tahminlerine gore diinya diyabetli nifusu
halen 200 milyon civarindadir ve bu sayinin 2025 yilinda 300 milyona ulagacagi
ongoriilmektedir.®*

Ulkemizde 1997-98 yillarinda Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji Grubunun 270
koy ve 270 mahalle merkezinde gergeklestiriien ve random olarak secilmis 20 yas
Uzerinde 24788 kisiyi kapsayan TURDEP Calismasinin sonuglarina gére Tip 2

diyabet prevalansi %7,2, bozulmus tolerans testi (IGT) sikligi %6,7’dir. Bu oranlara



dayanarak 2000 yili nifus sayimina goére Ulkemizde 2,6 milyonun Uzerinde

diyabetli ve 2,4 milyon civarinda IGT’ linin yasadigi tahmin edilmektedir.’®""

2.1.3.Diabetes Mellitusun Etiyolojik Siniflandiriimasi

Farkl etiyolojik nedenlerden kaynaklanan DM igin etiyolojiye yonelik tedavi
protokolleri gelistirmeyi amaclayarak; 1979 yilinda, National Diabetes Data Group
ve 1985 yilinda WHO Study Group, siniflandirma ile ilgili c¢aligmalarini
yayinladilar.®'? 1997 ve 2003 yillarinda International Expert Committee, DM’un
siniflamasi ve tanisal kriterlerini tekrar inceledi.’®™ Bitiin bu calismalarin isiginda
2005 vyilinda American Diabetes Association tarafindan DM'un etiyolojik

siniflandirmasi yapiimistir.'®

2.1.4. Siniflandirma

I. Tip 1 Diyabet (IDDM)

A. imminolojik

B. idiopatik

Il. Tip 2 Diyabet (NIDDM)

lll. Diger spesifik tipler
A. Beta hicre fonksiyonunda genetik hasar

1. MODY 1 ( Maturity Onset of Diabetes of the Young)
(hepatosit nukleer transkriptor faktor 4 alfa = HNF—4 alfa)

2. MODY 2 ( Glukokinaz )

3. MODY 3 ( HNF-1 alfa)

4. MODY 4 (instilin Promoter Factdr 1 =IPF—1)

5. MODY 5 ( HNF-1 beta)

6. Mitokondrial DNA

7. Proinsulin veya insulin konversiyonu defektleri
B. insiilin etkisinde genetik defekt

1. Tip A insulin rezistansi

2. Leprechuanizm

3. Rabson-Mendenhall Sendromu

4. Lipoatrofik diyabet



C. Ekzokrin pankreas hastaliklari ( pankreatit, pankreatektomi, neoplazm, kistik
fibrozis,hemakromatozis, fibrokalkiloz pankreas)
D. insiilin direncine neden olan Endokrinopatiler (Akromegali, Cushing Sendromu,
Glukagonoma, Feokromasitoma, Hipertiroidizm, Somatostatinoma, Aldosteronoma)
E. ila¢ ya da kimyasal maddelere bagli ( pentamidin, nikotinik asit,
glukokortikoidler, tiroid hormonu, diazoksit, beta adrenerjik agonistler, tiazidler,
fenitoin,
alfa interferon, klozapin, beta blokerler, proteaz inhibitorleri).
F. Enfeksiyonlar ( konjenital rubella, coxakie, sitomegalovirus)
G. immiin diyabetin yaygin olmayan formlari ( Stiff--Man Sendromu, antiinsiilin Ab.)
H. Diyabet ve insulin direnci ile birlikteligi olan bazi sendromlar ( Down Sendromu,
Klinefelter Sendromu, Turner Sendromu, Friedrich Ataksisi, Huntington
Koreasi, porfiria, Prader —Willi Sendromu, Miyotonik Distrofi)

IV. Gestasyonel DM

2.1.5. Diabetes Mellitus’un Klinik Bulgular

En sik rastlanan semptomlar hiperglisemi ile ilgili olan politri, polidipsi,
polifaji, kilo kaybi gibi semptomlardir. Hiperglisemi sonucu hastalarda piyelonefrit
veya sistit gibi diger infeksiyonlara da duyarlihk artmigtir. Dehidratasyona bagh
dusuk turgor ve mukoza ve cilt kurulugu gorualebilir. Fakat ilk olarak diyabetik koma
ile hasta, dekompanse bir metabolik tablo ile de gelebilir. Kontrolstz olan instline
bagiml diyabette yag katabolizmasi sonucu olugsan ketoasidoz tablosu, anoreksi,
mide bulantisi, hava aghgi, aseton kokan hizli ve derin solunum ve tedavi edilmez
ise biling kaybi, koma ve 6lum ile sonuclanir.®1¢8

Uzun vadede makrovaskuler hastalik sonucu aterosikleroz, mikrovaskuler
hastalik sonucu nefropati ve retinopati, simetrik duyu kaybi ile karakterize distal
polinéropati olusabilir. Erkeklerde seksuel impotans oldukc¢a yaygin (%50-%60) bir
semptomdur. Laboratuvar bulgularinda; hiperglisemi,

hiperketonemi, hiperpotasemi, hiponatremi, yliksek serum ozmolaritesi,
glukozuri, ketonuri, asidoz gelismigse dusuk serum bikarbonat seviyesi, dusuk kan

pH degeri saptanabilir.®'6®



2.1.6. Diabetes Mellitus’un Tanisi
Amerikan Ulusal Diyabet Veri Grubu (NDDG) ve WHO tarafindan
tanimlanmig olan tani kriterleri revize edilmistir ve gunimuzde kullaniimakta olan

tani kriterleri Tablo -1'de gosterilmistir.

Tablo- 1. Diabetes Mellitusun Tani Kriterleri

1. Diabetes mellitusun poliuri, polidipsi ve agiklanamayan kilo kaybi gibi klasik
semptomlarinin varliginda, son 6gune bakilmaksizin ginin herhangi bir

saatinde plazma glukozunun >200mg/dl olmasi veya

2. AKS' nin >126mg/dl olmasi (en az 8 saatlik aglik sonrasi alinan kanda) veya

3. OGTT sirasinda 2.saat plazma glukozunun >200mg/dl olmasi,

DM tanisinda plazma glukoz dizeylerinin dlgimundn yanisira glikolize
hemoglobin (HbA1;) ve serum proteinlerinin (fruktozamin) olcimleri de 6énemlidir.
HbA1. normalde total hemoglobinin %4-6 ‘sini tegkil eder ve kan glukozu uzun sure
yuksek kalan diyabetlilerde bu deger yukselir. Glukolize hemoglobin, dénceki 8-12

haftadaki kan glukoz durumunu yansitir.'®%

10



2.1.7. Diabetes Mellitus’'un Komplikasyonlari

A. Diabetes Mellitus’'un Akut Komplikasyonlari

1. Diyabetik Ketoasidoz

2. Hiperozmolar non-ketotik koma

3. Hipoglisemi

B. Diabetes Mellitus’un Kronik Komplikasyonlari

1. Diyabetik mikroanjiopati

a.
b.

Diyabetik Retinopati
Diyabetik Nefropati

2. Diyabetik makroanjiopati (ateroskleroz)

a.
b.

C.

Koroner arter hastaligi
Serebro-vaskuler hastalik

Periferik arter hastaligi

3. Diyabetik Noropati

a.
b.
C.
d.

e.

N o o &

Simetrik Periferal Polinéropati
Otonom Noropati

Asimetrik Mononéropati
Radikulopati

Diyabetik Amiyotrofi

infeksiyonlar
Dermopatiler
Depresyon

Diyabetik Ayak Yaralari

11



2.2. DIYABETIK AYAK YARALARI

2.2.1. Epidemiyoloji

DM’ un en sik gorulen komplikasyonlarindan biri diyabetik ayak problemidir.
Yapilan galigsmalar, diyabetli hastalarin hayatlari boyunca yaklasik % 15’inin ayak
yarasi komplikasyonu ile karsilasacagini giisterir.21 Nontravmatik amputasyonlarin
% 50 si diyabetik ayak nedeniyle olmaktadir.??
Epidemiyolojik veriler, 40 yasindan sonra diyabet hastalarinda ayak problemlerinin
cok siklastigini ve yas ile insidansinin arttigini gostermektedir. Amputasyon

insidansi erkeklerde kadinlardan daha yiiksektir.

2.2.2. Diyabetik ayak ulserlerinin etiyopatogenezi

Diyabetik hastalarda ayak infeksiyonlarina duyarliigin artmis olmasi, bazi
faktorlere baglidir. Bagisiklik sisteminin yetersizligi (notrofil fonksiyon yetersizligi
gibi), néropati ve vaskuler yetmezlik bu faktérlerin en dnemlileridir.

Gunumuzde diyabetik ayak infeksiyonu gelisiminde en o6nemli faktorin
noropati oldugu kabul edilmektedir. Noropati ayak sorunlari olan hastalarda
diyabetin metabolik dengesizligi ve sinirlerde mikrovaskuler sorunlar nedeniyle
olusmaktadir.?** En sik Ulser gelisen alanlar ayak parmaklarinin uglari, birinci
metatars basinin medial yuzeyi, besinci metatars basinin lateral yuzeyi ve
topuktur. Bu Ulser bolgeleri bakterilerin yerlesmesi igin oldukca elverigli

alanlardir.?+%°

2.2.3. Diyabetik ayak ulserlerinin siniflamasi
Diyabetik ayak ulserlerinin buglne kadar tanimlanmis siniflamalar igcinde en
cok kabul goreni Wagner tarafindan yapilmis olanidir. Tablo-2 de gosterilen bu

siniflama tedavinin takibi i¢cin de kullaniimaktadir.

12



Tablo- 2. Wagner siniflamasi %

E 0 Saglam deri ile birlikte kemik gikintisi veya kallus olusumu (ayak yarasi
vre
igin risk)

Evre 1 Derin dokulara yayilimin olmadigi yuzeyel yara

Evre 2 Tendon, kemik, ligament veya eklemi igermeyen derin yara

Evre 3 Tendon, kemik, ligament veya eklemi igeren derin yara

Evre 4 Parmaklari ve/veya metatarsi kapsayan gangren

Evre 5 Kurtarilamayacak duzeyde ve amputasyon gerektiren parmak ve/veya
vre
ayagin butinunun gangreni

2.2.4. Diyabetik Ayak Enfeksiyonlari

Diyabetik ayak enfeksiyonlarinda enfeksiyona duyarlihigin yaninda asil
sorumlu faktérler iskemi ve néropatidir.?’?®

Diyabetik ayak infeksiyonlari komplike olmamig selllitten, puUralan
Ulserasyon ve gangrentz nekroza kadar degisiklik gdsterebilir fakat tanisi zordur.
infeksiyonda lokal bulgular olan eritem, agri, 1sI artisi ve hassasiyet apse ve
osteomyelit varliginda bile saptanmayabilir. Diabetik ayak infeksiyonlarinda klinik,
hematolojik ve bakteriyolojik goOstergelerin yalanci sonuglar verme olasiligi
yuksektir. Ates gibi sistemik belirtiler ekstremitesi tehdit altinda olan hastalarin 2/3
{inde saptanmayabilir. Lokositoz olmayabilir. 2°

Son zamanlarda antimikrobiyal almayan hastalardaki akut enfeksiyonlar
siklikla monomikrobiyaldir (Cogunlukla Gram pozitif aeroptur), diger yandan kronik
enfeksiyonlar polimikrobiyaldir. Bu tir karigik etkenli enfeksiyonlu hastalardan
alinan kultarlerde genellikle Gram-pozitif ve Gram-negatif aeroplar ve anaeroplari
kapsayan 3-5 izolat elde edilir. Polimikrobial bir enfeksiyondaki her bir izolatin

patojenik rolt genellikle anlagilir degildir.

13



Aerobik Gram pozitif koklar derideki akut enfekte catlaklarda ve
kolonizasyonda baskin mikroorganizmalardir. S.aureus ve Beta hemolitik
streptokoklar en yaygin izole edilen patojenlerdir. Kronik yaralarda enterokok,
Enterobakter spp, zorunlu anaerop, Pseudomonas aeruginosa ve bazen diger non
fermentatif Gram negatif basilleri de iceren ¢cok kompleks flora gelisir.

Hospitalizasyon, cerrahi prosedur ve uzun sureli antibiyotik kullanimi
antibiyotik direngli organizmalarla kolonizasyon veya infeksiyon igin predispozan
olabilir. MRSA ve vankomisin rezistans enterokok kdkenleri gogunlukla hastanede
yatan hastalardan izole edilse de son zamanlarda toplum kaynakli olgularda da
gorulmeye baslamistir. Sonugta MRSA lar daha ¢ok diyabetik ayak infeksiyonlu
hastalarla ile ilgilidir. Tablo- 3’ de yaygin diyabetik ayak infeksiyonlar ve izole
edilen muhtemel patojenler gdsterilmektedir.3%-*°

Tablo- 3. Diyabetik ayak enfeksiyonlari ve izole edilen muhtemel patojenler

Ayak infeksiyon sendromu Patojenler

Acik deri yarasi haricindeki selulitler Beta Hemolitik streptokoklar

S. aureus
Antibiyotik almayan ve enfekte Ulser S. aureus
(genellikle monomikrobiyal) Beta Hemolitik streptokoklar

Onceden antibiyotik tedavisi almig veya S. aureus,

kronik enfekte (genellikle Beta Hemolitik streptokoklar
polimikrobiyal) Enterobacteriacea

Islandigi igin masere olan Ulserde Pseudomonas aeruginosa (siklikla diger
(siklikla polimikrobiyal) organizmalarla kombinedir)

Aerobik Gram pozitif kok (S. aureus, KNS
ve enterokok), difteroidler,
Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp,
nonfermentatif Gram negatif basiller ve
mantarlar

Uzun sure genis spektrumlu antibiyotik
tedavisine ragmen uzun surede
iyilesmeyen yara (polimikrobiyal ve
antibiyotige direncli érnekler)

Karisik aerobik Gram pozitif kok (enterokok
dahil) Enterobacteriaceae, non fermentatif
ve Gram negatif basil ve zorunlu anaeroplar

Ko6tu kokulu ayak, genis nekroz ve
gangren pis kokulu (polimikrobiyal)

14



Hem monomikrobiyal hem de polimikrobiyal tip enfekte diyabetik ayak Ulserli
hastalarda en yuksek oranda izole edilen bakteriler Gram pozitiflerdir. Gram pozitif
bakteriler iginde ise S.aureus birinci sirada yer alir. Ozellikle MRSA diyabetik ayak
Ulserli hastalar igin ciddi ve acil bir problemdir.>* 363

Yuzeyel suruntu seklinde alinan kdltir orneklerinin - etkenden ¢ok
kolonizasyonu yansitmasi nedeniyle guvenilir olmadigi bilinmektedir. En guvenilir
yontem deri doku kulturlerinin yapilmasidir. Eger bu olanakli degilse, yaranin
tabanindan kiretajla elde edilen materyalin veya purilan ekstidanin Gram
yaymasi, aerop ve anaerop kulturleri, antimikrobiyal tedaviyi yonlendirecek gerekli
bilgiyi saglayabilir.2®

Diyabetik ayak infeksiyonlarinin baglangi¢c tedavisi genellikle ampiriktir.
Antibiyotiklerin seciminde baslica dikkat edilecek hususlar siklikla kargilasilan
mikroorganizmalarin kapsanmasi, infeksiyonun ciddiyet derecesi ve varsa lokal
antibiyotik duyarlilik verileridir. Antibiyotik tedavisi oyklusu ve daha Onceden
yapilmis kultir sonucu varligi da dikkate alinmasi gereken diger faktorlerdir.
MRSA'nin lokal prevalansinin yliksek olmasi durumunda bu organizmaya eftkili
antibiyotiklerin de (6rn. glikopeptidler) ampirik tedavide yer almasi
onerilmektedir.3*%4°

Diyabetli hastalar hayatlari boyunca diyabetik ayak ulserleri igin risk
altindadirlar. Diyabetik ayak ulserlerinin hayat kalitesini azalttigi, mortalite ve
morbiditeyi arttirdigi hastanede yatis suresini uzatarak diger komplikasyonlarin da
olusumunu artirnp amputasyon riskini arttirdigi g6z o6nudne alinirsa oOnemi

anlasilacaktir.>**’
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Resim -1. Enfekte bir diyabetik ayak Ulseri

2.3. STAFILOKOKLAR

Gram pozitif kok morfolojisindeki bakterilerin dnemli bir bolimunu iginde
bulunduran Micrococcaceae familyasinda Micrococcus, Planococcus,
Staphylococcus ve Stomatococcus cinsleri yer almaktadir. Stafilokoklar katalaz
pozitif, Gram pozitif koklar iginde primer klinik 6neme sahip olan cinsdir. S. aureus
stafilokoklar iginde en virulan turdir. Koagulaz negatif stafilokoklardan (KNS) da
insanda en fazla infeksiyona neden olanlar S. epidermidis, S. haemolyticus, S.
saprophyticus ve S.lugdunensis’dir. Micrococcaceae ailesinin diger uyeleri
(Planococcus, Stomatococus, Micrococcus) ise insanda hastalik olusturmaz veya

Ozel hasta gruplarinda nadiren infeksiyona neden olurlar.
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2.3.1. Tarihge

ilk olarak 1881 yilinda iskogyali cerrah Alexander Ogston tarafindan
stafilokok olarak tanimlanmistirlar. ‘Staphyle’ s6zcugu eski Yunanca da uUzum
salkimi anlamina gelip Uremeleri esnasinda birbirinden ayriimayip Gzum salkimina
benzeyen dizensiz kimeler olusturmalarina bakilarak bu bakterilere bu ad uygun
gorulmustar. Hastalik etkeni olarak ise stafilokoklar ilk kez Rosenbach tarafindan
1884 vyilinda hastalik orneklerinden soyutlanmistir. 1940’larda penisilinlerin
kullanima girmesiyle stafilokok infeksiyonlarinin tedavisinde onemli bir asama
kaydedilmis, ancak kisa bir slre sonra penisilinaz Ureten suslarin ortaya
cikmasiyla direng problemi baslamig, 1950°li yillarda penisilinin yani sira
eritromisin, tetrasiklin, streptomisin gibi antibiyotiklere de direng gelismistir. 1960
yilinda penisilinaza direncli olan metisilinin kullanima girmesinin Uzerinden on yil
gecmeden MRSA suslarinda “gogul antibiyotik direnci” (MDR) problemi ortaya

cikmistir. 444

2.3.2.Morfoloji ve Kimyasal Ozellikler

Stafilokoklar 0.5-1.5 uym g¢apinda, yuvarlak, hareketsiz, sporsuz, kati
besiyerinde birbirine bakan iki dik ylzeyde bdllinerek Ureyen ve yavru hlcrelerin
birbirinden ayrilmasi sonucu UzUm salkimina benzeyen, sivi besiyerinde
diplokoklar veya kisa zincirler halinde gériilen mikroorganizmalardir.*!42

Stafilokoklarin Ureme 1s1 arahdi oldukga genistir (6,5°C—45°C). Optimal
ureme 1silari 30°C-37°C dir; pH:7-7.5 arasinda iyi Urerler. Aerop ve fakultatif
anaerop bakterilerdir. Kanli agarda 18-24 saatte yuvarlak, dizgin yizeyli, 1-4 mm
capinda, hafif konveks S koloniler yaparlar. S. aureus kanli agarda beta hemoliz
yapar. Cukulata agarda da benzer sekilde Urerler.

Ayirt edici besiyeri olan mannitol salt agarda ylksek yogunlukta tuz
varliginda Ureyebilen stafilokoklardan S. aureus, digerlerinden mannitolu fermente
ederek Kkoloniler etrafinda sari hale olusturmasiyla ayrilir. Fakat diger bazi

stafilokoklar (6rn. S. saprophyticus) da mannitolu fermente ederek benzer koloniler
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olusturabilir. Mannitol salt agar ve diger ayirt edici besiyerlerinde Uremenin
belirlenmesi icin 48—72 saat inkubasyon gerekli olabilir. #4244

Katalaz ve Gram pozitif koklar i¢inde Staphylococcus, Micrococcus, zayif
katalaz pozitif olabilen Rothia (daha 6nceden Stomatococcus olarak isimlendirilen),
Aerococcus ve Enterococcus yer almaktadir. Stafilokoklar fakiltatif anaerop tGreme
Ozellikleri, 200 pg/ml lizostafinle erimeleri, 0.04 U basitrasine direngli, 100 ug

furazolidona duyarli, oksidaz negatif, anaerop ortamda glikozdan ve 0,4 pg/mi
eritromisin varliginda gliserolden asit olusturmalariyla digerlerinden ayrilir.**
Stafilokok tanimlanmasinda bir ileri adim koagulaz testidir. Baglh koagulazin
tayininde lam, serbest koagulazin tayini icin ise tup yontemi kullanilir. Lam
koagulazi negatif olan stafilokoklar igin mutlaka tip koagulazi testi de
uygulanmalidir. S. intermedius, S. hyicus, S. schleiferi subsp. coagulans gibi bazi
koagulaz negatif tlrlerde var olan “clumping factor” nedeniyle testin pozitif
bulunabilecedi unutulmamaldir. Koagulaz pozitif stafilokoklarin tanimlanmasinda

Voges-proskauer ve pyrolidonyl aminopeptidase (PYR) testleri kullanilir.*’

2.3.3. Hucre yapisi ve virulans faktorleri:

S. aureus virulansi en yuksek olan stafilokok taraddr. Stafilokoklarin
virulansinda rol oynayan faktorler hiicre duvar yapilari, kapsul, ylzey proteinleri,
toksinleri ve enzimleridir.

1. Hucre duvari: Diger Gram pozitif bakterilerde oldugu gibi stafilokoklarin
da hicre duvart kuru agirhiginin  yaklasik %50’sini peptidoglikan tabaka
olusturmaktadir. Bu tabaka insanda makrofajlardan sitokin salinimini uyarir,
komplemanin aktivasyonuna yol acar ve trombosit agregasyonuna neden olur.
Ayrica monositlerden interlokin—1 salinimini uyararak polimorfonukleer l6kositlerin
infeksiyon bélgesine toplanmalarina ve sonugcta apse olusumuna da yol acar.*’

2. Kapsiul: S.aureus klinik izolatlarinin %90’indan fazlasinda polisakkarid
yapida mikrokapsul bulunmaktadir. Bu kapsul bakteriyi fagositozdan korur ve
konak hucrelerine ve ozellikle kateter gibi yabanci cisimlere adheransini saglar.

Gunumuze kadar tanimlanan 11 kapsuler serotipin igcinde 6zellikle tip 5 ve 8 insan
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infeksiyonlarinin %75’inden sorumludur. Ayrica toksik sok sendrom toksini Uretimi
ile tip 8'in, metisiline direnci ile de tip 5'in yakin iliskide olduklari gdsterilmistir.**

3. Yuzey proteinleri: Protein A, clumping faktor A ve B, kollajen baglayici
protein, fibronektin baglayici protein A ve B, plazmin sensitif protein, serin-aspartat
tekrarlayici protein, S. aureus yluzey proteini A - K konakgi proteinlerine
adheransta rol oynayan ylzey proteinleridir. Hepsi “microbial surface component
reacting with adherence matrix molecules” (MSCRAMM) olarak adlandirilir. Bu
proteinler stafilokoklarin konak dokusunda kolonize olmasinda en Onemli
faktorlerdir. Protein A bazi immunglobulinlerin (IgG+,1gG2,1gG4) Fc reseptorleri ile
birlesebilmekte,  boylelikle  antifagositer ve  antikomplementer  etkinlik
gOsterebilmektedir. Ayrica bu protein S.aureus’un nonspesifik tasiyici olarak
kullanildig1 koaglutinasyon testlerinin esasini olusturmaktadir. Stafilokok protein
A’nin koagulaz ve nukleaz aktiviteleri ile blylUk oranda korelasyon gdstermesi,
antifagositik etki yaratmasi ve antibiyotik duyarlihgini azaltmasi gibi 6zellikleri
patojenite kriteri olacagina isaret etmektedir.*'**

4. Toksinler: S. aureus a-, s-, y-, - olarak adlandirilan en az bes cesit
hemolizine sahiptir. Bunlar eritrosit ve di§er 6karyotik hiicreleri eritebilirler.**

a toksin Memeli hicrelerinde por olusumuna neden olarak inflamatuar
yaniti indukler. Subkutan verildiginde nekroza yol agar ve potansiyel norotoksin
etkisi de vardir. Kanli agarda olusan 3-hemolizden bu toksin sorumludur.

a hemolizinin deneysel endokardit olusumunda &nemli oldugu
saptanmistir.*

B toksin sfingomyelinaz 0zelligiyle membranlari lipid komponentlerini
bozarak hasara ugratir. Sicak - soguk hemolizin olarak da bilinir. Ayrica B grubu
streptokoklar ve Listeria monositogenes tarafindan Uuretilen ve S. aureus’un
hemolizini artirici etkiye sahip olan CAMP (Christie, Atkins, Munc Peterson)
faktorle etkileserek sinerjik hemolize neden olan yapidir.*™#*

O-toksin deterjan benzeri etki ile biyolojik membranlarda hasar olusturur.
Kolera enzimine de benzer etki ile cAMP salinimina neden olur. Bu enzimatik
aktivitenin toksik sok sendromu ve stafilokoksik besin zehirlenmesi gibi
hastaliklarda gorulen diyarenin olusumunda rol oynadigi dustinilmektedir.*?

Lokosidin: S. aureus tarafindan olusturulan bu toksinin polimorf naveli

Iokositler ve makrofajlar Uzerine litik etkisi vardir. Toksin elektroforetik olarak
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birbirinden ayri F (Fast) ve S (Slow) adinda iki protein komponentinden
olusmustur. Bu komponentlerden her biri iyi antijen yapisinda olup, her birinden
ayri toksoid olusturulur. Hucre zarinda potasyum ve diger katyonlara karsi
gegcirgenligi arttirici gézeneklerin agilmasini saglayarak etkili olurlar.*>.#3

Bu dort hemolizin kromozom Uzerinde kodlanmistir ve ¢ogu S. aureus
susunda bulunur. Panton Valentine toksini bir I0kosidin oldugu icgin Panton
Valentine 16kosidini (PVL) olarak da adlandirilir ve y-hemolizinin bir homologudur.
Mobil bir faj Gzerinde kodlanir ve transfer edilebilir. Ayrica diger hemolizinlerden
farkll olarak S. aureus suslarinin %2’sinde bulunur.** Toplum kaynakli MRSA ya
badli cilt infeksiyonlari, geng hastalarda agir hemorajik pnémoni ve fronkdllerle
iligkili bulunmustur.*®

Enterotoksinler: Isiya direngli, 100°C ye 30 dakika dayanabilen, polipeptit
yapisinda maddelerdir. Ozellikle yiiksek CO;'li atmosfer ortaminda karbonhidratli
ve proteinli besiyerlerinde Ureyen stafilokoklar tarafindan olusturulurlar.
Enterotoksinin A, B, C1, C2, D, E ve F seklinde yedi immunolojik tipi vardir. S.
aureus kokenlerinin %35-50’sinin bu toksinleri olusturabildikleri saptanmigtir. A ve
D besin zehirlenmelerinde, B ise hastane enfeksiyonlarinda ¢ok karsilasilan bir
toksindir.*™**

Eksfoliyatif toksin (Eksfoliyatin): Epidermolitik toksin olarak da bilinen bu
toksin, stafilokok enfeksiyonlarinin vezikluler ve eksfoliyatif deri lezyonlarindan
sorumludur. Antijenik ve biyokimyasal yapilari bakimindan en az iki farkh
eksfoliyatin bulundugu saptanmistir. A tipi kromozomal, B tipi plazmide bagh
genlerce olusturulur.*'**

Toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1): Toksik sok sendromunda yer
alan stafilokoklarin gogu faj-1 grubundan 29 ve 52 tiplerindendir.*’

Epidermolitik toksin, enterotoksinler, toksik sok sendrom toksin—1 (TSST-1)
gibi pirojenik toksinler superantijen yapisindadir. Monosit ve makrofajlardaki hicre
ici protein hazirligina (bu antijen sunan hucreler tarafindan peptidlerin sunulma
asamalarina) gerek kalmadan, yani MHC sinif Il reseptorlerine klasik antijen
baglanma bodlgesinden degil, T hucre reseptorlerinin degisken bolgesine
baglanarak asiri miktarda IL-1, TNF, ve IFN-y salinimina neden olurlar.

Vicutta kuguk bir sUperantijen Ureten S. aureus odagi bulunmasi bile ciddi

sistemik etkilere neden olabilir.*’
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5. Enzimler: Stafilokoklar lipaz, hiyalironidaz, fibrinolizin, penisilinaz,
katalaz, koagulaz ve DNaz gibi birgok enzim Uretirler. Bu enzimler ozellikle
stafilokoklarin komsu dokulara yayillimini kolaylastirarak infeksiyon patogenezinde
rol alirlar

a. Katalaz: Tum stafilokok turleri toksik hidrojen peroksidi toksik olmayan
oksijen ve suya ayristiran katalaz enzimi Uretir. Bakteriler, bu enzim sayesinde
fagositlerin iginde toksik oksijen radikalleri tarafindan oldurtimeye direng kazanir.

b. Koagulaz: Ekstraselliler bir proenzimdir. Coagulase-Reacting
faktor(CRF) ile birleserek aktif duruma gecger ve plazmayi pihtilastirir. S. aureus
icin standart belirleyici olan koagulazla, patojen olan ve olmayan stafilokok ayrimi
yapilir. Koagulaz pozitif stafilokoklarin Uzerinde olusan kalin fibrin tabakasinin,
mikroorganizmay! fagositoza kargi koruyarak, patojenlige katki sagladigi ileri
surtlmektedir.

c. Lipaz: S. aureus suslarinin timU ve koagulaz negatif stafilokoklarin da
yaklasik 1/3’0 lipaz enzimi Uretir. Lipaz, yaglar hidrolize ederek vicudun lipid
iceren Dbolgelerinde stafilokoklarin yagsamasini saglamakta ve stafilokoklarin
yuzeyel dokulari invaze ederek fronkul ve karbonkul gibi infeksiyonlarinin
gelisimine neden olmaktadir.

d. Hiyaluronidaz: Bag dokusunun aselliler matriksindeki asit
mukopolisakkaridler olan hiyalUronik asidi hidrolize eden enzimlerdir.

e. Deoksiribonukleaz: DNaz enzimleri endo ve ekzonukleaz aktivitesine
sahip, nukleik asitleri 3’-fosfomononukleotidlere parcalayan fosfodiesterazlardir.

f. B laktamazlar: Stafilokoklarda penisilin direncine neden olan mekanizma

B laktamaz Uretimidir.*'**

2.3.4. Klinik

Stafilokoklar basit deri ve yumusak doku infeksiyonlarindan, sepsis gibi agir
tablolara uzanan ¢ok genis bir hastalik spektrumunu igerirler. Hastaneye yatig, tani
ya da tedavi amagli kullanilan yabanci cisimler S. aureus infeksiyon sikhgini

arttirirlar. Basta influenza infeksiyonu olmak Uzere viral infeksiyonlar da S. aureus
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infeksiyon sikhgini arttirir. Diyabetik hastalar S. aureus infeksiyonlari igin énemli bir
risk grubudur.*>*4

1. Deri enfeksiyonlari: insanlarda en sik goriilen infeksiyon tipidir. Kil
folikula enfeksiyonunun (folikdlit) deri alti dokuya yayilmasiyla fronkul ve karbonkdl
meydana gelir. PuUstiler ve impetigo seklindeki lezyonlar yenidodanlarda ve
cocuklarda daha sik gorilir.***4

S. aureus ile iligkili butun lokalize, primer cilt enfeksiyonlar yumusak
dokulara hizla yayilabilir ve sellllit, lenfanjit ve nekrotizan fasiit meydana getirebilir.
Puerperal donemin genellikle ikinci veya Uglncu haftasinda olmak Uzere emziren
kadinlarin %1-3’Unde S. aureus ile iligkili mastit geligebilir. Cerrahi yara
enfeksiyonlari, ameliyattan iki gun veya daha sonra insizyon bodlgesinde 6dem,
eritem ve agri gelismesiyle karakterizedir.*>**

2. Kemik ve Eklem Enfeksiyonlari: Stafilokoklar yetigkinlerde kemik ve
eklem dokusuna en sik travma veya penetran yaralar sonucunda direk
inokulasyonla ulasirlar. Cocuklarda daha sik olmak Uzere, hematojen yayillim
komplikasyonu olarak da osteomyelit veya septik artrit ortaya c¢ikabilir; bu da
siklikla yeni doganda umblikal enfeksiyonlardan sonra hematojen yayilim sonucu
ozellikle alt ekstremitelerde goriiliir. 444

3. Solunum Sistemi Enfeksiyonlari: S. aureus pnomonisi aspirasyona
veya hematojen yayilima bagli meydana gelir. Her iki durumda pulmoner
enfeksiyon, apse olusumu ve plevral ampiyem gibi lokal komplikasyonlara yol
acabilir.*>**

4. Uriner Sistem Enfeksiyonlari: S. aureus bakteriyemi esnasinda renal
kortekse vyerleserek renal kortikal apseye, kalici Uriner kateteri olanlarda ise
assendan yolla enfeksiyona yol acabilir.****

5. Endokardit: Stafilokoklar tim bakteriyel endokardit vakalarinin %20-
30’'undan sorumludurlar, bu vakalarin da %80-90'inda etken S. aureus’ dur.
intravendz ilag aliskanh@i olanlarda gelisen sag kalp endokarditlerinde de en sik
rastlanan etken S. aureus’ dur.***

6. Bakteriyemi: Bakteriyemilerin ¢odunun intravendz kateter (%26) ve
solunum yolu enfeksiyonu (%13) ile iligkili oldugu saptanmistir.***** Dolayisiyla hem
toplum hem de hastane kokenli bakteriyemiler, uygun antibiyotik tedavisine

ragmen yuksek morbidite ve mortalite ile seyreder.
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7. Toksinlere Bagh Olarak Ortaya Cikan Hastaliklar:

a. Stafilokoksik Besin Zehirlenmesi: Bakteriyel besin zehirlenmelerinin en
sik goruleni stafilokoksik besin zehirlenmeleridir. Hastallk S. aureus’un bir
toksijenik susu tarafindan olusturulan isiya direngli enterotoksin B veya diger
enterotoksinlerle kontamine gidalarin yenilmesi sonucu ortaya c¢ikar. Uygun
olmayan kosullarda saklanmis kremal tatlilar, islenmis et, dondurma, konserve
gidalar, patates salatasi gibi yiyecekler bulasmaya yol agar. Hastalik 2-6 saatlik bir
inkubasyon periyodundan sonra bulanti ve kusmayla baslar, daha sonra karinda
kramplar ve ishal tabloya eklenir.*?

b. Stafilokoksik Haslanmis Deri Sendromu: Stafilokoklarin eksfoliyatif
toksinine bagh olarak ortaya c¢ikan ve deride yaygin buller ve soyulmayla
karakterize bir klinik tablodur. En ¢ok 5 yasin altindaki c¢ocuklarda gorulir.
Yenidoganlarda hastane epidemileri seklinde gériilebilir.**43

c. Toksik Sok Sendromu: Toksik sok sendromu 1980’li yillarda vajinal
tampon kullanan kadinlarda menstriasyon sirasinda olugan bir hastalik olarak
dikkati cekmigtir. S. aureus’ un toksik sok sendromu toksini (TSST-1) salgilayan
suslariyla kolonizasyon veya enfeksiyonu sirasinda ortaya c¢ikan ates, diyare,
eritrodermi, mental konflizyon ve ciddi refrakter hipotansiyonla karakterize bir klinik
tablodur. Menstriuasyonla iligkili toksik sok sendromunun azalmasiyla
menstruasyonla iliskisiz toksik sok sendromunun da belirgin epidemiyolojik dnemi
oldugu anlasiimigtir. Bazi menstriasyonla iligkisiz toksik sok sendromu vakalari S.
aureus TSST'i vajinal tasiyicilari ve nazal tasiyicilarda daha sik gorulmektedir.
Vajinal enfeksiyon, kontraseptif aletlerin kullanimi, dogum, abortus ve postpartum

dénem gibi kosullarda da enfeksiyona sebep olur. *’

2.3.5. S. aureus infeksiyonlarinin epidemiyoloji ve patogenezi

Nazal kolonizasyon:

insanda hastalik etkeni olan stafilokoklar cilt ve mukozal yiizeylerde
kolonize olurlar. insanda anterior burun mukozasi, nazofarinks, perineal bolge ve
cildin normal flora Uyesidir. Calismalar anterior burun deliklerinin en sik kolonize

olan bdlge oldugunun gostermistir.
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2 tip S. aureus tasiyiciligi gorulebilir: Saglikh bireylerin %10-35’i persistan
tasiyicidir ve bu susu her zaman tasirlar. %20-75'i ise intermittan tasiyicidir.
Persistan tagiyicilarda bakteri yuku daha fazladir ve bu yuzden bunlarda infeksiyon
gelisme riski daha yUksektir. Persistan tasiyicilik gocuklarda erigkinlerden daha
fazladir ve cogu kiside 10-20 yaslar arasinda intermittan tasiyiciliga déniisir.*?43

S. aureus burun mukozasina teikoik asit komponentleri araciligiyla baglanir.
Bu baglantida nazofaringeal mukozadaki musin de Oonemli yere sahiptir.
S.aureus’un travmatize ve butinlugu bozulmus deriye, yabanci cisimlere ve
endotelyal hiicrelere adezyonunda ise bakterinin MSCRAMM molekulleri ile konak
dokularindaki fibrinojen, fibronektin, laminin, trombospondin, vitronektin, elastin,
kemik sialoproteinleri, kollajen ve laminin yapilari arasindaki iliski rol
oynamaktadir.>®

Nazal tasiyiciigi etkileyen baska faktorler de vardir. Bunlar S. aureus’un
hicre duvarinda bulunan lipoteikoik asit ve bazi yuzey proteinleri, viral
infeksiyonlar sirasinda burun epiteline adheransin artmasi, bazi HLA tipleri (DR3
gibi), yas, Irk, genetik yapi, immunolojik durum, kadinlarda hormonal durum ve
hastanede yatis gibi durumlardir.®®

Bazi hasta gruplarinda tasiyicilik belirgin olarak artmistir; insalin bagimli
diabetes mellitus, hemodiyaliz veya periton diyaliz hastalari, intravenoz ilag
kullanicilari, S. aureus cilt enfeksiyonu olanlar, karaciger yetmezligi ve HIV
enfeksiyonu olanlardir. Yapilan g¢alismalarda kontrol gruplarina gére hemodiyaliz
uygulananlarda (%30.1-84.4), insuline bagimli diyabetlilerde (%24.1-76.4), HIV
infeksiyonu olanlarda (%26.9-54.7), S. aureus deri infeksiyonu olanlarda (%42-
100) ve intravendz uyusturucu bagimhlarinda (%33.8-61.4) nazal S. aureus
tastyicili§i daha yiiksek olarak bulunmustur.*®4°

S. aureus kolonizasyonu genelde genetik Ozelliklerle iliskilendirilirken,
MRSA icin kolonizasyon ve infeksiyon agisindan en énemli risk faktorleri, yas, altta
yatan hastaliklar, yabanci cisimler olarak belirlenmistir. Ayrica MRSA infeksiyonu
acisindan burun tasiyiciligi, antibiyotik kullanimi fazlali§i ve uzun sureli hastanede
kalma da énemli risk faktorleri olarak giindeme gelmektedir.*®-*°

Birgok hastanede endemik hale gelmis olan MRSA i¢in de kaynak genelde
kolonize veya infekte olan hasta ya da saglik ¢alisanlari olmaktadir. MRSA'nin

zemin, lavabolar, ¢caligma alanlari gibi ortamdan; turnike, tansiyon aleti gibi arag
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geregcten izole edilebildigi gosterilmis olmakla birlikte bunlarin mikroorganizmanin
yayilmasi i¢in kaynak olmasi olasiligi dusuktur. Ancak pansuman malzemesi gibi
kritik, yari-kritik malzemenin ve yanik Unitesi gibi riskli bolumlerde dug, sedye gibi
malzemelerin salgin olabildigi bildiriimektedir.Hastadan hastaya bulagsmada saglik
calisanlarinin elleri en 6nemli aracidir.Yara debridmani, trakeal aspirasyon, kateter
bakimi, elbise degistirme gibi islemlerden sonra personelin ellerinde MRSA
bulunabildigi gosterilmistir. Kendisi nazal tasiyici olan personelin elleriyle hastaya
bulastirmasi cok daha sik karsilasilan bir durumdur.*®>°

Enfeksiyonlar genellikle kolonize susun cilt veya mukozal yuzeylere olan
travma, siyrik sonucu normalde steril olan bolgelere girigi ile gelisir. Fakat bu
travma genelde fark edilemeyecek kadar kuguktur. Ayrica insandan insana bulas
(hava, eller, infekte yaralar yoluyla) da mumkundiur ki bu genellikle hastane
infeksiyonlarina neden olan mekanizmadir. Direkt olarak steril bdlgeye inokulasyon
olabilecegi gibi genelde 6nce kolonizasyon, ardindan infeksiyona neden olur. S.
aureus mukozalara veya epitelyal tabakaya penetre oldugu zaman peptidoglikan
tabaka, teikoik asit ve protein A gibi hicre duvari komponentleri ve ekstraselller
artnleri aracihgiyla konakta kemotaksis ve fagositoz vyanitlari  olusur.
Opsonizasyonun ardindan fagosite edilen stafilokoklar fagositler vakuoller icinde
hizla élduralur. Bu oldurme igsleminde hidrojen peroksit, superoksit ve diger reaktif
radikaller ile fagositler icindeki dusuk pH, laktoferrin ve granuler katyonik proteinler
gorev alir. Ancak bazi durumlarda S. aureus fagositer hicreler iginde de yasamini
surdurebilir veya konaga ait diger savunma mekanizmalarinda bozukluklar ya da
yetersizlikler nedeniyle sik tekrarlayan invazif infeksiyonlari olusturabilir.***° Genel
populasyonda 9%20-45 olan tasiyicilik, saglik c¢alisanlarinda %50 - 90’a kadar
ctkmaktadir.

2.3.6. Tedavi

Lokalize kendini sinirlayan stafilokok enfeksiyonlarinin gogunda antibiyotik
tedavisine gerek yoktur. Penisilinaz tUretiminin % 95 ten fazla saptanmasi sebebi
ile penisilinler ginluk uygulamadan ¢ikariimistir.

Eger vyayllmaya egilim gosteren stafilokok enfeksiyonlarinda etken

toplumdan kazanilmis ise penisilinaza direncli penisilinler ilk secenek olarak
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gorulmektedir. Ancak endokardit, osteomiyalit gibi enfeksiyonlar s6z konusu ise
rifampisin veya gerekirse bir aminoglikozidle kombinasyon distiniilmelidir.**
Hastane kokenli agir enfeksiyonlarda metisiline direng¢ sikligi gz 6nunde
bulundurmalidir. Bu durumda ilk secilecek ila¢ glikopeptidler (vankomisin ve
teikoplanin) olmalidir. ABD’den glikopeptid direnci bildirilmistir.>? Ulkemizde
glikopeptidlere karsi direng bildirimemekle birlikte VISA ve azalmis duyarlilik
bildirilmistir.*® Son yillarda glikopeptidlere karsi gelisen azalmis duyarlilik
durumlarinda ve VISA (Vankomisine orta derece duyarli Staphylococcus aureus)
enfeksiyonlarinda linezolidler ve streptograminler denenmeye baslanmistir.
Streptograminlere karsi Ulkemizde yapilan klinik galismalarda genelde direncg tespit
edilmemekle birlikte bildirilen en yiiksek direncin %1dir.>® Linozolidlere karsi ise
diinyada ve Ulkemizde MRSA’ lara karsi heniiz direnc bildiriimemistir.>*>*Ciddi
veya glikopeptidlere cevap vermeyen MRSA ‘li diyabetik ayak Ulserlerinde tedavide
bu antibiyotikler kullanilabilir. Ulkemizde Metisiline direncli enfeksiyonlar
trimetoprim sulfametaksazola duyarl olsalar da tedavi sirasinda hizla direng

gelistigi icin agir enfeksiyonlarin tedavisinde tercih edilmez.>*

2.3.7. S. aureus suslarinda antibiyotik diren¢ problemleri

1940’h yilarin basinda kullanima giren penisilinlere olan direng penisilinaz
ureten bakterilerin selektif segilmesi Uzerine 5 yil iginde %50ye g¢ikmig,
giniimiizde ise %95’lere ulasmistir.>® 1961 yilinda, klinik kullanima girdikten 2 yil
sonra metisilin direnci goérilmeye baslanmistir. Bunu 1970’li yillarda yaygin olarak
kullanilan birgok antibiyotige (klindamisin, kloramfenikol, tetrasiklinler, makrolidler,
rifampisin, aminoglikozidler ve trimetoprim/sulfometoksazol) direng gelismesi ve
1980'li yillarda kinolon direncinin saptanmasi izlemistir.”’

S. aureus’un [ laktam antibiyotiklere karsi en sik goérilen direng
mekanizmasi genellikle plazmidle tasinan bla geni Uzerine kodlanan penisilinaz
enzimi dretimidir.’” Penisilinaz penisilin ve diger penisilinaz hassas bilesikleri
penisiloik aside parcalar. ik kez Kirby ve ark. tarafindan 1944 yilinda bildirilmistir.>”
GUnUumuzde hem hastane hem toplum kaynakh izolatlarda %80 oraninda

bulunmaktadir.®-°8
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Metisilin direnci:

1960’ yillarda kullanima giren semisentetik 3 laktamaz direncli penisilinlere
kisa sure iginde direng gelistigi gozlenmigtir. Bu antibiyotiklerin hi¢ kullaniimadigi
ulkelerde direngli suslarin bulunmasi stafilokoklarda bu direng seklinin daha
énceden var oldugunu gostermistir.>®

1. Intrinsik (kromozomal olarak gegen) direng: Bu direng sekline metisilin
direnci adi da verilmektedir. Penisiline direncgli suslarda oldugu gibi metisiline
direncli suslar da beraberinde diger antimikrobiyallere diren¢ genlerini
tagsimiglardir. Oksasilinin minimal inhibitor konsantrasyonunun 4 nug/ml Gzerinde
olmasi durumunda metisilin  direncinden bahsedilir.>® Metisilin  direncli
stafilokoklarda duyarli olanlardan farkl olarak ilave bir PBP (Penicillin Binding
Protein) vardir. PBP2’ nin hemen altinda yer alan PBP 2a veya PBP 2' adi verilen
78 kDa molekuler agirhgindaki bu enzimin B laktam antibiyotiklere ilgisi diger
PBP’lerden daha dusuktur. Bu nedenle metisilin direncli bakteri B laktam
antibiyotiklerle karsilastiginda diger tim PBP’ ler antibiyotik tarafindan bloke edilse
dahi bu enzim duguk afinitesi sebebi ile B laktam antibiyotige baglanamaz ve tum
fonksiyonlari Gzerine alarak bakteri duvar sentezini devam ettirir ve bakterinin
yasamini idame ettirir. Bu nedenle metisiline direngli olan bir stafilokok susunun,
duyarlilik testi yapilmaksizin tim ( laktam grubu antibiyotiklere (penisilinler, B
laktam + [ laktamaz inhibitori kombinasyonlari, tim sefalosporinler,
monobaktamlar, karbapenemler) direngli oldugu kabul edilir.?%%?

Metisilin direncinin dizenlenmesinden mec1 ve mecR1 proteinleri, blaZ
sisteminin regulatér-sinyal verici proteinleri, fem (factors essential for resistance to
methicillin) genleri sorumludur. Ayrica penisilin baglayan protein 2a’nin (PBP 2a)
fonksiyon gorebilmesi icin bazi internal ve eksternal faktorlere ihtiyag vardir. Bu
nedenle heterojen direncin saptanmasi icin laboratuarda bazi c¢evresel ortam
sartlari saglanmalidir.?%%

Metisilin direncinden sorumlu mekanizmalar basta mecA geni varligina bagl
PBP 2a yapimi olmak Uzere PBP’ lerin beta laktam antibiyotiklere afinitelerinde
azalma ve beta laktamazlarin asiri yapimidir. mecA geni tum MRSA suslarinda
bulunan mobil bir genetik elemanin parcasidir.’® Katayama ve ark. mecA'nin
stafilokoksik kaset kromozomu mec (SCCmec) olarak tanimlanan bir genomik

adacigin parcasi oldugunu gdstermislerdir.%? Stafilokokal kaset kromozomu 2 gen
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bblgesi tarafindan kontrol edilir; ccr ve mec4 tir. ccr ORF den kaynak alir. Mec4
plazmid ile iligkili bolgedir. Bunlardaki mutasyon ve cesitlilige bagh olarak olusan
21-67 kb agirhginda tanimlanmig 5 farkli SCCmec elemani vardir: tip I, 11, 1ll, IV ve
V. Prototip olan SCCmec tip | ik MRSA Jevons susudur ve ccr1 ve mecB
genlerini, SCCmec tip Il ise ccr2 ve mecA genlerini, SCCmec tip Ill ise ccr3 ve
mecA genlerini icerir. SCCmec LIlLIII MRSA suslari ¢oklu ilag direncine neden
olmaktadir ve bunlar genellikle hastane ortaminda bulunmaktadir. Bu hastane
kaynakh MRSA (HA-MRSA) olarak adlandirilir ve uzun sure hastanede yatma,
cerrahi, altta yatan kronik bir hastaligin olmasi ve immunsUpresyon gibi etkenlere
badli olusur. SCCmec tip IV ccr2 ve mecB genlerini SCCmec tip V ise ccr5 ve
mecC2 genlerini igerir. SCCmec IV ve V daha Once hastane ortaminda
bulunmamis ve altta yatan bir risk faktori bulunmayan kisilerde saptanmistir ve bu
metisilin rezistans boélgesinin bulundugu suslara toplumdan kazaniimis MRSA (CA-
MRSA) denilir ve bunlar HA-MRSA'lara oranla daha duyarlidir.?> SCCmec tip IV ve
V’in diger U¢ elemandan en onemli farki daha kuguk ve genetik olarak daha mobil
olmasi ve yaninda ek antimikrobiyal direng geni tasimamasidir. CA-MRSA
infeksiyonlari icin SCCmec IV karakteristiktir ve PVL(Panton-Valentine leukocidine)
gen adi verilen insan ve tavsan polimorfonikleer hiicrelerde zayif sitotoksik etkili
olan bir toksin kodlar.?®* Toksik etki LukS-PV ve LukF-PV diye adlandirilan iki
ekzotoksinin sinerjistik aktivitesine baghdir. Bu iki protein ihmh bakteriyofajlar
araciligi ile tasinir ve lizojenik dontusuim ile PVL (-) negatif S.aureus’un toksin
Urettigi gosterilmistir.?® PVL tavsanlara intradermal enjekte edildiginde enjeksiyon
yerinde inflamatuar lezyon, kapiller dilatasyon, kemotaksis, karyoreksis ve cilt
nekrozu yapar. Bu toksin ile iligkili olarak CA-MRSA saglikli toplumda cilt ve
yumusak doku enfeksiyonlari ile geng eriskinlerde ve ¢ocuklarda influenza benzeri
nekrotizan pnémoni yapar.®®

PBP 2a'nin sentezini saglayan genetik bilginin bakteri kromozomunda
lokalize ilave 2 kb’ lik bir gen olan mecA geninde tasidigi gosterilmistir. Bu gen
metisilin direngli olanlarda var iken duyarli olanlarda yoktur. Transdulksiyon ile bu
genetik bilgi direngli suslardan duyarli suglara aktarilabilmektedir. Bakteride
metisilin direncinin ortaya ¢ikabilmesi igin mecA geninin sunulmasi gerekir. MecA
geni tasidigi halde metisiline degisik dizeylerde direngli ve hatta duyarh

stafilokoklar olabilmektedir yani mecA geninin varligi bu tir metisilin direnci igin
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mutlak gerekli ancak yeterli degildir. Meydana gelen metisilin direnci iki sekilde
olabilir.®#®

Homojen direng: Bakteri kolonisini olusturan tum bakteriler mecA genini
tasirlar ve hepsinde bu gen sunulmus yani fonksiyoneldir. Ylksek dizeyde dirence
sebep olur.

Heterojen diren¢: Klinik uygulamalarda daha sik gorulen tespiti gug ve
esas problem tegkil eden direngtir. Koloni olusturan tim bakteriler mecA genini
tasimasina ragmen direng ancak 10° ya da 10® bakteriden birinde tespit
edilebilmektedir. Bunun mecA geninin fonksiyonunu kontrol ettigi sanilan “Factor
essential for methicillin resistan” fem A veya factor X gibi kontrol genlerinin
fonksiyonlari ile meydana geldigi dugunulmektedir. Bu tur direng duyarlilik testleri
%4 NaCl igeren ortamda dusuk 1sida yapildidi ve inkubasyon suresinin 48 saat

oldugu sartlarda daha iyi tespit edilebilmektedir.**%°

Koagllaz negatif
stafilokoklarda (KNS) mecA geninin heterojen olarak sentezlenmesi fenotipik
testlerle metisilin direncinin gosterilmesini zorlagtirmaktadir.

Metisilin direnci icin mecA tespiti ile birlikte nuc geninin de tespit edilmesi
KNS ile S.aureus ayriminin yapilmasini saglamaktadir. TNase proteinini en iyi nuc
geni karakterize eder. Termonulkleaz (TNase) S.aureus’'un durettigi koagulaza
benzeyen ekstraselller isiya dayanikli nikleaz enzimidir. TNase 17000 Da
molekiiler agirlikta bir proteindir ve bu endoniikleazin enzimatik aktivitesi 100°C ye

1 saat dayaniklidir.®”®

2. Borderline (sinirda) metisilin direnci (BORSA): Bakteri tarafindan asiri
B laktamaz salgilanmasina bagli gelisir. Bu normalde penisilin direncine sebep
olur. Metisilin bu enzime direnclidir fakat asiri miktarda salgilandigi zaman
metisilini de kismen pargalayarak metisilin direncine sebep oldugunu goésterilmigtir.
Buna sinirda direng (Borderline) denilir. Oksasilin MIK inin 4-8 ug/ml olmasi
halinde borderline direng varligindan s6z edilir. Bu direng plazmid kontrolindedir.
Bu tur direng B laktam antibiyotiklerin B laktamaz inhibitorleri ile kombine edilmesi

ile yenilebilir.*?

3. intermediate (Orta derecede) metisilin direnci (MODSA): Son yillarda
B laktamaz negatif olup mecA geni tasimayan S. aureus suslari izole edilmigtir.

Bunlarda yeni bir direng mekanizmasi oldugu dusunulmektedir. Bu mekanizma
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stafilokoklarda modifiye PBP lere bagli duyarliik azalmasidir. Bu tip direncli
suslara orta derecede direngli S. aureus (MODSA ) denmektedir. Bu suslar normal
yapida PBP 1 ve PBP 2 icermektedirler ancak PBP’ lerin B laktam antibiyotiklere
afinitesi duistiktiir.%®

Tarkiye’de 1996 -1999 vyillari arasinda yapilan dokuz ayri c¢alismada
bildirilen metisiline direng oranlarinin ortalamasi %47.5 olarak hesaplanmigtir.
2000-2003 yillarinda ise sekiz ayri galismada sonuglarinin ortalamasi da bu orana
cok yakin (%46.6) bulunmustur. Ancak ulkemizde 2003-2004 yillarinda hastanede
yatan hastalarda izole edilen suglara yonelik veriler son iki yilda metisilin direncinin
artarak % 52 ye yiikseldigini gdstermistir.®®

Ulkemizde 2003—-2004 yillarinda bu oran istanbul’da %20, Denizli'de %14
ve Diizce'de %32 olarak bulunmustur.”®"? Ayrica Gi¢ ayri calismada saglikli
bireylerin burnunda tasinan S. aureus suslarinin %0.3 %6 ve %14’Unln metisiline
direngli oldugu bildirilmistir. Son yillarda MRSA sikhidinin, kreslerde, yatili okullarda
ve |V uyusturucu kullananlarda yukseldigi bildiriimektedir. 2010 yilina kadar bugin

saptanan toplumdaki MRSA infeksiyonlarinin % 25 artacagi éngoriilmektedir.”>"®

2.3.8. MRSA infeksiyonlarinin kontrolii:

Her saglk kurulugsunun MRSA sorunu farkh boyutlardadir. MRSA kontrol
programlari kolonizasyonun onlenmesi ve etkenin hastalar arasi tasinmasinin
engellenmesine odaklanmaktadir. Boyle bir program el ylkama, izolasyon
onlemlerinin uygulanmasi, iletigsim, tasiyicilarin tedavisi, egitim, surveyans,

kontrollt antibiyotik kullanimi gibi temel 6geler Uzerinde yaplland|r|Imaktad|r.73'77
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2.3.9. Hastalar arasi MRSA transferinin onlenmesi

1. Hasta izolasyonu: Sadece ylUzeyel veya nazal MRSA tasiyicisi olan
hastalar ayri bir odaya alinmali ve tedavi baslanip 2—-3 gutinde bir kontrol kultirler
ile takip edilmelidir.

2. Personel ile yayilimin onlenmesi: Salgin ile iligkisi oldugu gosterilen
durumlarda veya tedavi gereken MRSA enfeksiyonu varliginda antibiyotik tedavisi
uygulanmali ve ig kisitlamasi agisindan degerlendirilmelidir.

3.Taslyicilarin tedavisi: Dekolanizasyon rutin énerilmemektedir fakat gerekli
durumlarda kaynak antibiyotik tedavisi ile kugultulebilir. Sistemik antibiyotikler artan
diren¢ sebebi ile tercih edilmez. Lokal dezenfeksiyon daha basarili olmaktadir ve
bunun icinde %2 mupirosin pomat tercih edilir.”®

4. Egitim: Hastane iginde MRSA enfeksiyonun kontrol altina alinabilmesi i¢in

hasta, hasta yakinlarinin ve personelin egitiimesi gerekir.”®"®
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3.GEREG VE YONTEMLER

3.1. Caligma grubu

Calismaya Mart 2007-Haziran 2007 tarihleri arasinda Diizce Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi ve Bolu izzet Baysal Devlet Hastanesinde diyabet tanisi ile
takip edilen tip 1 ve tip 2 DM tanisi konulmus 250 hasta alindi ve bunlarin 47
tanesinde diyabetik ayak ulseri vardi.

Hastalarla dnce ylz ylze gorisme ile hasta bilgilendirilip onay alindiktan
sonra bir form dolduruldu. Formda demografik ve klinik 6zellikler yas, cinsiyet,
kullandigi ilaglar, 6zgecmisi (ka¢ yildir hasta oldugu, daha dnceden gegcirilmis
diyabetik ayak oykusu, hastanede yatis Oykusu, antibiyotik dykusu, hastanin kirsal
kesim ya da sehirde yasadidi), ayaginda ulser varsa bunun boyutu, suresi, HbA1¢

dlzeyi sorgulandi.
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3.2.0rneklerin alinisi ve mikroorganizmalarin izolasyonu

Hastalarin ayagindaki enfekte lezyonlar énce %0.9’ luk serum fizyolojik ile
yikandi ve Ulser debride edildikten sonra derin dokudan steril bir ekuvyon ile
bastirilarak ve 360° dondurulerek, bazisindan ise derin doku kuretaji ile ya da
aspirasyon ile 6rnek alindi.2%%2 Ayrica bir lam Uzerine Gram boyama igin yayma
yapildi.

Diyabetli hastalarin burnundan S.aureus burun tasiyiciligi i¢in ornek alindi.
Ornek almak igin steril pamuklu ekivyonlar kullanildi. Suriinti érnekleri her iki
burun 6n deliklerinin 1-2 cm igerisinden ekiivyonlar siriilerek ve 360 cevrilerek
alindi.®°

Alinan érnekler tiyoglikolatli buyyon icinde labarotuara ulastirildi. Orneklerin
aerop ve anaerop kulturleri yapildi. Gram boyali preparatlar hazirlandi. Aerop
kiiltir igin 6rnekler %5 koyun kanli agar (GBL, Istanbul, Tiirkiye) ve Eosin Methylen
Blue (EMB) (GBL, istanbul, Tirkiye) agara ekilerek 37" C ‘de 24 saat enkiibe
edildi. Anaerop kultur amaci ile ornekler iki adet kanl besiyerine, EMB besiyerine
ve Schaedler besiyerine (Biolab, Macaristan) ekildi; kanl agar, Schaedler besiyeri
ve EMB besiyerinin bir tanesi anaerop kavanoz iginde 37°C de 72 saat enkiibe
edildi. Anaerop ortam (Anaero-Gen, Oxoid, Birlesik Krallik) gaz kitleri ile saglandi.
Anaerop enkubasyon sonrasi Ureme tespit edilen koloniler aerop besiyerlerinde
kiler ile karsilastirildi ve Gram boyali preparat hazirlanarak incelendi.'*

Gram olumlu kok morfolojisindeki bakterilerde oncelikle katalaz enzimi
arastirildi. Bu test icin steril igne 6ze ile alinan koloni bir lam Uzerine damlatilan
% 3’ lUk hidrojen peroksit (H2O>) ile karistirildi. Saniyeler iginde oksijenin serbest
kalmasi sonucu hava kabarciklarinin olusmasi olumlu reaksiyon olarak
degerlendirildi. Katalaz olumlu bulunan bakterilerde daha sonra koagulaz ozelligine
bakildi. Koagulaz testinde 6nce lam sonrada bagh koagulazi (clumping faktor)
tespit etmek icin tip deneyi yapildi.®"® Lam deneyinde temiz lam alinarak iki
ucuna yakin kisimlarina birer damla distile su damlatildi. Kuskulu stafilokok

kolonilerinden 6ze ile alinarak bu iki damlaya karistirilip homojen stispansiyon elde
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edildi. Stispansiyonlardan birisinin Uzerine bir damla plazma damlatildiktan sonra
elde cevirme hareketleri yapilarak karistirildi. Sonugta 10 - 30 saniye igerisinde
kontrol damlasi homojen igin ayrilan damla (bakteri + serum fizyolojik damlasi)
homojen goérinuimde olmasina karsin plazmali damla icerisinde gozle gorunur
kimelerin olusmasi durumunda stafilokoklarin plazmayi koagule ettigine karar
verildi. Tup yontemi ile paralel sonuglar alinmamasi durumunda tup yontemi
tekrarland1.?"%* Ozellikle metisiline direngli kdkenlerde lam deneyi ile koagiilazin
negatif bulunabilecegi ifade edilmektedir.* Tip deneyi icin bir tiipln icerisine
fizyolojik tuzlu su ile 1/5 oraninda sulandiriimis sitratli tavsan plazmasindan 1 ml
konuldu, 24 saatlik kanli agarda elde edilmis koloni 6ze ile alinip plazma icerisinde
ezilerek siispansiyon haline getirildi ve 37 C lik su banyosu igine birakilarak 1,2,4,8
ve 24 saatlerde kontrol edildi. Pihtinin olusmasi olumlu olusmamasi olumsuz kabul
edildi. Koagiilaz olumlu bulunan koklar S.aureus olarak tanimlandi. 8%

Katalaz olumsuz, Gram olumlu koklarin ilk olarak hemoliz 6zellikleri
incelendi. B hemoliz yapanlarda basitrasin ve trimetoprim /sulfametaksazol
duyarlihgr arastirildi. Bunun igin kanli agara bakteri ekimi yapildi. Besiyerinin
ortasina basitrasin ve trimetoprim/sulfametaksazol diski yerlestirilerek 24 saat 37°C
de enkube edildi. Basitrasin diskinin gevresinde inhibisyon zonu olusturan,
trimetoprim/sulfametaksazol diskinin etrafinda ise inhibisyon zonu olusturmayan 3
hemoliz yapmis Gram olumlu koklar A grubu 8 hemolitik streptokoklar olarak
tanimlandi. Basitrasin direncli B hemolitik streptokoklarin % 6.5 NaCl ‘ lu
besiyerinde ureme ve eskulini hidrolize etme 6zellikleri arastirildi. Eskulini hidrolize
eden ve % 6.5 NaCl besiyerinde Ureyen bakteriler enterokok cinsleri olarak
tanimland. 884

Basitrasin direncli B hemolitik, eskulini hidrolize etmeyen, nonhemolitik ve o
hemolitik streptokoklar RAPID ID 32 STREP (API, BioMeérieux, Fransa) ile
tanimlandi.

Gram olumsuz basil morfolojisindeki kolonilerde ise katalaz ve oksidaz
bakildi. Oksidaz testi i¢in bir ucuna tetramethyl-p-phenylenediamine-
dihydrochloride soltisyonu emdirilmis gubuklar koloni Gzerine degdirildi. Diskin
bakteri ile temas eden bdlgesinde mor renk olusumu incelendi. Mor renk olusumu
oksidaz pozitif kabul edildi. Katalaz olumlu oksidaz olumsuz Gram olumsuz basiller

ID 32E (API, BioMérieux, Fransa) ile tanimland. 8-
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Katalaz ve oksidaz olumlu nonfermentatif Gram olumsuz basiller API 32 GN
(API, BioMérieux, Fransa) ile tanimlandi.

Gram boyamada maya oldugu tespit edilen ve lamin Uzerine 1 damla serum
fizyolojik damlatilarak ezilen ve Uzerine lamel kapatilarak mikroskopla bakilip maya
oldugu dogrulanan kolonilere 6nce germ tup testi uygulandi. Bunun igin bir 6ze
dolusu koloni alindi ve serum igerisinde siispanse edildi; etiivde 37° C de 2 saat
enkube edildi ve mikroskop ile x400 buyutmede tomurcuklanma gorulen mayalar
germ tup testi pozitif olarak degerlendirildi ve Candida albicans olarak kabul edildi.
Supheye dusulen koloniler ve germ tip negatif koloniler API ID 32 C (API,
BioMerieux, Fransa) ile tanimlandi®%8° %

Anaerop ortamda enkube edilen 6rnekler 72 saat sonra degerlendirildi.
Ureme tespit edilenlerde, aerotolerans kontrolli i¢in kanli besiyerine pasaj
yapilarak, aerop ortamda 24 saat 37°C de enkiibe edildi. Aerotolerans

gbstermeyen bakteriler anaerop kabul edildi.?'8*%

3.3. Antibiyotiklere duyarliigin tespiti

Klinik oOrneklerden izole edilen S.aureus’ larin metisilin ve diger
antibiyotiklere duyarlihigini belirlemek igin CLSI (Clinical and Laboratory Standarts
institue) standartlarina uygun olarak yapilan Kirby-Bauer disk difiizyon testi
kullanildi.®”

Bunun i¢in inokulumdaki bakteri yogunlugu 0,5 Mc Farland olacak sekilde
ayarlandi ve bu suspansiyondan pamuklu eklvyonlar ile Mueller-Hinton agar
yiizeyine yayma ekimi yapilip besiyerleri 37 C de 18-24 saatlik enkiibasyondan
sonra degerlendirildi.??%?

Sefoksitin 30 mikrogram ve oxacillin 1 mikrogram diskleri MRSA
tanimlanmasi icin kullanildi.

Tablo 4’te kullanilan diskler (Bioanalyse (Ankara Turkiye) ve Oxoid (Birlesik

krallik)), antibiyotik miktarlari ve S.aureus igin zon gaplari gdsterilmistir.?”
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Tablo- 4. Kullanilan antibiyotik diskleri, miktarlari, S.aureus i¢in zon gaplari

Antibiyotik Miktar Uretici Duyarli Orta Direngli
(ng) firma zon-mm zon-mm zon-mm
Penisilin(P) 10 IU/IE  Bioanalyse >29 - <28
Vankomisin(VA) 30 Bioanalyse =215 - -
Linezolid (L) 30 Oxoid >21 - -
Eritromisin (E) 15 Bioanalyse 23 14-22 13
Klindamisin(DA) 2 Bioanalyse = 21 15-20 <14
Trimetoprim/silfametoksazol (SXT) 1.25+23.75 Bioanalyse 16 11-15 <10
Gentamisin (CN) 10 Bioanalyse 15 13-14 12
Siprofloksasin (CiP) 5 Bioanalyse 17 15-16 15
Rifampisin (RD ) 2 Oxoid 20 17-19 > 16
Mupirosin (MUP ) 5 Bioanalyse =14 - <13
Tetrasiklin (TE) 30 Bioanalyse 19 15-18 14

kokenlerinin

3.4. S.aureus’un molekuler karakterizasyonu

Ayaktaki yaralardan ve burun surUntulerinden elde ettigimiz S.aureus

molekduler

karakterizasyonu

icin  nuc,

konvansiyonel PCR ve jel elektroforesisi ile bakildi.

mecA, PVL genlerine
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3.4.1. DNA ‘nin ekstraksiyonu

Bunun igin 6nce S.aureus’larin DNA’larini elde etmek icin bakteri lizisi
yapildi. Bu amagla besiyerinde Ureyen saf tek kolonilerden 1-2 koloni alinip steril
serum fizyolojik icinde homojen slUspansiyon haline getirildi (Mc Farland 4 olacak
sekilde) Oda sicakhigina (15-25 °C) getirilen drneklerden 200 ul'e 1.5 ml lik mikro
santrifilj tiplnin dibine koyuldu ve vorteksle karistirildi. 56°C ‘de 10 dakika
bekletildikten sonra tupe 200 pl etanol (%96-100) eklenip 15 saniye tekrar
vorteksle karigtirildi. Tupun igindeki sivi 2 ml lik temiz toplama tuplerine
yerlestiriimis olan spin kolonuna tupun geperine degmeden dikkatlice koyuldu ve
kapagi kapatilip 6000x g (8000 rpm ) hizda 1 dakika santrifujlendi. Alttaki 2 ml lik
tlp icindeki sivi ile birlikte atilip kolon temiz bir 2 ml lik tipe yerlestirildi. Kolonun
icine 500 pl buffer AW1 (wash buffer (QIAGEN Gmb Itd Hilden, Almanya) ekleyip
tekrar 6000xg (8000 rpm) hizda 1 dakika santruftj edildi. Tekrar toplama tupu
icindeki sivi ile birlikte atilip kolon temiz bir 2 ml lik tp igine yerlestirildi ve kolonun
icine 500 pl buffer AW2 (wash buffer) (QIAGEN Gmb Itd Hilden, Almanya) eklendi
ve maksimum hizda 20000 x g (14000rpm ) 3 dakika santruftij edildi. Tekrar tlp ile
birlikte biriken sivi atildi ve spin kolon 1.5 mllik temiz bir toplama tlipune
yerlestirildi; icine 200 ul buffer AE (elution buffer) (QIAGEN Gmb Itd Hilden,
Almanya) ilave edildikten sonra 1 dakika oda sicakliginda bekletildi ve 6000xg
(8000rpm) hizda 1 dakika santruftij edildi. Boylece DNA ekstraksiyonu yapilmig
oldu. Son diriin 200 pI’ lik toplama tiiplerine alind1.®
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3.4.2. Real time PCR ile MRSA nin identifikasyonu

Real time PCR ile MRSA identifikasyonu igin nuc (S.aureus identifikasyonu),
mecA (MRSA tespiti) ve PVL genlerinin amplifikasyonda kullanilan primer ve
problarin sekans ve reaksiyon konsantrasyonlari ile birlikte oligonukleotid dizisi

(lontek lab. istanbul, Tirkiye) Tablo- 5 ‘te gosterilmistir.

Tablo- 5. Calismada kullanilan DNA oligontikleotidleri

Baz 100 Um

Primer/Probe Oligonitikleotid Dizisi Sayisi icin pl*
(bp)

mecA forward 5-GGCAATATTACCGCACCTCA-3’ 20 613.71

mecA reverse 5-GTCTGCCACTTTCTCCTTGT-3 20 681.12

nuc forward 5-CAAAGCATCAAAAAGGTGTAGAGA-3 24 462.50

nuc reverse 5-TTCAATTTTCTTTGCATTTTCTACCA- 26 720.66
3’

PVL forward 5-ACACACTATGGCATTAGTTATTT-3 23 510.06

PVL reverse 5-AAAGCAATGCAATTGATGTA-3 20 580.83

*100 puM elde etmek igin Uzerine eklenmesi gereken hacim (ul)

3.4.3.PCR Amplifikasyon

Calismada PCR amplifikasyonu i¢in master mix olarak 100 Mm KCI, 40 Mm
Tris HCI, pH 8.4, 1.6 Mm dNTPs, iTaqg DNA polimeraz, 50 units/ml, 6 Mm MgCI2
konsantrasyonlarinda hazirlanmig ve stabilizatér iceren TagMan PCR Core kiti (Bio
- Rad Laboratories Ltd. Hercules CA, ABD) kullanildi. Her 6rnekten 0.5 pl, buna

ilaveten 12.5 yl master mix TagMan, her 6rnek i¢in primerlerin forward ve reverse
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larindan ayri ayri 0.5 ul ve 6.5 pl de steril distile su koyularak final konsantrasyonu
olarak 25 pl elde edildi. Bunu takiben gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(real time PCR) yontemi ile amplifikasyon igin thermal cycler da (Real time PCR
dedection sistem - 1Q5, Bio-Rad Laboratories Ltd. Hercules, CA, ABD) program
ayarlanarak baslangicta 95 °C de 15 dakikalik denatiirasyonu takiben, 40 déngii
olacak sekilde 95 °C’ de 15 saniye ve 55 °C de 60 saniye ve son adim ise 40°C
kalacak sekilde yapilarak denatirasyon tamamlandi. Boylece amplifikasyon her bir

hedef gen i¢in tamamlanmig oldu 8%

3.4.4. Jel Elektroforezi

Cogaltilan PCR o6rneklerinin nuc, mecA, PVL genlerinin her birisi igin jel
elektroforezi metodu kullanilarak bant paternleri goruntiulendi ve analiz edildi.
Yuratme ve goruntuleme icin %Z2’lik agaroz jel hazirlandi. Bunun igin 1 gr agar
(Molecular biology agarose, Bio-Rad laboratories Ltd. Hercules CA, ABD) ve 100
ml 0.5x TBE buffer (pH:8.3; 0.09 M tris, 0.09 borik asid, 2 mM EDTA) kullanildi.
Manyetik karistirici yardimi ile 100-150 °C de homojen hale gelinceye kadar
yaklasik 10-15 dakika karistirildi.

Jel hava kabarcigi olusturmadan agaroz jel sistem aparatina dokualdu. (Sub-
cell GT Bio - Rad laboratories Ltd. Hercules CA, ABD) 10 dakika kadar jelin
donmasi beklendi ve taraklar c¢ikarilip elektroforez tankina yerlestirildi. Jelin
kurumamasi igin Uzeri 0.5x TBE solUsyonu ile kaplandi. DNA’ y1 boyamak igin
ethidium bromide (Promega, Madison, ABD) kullanildi. Jelde taraklarin agtigi
cukurlarin igine 1 pl load buffer + 3ul 6rnek + 1yl ethidium bromide koyuldu,
molekuller ruler gukuruna ise 1 pl load buffer + 2.5 pl molekiler ruler olarak
kullandigimiz digsuk molekll agirliklii DNA (DNA size standart 100 bp ) + 1yl
ethidium bromide koyuldu ve 150 V ta 15 dakika yuratalup UV 1s1g1 altinda
goruntulenip (Gel Doc EQ 170-8060 Bio-Rad laboratories Ltd.Hercules CA, ABD)

resimleri alindi ve olusan bantlar degerlendirildi.?¥9"%2
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3.5. istatistiksel Analiz

Bu calismada istatiksel analiz SPSS (Statistical Package for Social
Sciences for Windows 12,0) paket programi ile yapildi.

Normal dagihm gosteren verilerin karsilastirimasinda One-Way ANOVA
testi kullanildi. Normal dagihm gdstermeyen karsilastirmalarda ise Kruskall- Wallis
testi uygulandi. Katagorik verilerin karsilastiriimasi igcin ise Chi-square test

kullanildi. Sonuglar anlamhlik p<0.05 dizeyinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya alinan toplam 250 olgunun 142 ‘si (%56,8) kadin ve 108’i (%
43,2) erkek idi. Hastalarin yasglari 18 ile 95 arasinda degdismekte olup yas
ortalamasi 58 + 11 idi. Hastalar ortalama 11,5 £ 7.5 yildir (1- 40yil) DM hastasi ve
bunlarin 34 (%13.6) tanesi tip | DM, 216‘sI ise (%86.4) tip 1| DM’ du. HbA1c
ortalamalari 5,7 + 1,5 olarak ol¢uldu. Olgularin demografik ve klinik 6zellikleri Tablo

6’ da Ozetlenmistir.

Tablo- 6. Hastalarin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Ozellikler n (=250) %
Erkek : Kadin orani 108: 142 43.2:56.8
Yas (yil) 58 £ 11 (18-95)
Tipl : Tipll 34 :216 13.6: 86.4
HbA1c (%) 5.7 £1.5 (4-12)
Kent : Kirsal 172:78 68.8:31.2
Diyabetin suresi (yil) 11.5+7.5(1-40)
Tedavi
Antidiyabetik 179 71.6
insilin 41 16.4
Antidiyabetik + insulin 30 12.0
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DM flu hastalarin 203 (%81.2) tanesinde alt ekstremite enfeksiyonu
gorulmezken 47° de (% 18.8 ) mevcut idi. Diyabetik ayak enfeksiyonu saptanan

olgularin Ulser 6zellikleri Tablo -7. de gosterilmistir.

Tablo — 7. Diyabetik ayak enfeksiyonu saptanan olgularin Ulser 6zellikleri

Ozellikler n (=47) %
Ulserin tipi
Noropatik 24 51.0
iskemik 5 10.6
Vaskuler 18 38.4
Ulserin siiresi (hafta) 8.9 £ 7.4 (1-52)
Boyutu (cm?) 2.9+ 1.4 (1-6)
Ulserin yeri
Parmaklar 27 57.5
Plantar bdlge 12 25.5
Ustii veya medial-lateral 8 17
Gegirilmis ulser oykusi 25 10

Alt ekstremite enfeksiyonu saptanan 47 hastanin 3 (%6.3) tanesinde Ureme
saptanmazken,3 (%6.3) unde monomikrobiyal, 41(%87.4) inde polimikrobiyal
enfeksiyon tespit edildi. Polimikrobiyal enfeksiyon tespit edilen hastalarin 25
(%53.2)" inde hastaneye yatis Oykusu, 27 (%57.4) sinde antibiyotik kullanma
Oykusu vardi ve 25 (%53.2)i daha 6nce alt ekstremite enfeksiyonu gegcirmigti.
Monomikrobiyal enfeksiyon tespit edilen hastalarin hi¢ birinde hastanede yatis ve
antibiyotik kullanim Oykusu yoktu ve daha Once diyabetik ayak enfeksiyonu
gecirmemigler idi.(Tablo -8)
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Tablo-8. Alt ekstremite enfeksiyonu olgularinda saptanan mikroorganizma ve
enfeksiyon tipleri

Ozellikler n %

Ureme olmayan 3 6.3
Monomikrobiyal enfeksiyon 3 6.3
Polimikrobiyal enfeksiyon 41 87.4
Sadece aerop 40 85.2

Sadece anaerop - -

Aerop + anaerop 4 8.5

Alt ekstremite enfeksiyonu olup Ureme saptanan 44 hastadan alinan klinik
ornekten toplam 102 mikroorganizma izole edildi. Gram (-) negatif bakteri sayisi 44
(%43.1) olarak bulunurken; aerop Gram(+) pozitif bakteri 49 (%48) olarak tespit
edildi. Hem izole edilen tim bakteriler icinde hem de Gram (+) pozitif bakteriler
icinde en sik etken S.aureus (%25.6) olarak saptandi.

izole edilen anaerop bakteri orani 4 (%3,9 ) olarak bulundu fakat anaerop
bakteriler idantifiye edilmedi. Ayaktan alinan érneklerde 5 (%4,9 ) oraninda mantar
izole edildi ve timu C.albicans ti. Alt ekstremite enfeksiyonundan izole edilen
mikroorganizmalar Tablo -9’ da gosterilmektedir.
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Tablo- 9. Yara yerinden izole edilen mikroorganizmalar

Mikroorganizma n %
Gram pozitif aerobik koklar (Toplam) 49 48.0
S. aureus (Toplam) 26 25.6
MRSA 9 8.8
MSSA 17 16.8

Koagulaz negatif stafilokoklar 3 2.8
Streptokoklar (Toplam) 6 5.8
B grubu streptokoklar 4 4.0

Diger streptokoklar 2 1.8

Difteroidler 2 2.0
Enterococcus spp. 12 11.8
Gram negatif aerobik basiller (Toplam) 44 43.2
Escherichia coli 17 16.8
Klebsiella spp. 12 11.9
Enterobacter cloacae 4 4.0
Pseudomonas aeruginosa 8 7.9
Proteus spp. 3 2.5
Anaerop bakteriler 4 3.9

Mantar 5 4.9

Toplam 102 100

Alt ekstremite enfeksiyonlarinda izole edilen S.aureus'larin 9 (%8,8)" u
MRSA, 17 (%16.8)’si metisilin duyarli S. aureus (MSSA)’ du. Yapilan istatistiksel
analiz sonucunda alt ekstremite enfeksiyonunda MRSA veya MSSA (remesi

hastalarin cinsiyeti, Ulserin boyutu, yeri, suresi ve turu arasinda anlamlh fark
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bulunamadi (p>0.05); fakat diyabetik ayak enfeksiyonu gelisenlerde (7.26 + 1.6)
HbAic ortalamalari gelisemeyenlere (5.4 +1.2) gbre daha yuksektir. DM’lu
hastalarda diyabetik ayak enfeksiyonu olmasi ile HbA4c yuksekligi arasindaki iligki
istatistiksel olarak anlamhdir. (p<0.001) Diyabetik ayak enfeksiyonu olanlarin
diyabet surelerinin ortalamasi (13.7 £ 8.2 ) olmayanlara (11.0 £ 7.2) gore yuksek
olmasi hastalarda diyabetik ayak enfeksiyonu gelisimi ile diyabetin stresinin
artmasi arasindaki iligkinin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir.
(p=0.03, p< 0.05). Alt ekstremite enfeksiyonlarinda MRSA ve MSSA izole edilen
hastalarin Ulser 6zellikleri Tablo -10 ‘da gosterilmigtir.

Tablo -10. Alt ekstremite enfeksiyonundan MRSA ve MSSA izole edilen hastalarin

ulser ozelliklerinin kargilagtiriimasi.

MRSA

MSSA

Sayi

9

17

Erkek: Kadin n ( %)

5:4(55.5:44.5)

9:8(52,9:47.1)

Yas (yil)

58 (42-70)

60.4 (38-95)

*Diyabetin suresi ( yil )

16.7+9.5 (5.0 - 40)

15.4+8.4 (7 -41)

THbA /.

6.44 + 0.52

6.88 £ 1.42

*Ulserin boyutu ( cm?)

3.7¢1,6 (2,0-6.0)

2.7+0,8 (1.0-6.0)

*Ulserin suresi ( hafta )

14.3¢10.2 (1-52)

8.1+4.0 (1-52)

*Ulserin tipi (%)

Noropatik 7(77.8) 7(41.2)
iskemik 0(0.0) 3(17.6)
Vaskiiler 2(222) 7(41.2)
*Olserin yeri
Parmaklar n (%) 4(44.4) 11 (64.7)
Plantar bolge n ( %) 1(11.2) 4(235)
Ustli veya medial - lateral n (%) 4 (444) 2(11.8)

T(p< 0.001), *(p< 0.05),#(p >0.05)
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250 diyabetli hastanin 104 (%41,6) tanesi nazal S.aureus tagiyicisi
bulunmustur. S.aureus tasiyicisi olgularin 26 (%25.0)’si MRSA iken 78 (%75.0) ‘i
MSSA olarak belirlenmigtir. S.aureus tagiyicisi olan hastalarin 17 (%16.3)’ sinde alt
ekstremite enfeksiyonu tespit edilmistir. Bu olgularin 13 (%27.6)unde MRSA, 4
(%8.6)" unde MSSA tespit edilmistir. Tablo- 11. da nazal S.aureus tasiyicisi olan

ve olmayan hastalarin risk faktorleri agisindan degerlendiriimesi gosteriimektedir.

Tablo-11. Nazal S.aureus tasiyicisi olan ve olmayan hastalarin risk faktorleri

acgisindan degerlendirilmesi.

NSAT (-) NSAT (+)
MRSA MSSA
n % n % n %
Sayisi 146 58.4 26 25.0 78 75.0
*Erkek : Kadin  57:89  39.1:60.9 9:17 8.3:12.0 42:36  38.9:25.4
Tipl :Tipllorani 14:132 8.2:61.1  7:19 20.6:8.8 14:64  41.2:296
Kent : Kirsal  106:40 612512 1610  9.3:12.8 50:28  29.1:35.9
T . .
Diyabetik ayak 5 63.8 13 276 4 8.6
ulserli
“Gegirilmis ayak 4o 640 7 28.0 4 8.0
Bykiisil : ' :
"Diyabeti>6 yil 99 56.0 20 1.3 58 32.7
olan
‘Insiilin kullanan 26 36.6 21 30.5 24 32.9
T . .
Son6ayiginde o 340 18 382 13 27.8
hastanede yatan
T . .
Son6 ayiginde 4 426 19 351 12 22.3

antibiyotik kullanan

T(p< 0.001), *(p< 0.05), #(p> 0.05)

Burun tasiyicihgina risk faktorleri iliskisi degerlendirildiginde, nazal MRSA
tasiyicih@r cinsiyet (p>0.05) ve yasadigi yer (p>0.05), ile degismez iken; 6 yilin
Uzerinde DM’ u olanlarda (p<0.001), 6zge¢misinde gegiriimis diyabetik ayak
enfeksiyonu olanlarda (p= 0.03, p<0.05), son 6 ay i¢cinde hastaneye yatma Oykusu
olanlarda (p<0.001), tip | DM olanlarda (p=0.02, p<0.05) ve son 6 ay icinde
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antibiyotik kullanma 6ykusu olanlarda (p<0.001) ve tedavide insulin kullananlarda
tasiyicilik anlamli bir sekilde artmistir.( p= 0.03, p<0.05)

Burundan ve ayaktan izole edilen MRSA suslarinin bazi antibiyotiklere
duyarhliklari Kirby Bauer disk difuzyon testi ile CSLI kriterlerine gore

belirlenmistir.” ve elde edilen sonugclar Tablo -12. de gOsterilmistir.

Tablo- 12. Burundan ve ayaktan izole edilen MRSA suslarinin bazi antibiyotiklere

direng oranlari

Antibiyotik . Ayak % n Burun o
Penisilin (P) 9 100 26 100
Vankomisin (VA) N - -
Eritromisin (E) 5 55.5 10 36.4
Klindamisin ( DA) 5 55,5 18 69.2
Gentamisin (CN) 4 444 14 53.8
Siprofloksasin (CIP) 3 33.3 8 30.7
Tetrasiklin (TE) 6 66.6 20 76.9
Rifampisin (RIF) 2 222 7 26.9
Trimetoprim/sulfametoksazol (SXT) 4 444 12 46.1
Mupirosin (MUP) 3 33.3 5 19.2

Linezolid (LZD) - - - -

Oksasilin ve sefoksitin disk duffuzyon yontemi ile MRSA olarak belirlenen 38
susun 35 (%92.1) inde PCR yontemi ile mec A geni pozitif bulunurken 3 (% 7.9)
unde PCR ile mecA geni saptanamamistir. Burundan ve ayaklardan izole edilen
S.aureus suglari oksasilin disk dufflizyon ve sefoksitin disk duffizyon yéntemleri ile
MRSA ve MSSA olarak tanimlanip; suslarin jel elektroforez yontemi ile mecA geni

varligina gore dagihmi Tablo -13. de gosterilmistir.
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Tablo- 13. S.aureus suslarinin mecA geni varligina gore dagilimi ve kullanilan

yontemlerin MRSA ve MSSA olarak belirledigi sus oranlari

Mec A (+) Mec A (-)
Yéntem MRSA MSSA MRSA MSSA
n % n % n % n %
Oksasilin disk duffizyon 35 92.1 - - 3 79 95 100
Sefoksitin disk 35 92.1 - - 3 79 95 100
dufflzyon

MecA geni varligina gore oksasilin ve sefoksitin disk duffizyon yontemi ve
PCR ydntemine gore yontemlerin duyarlilk, 6zgullik, negatif ve pozitif yorumlama

gucu Tablo -14. de gosterilmektedir.

Tablo -14. MecA geni varligi altin standart alindiginda yontemlerin duyarlilik,

O0zgulluk ve yorumlama gugleri(%)

Yéntem Duyarlik  Ozgilik " oZitf Negatif
yorumlama yorumlama
Oksasilin disk duffiizyon 92.1 96.9 92 95
Sefoksitin disk duffuzyon 92.1 96.9 92 95
PCR 100 100 100 100

Burundan ve ayaktan izole edilen S.aureus larin tamaminda(n=130) nuc
geni (+) pozitif olarak bulunmustur. Orneklere gére da@ilim incelendiginde
izolatlarin 104 (%80)" Unun burundan, 26(%20 )’'sinin ise ayaktan izole edildigi
anlasiimaktadir.

Mec A geni toplam 35 pozitif bulunmus olup bunlarin 26 (%74.2)’si
burundan 9 (%25.8 )’ u ise ayaktan izole edilmigtir.

Konvansiyonel yontemlerle MRSA olarak tanimlanan 3 (%7.9 ) kokende ise
mec A geni negatif bulunmustur.

izole edilen 130 S.aureus susunun 2 (% 1.5) sinde PCR analizi ile PVL geni

tespit edilmistir ve her ikisi de diyabetik ayak enfeksiyonundan izole edilmistir. PVL
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tasiyan MRSA suslarinin bulundugu diyabetik ayakli hastalar toplum kokenliydi.
Hic birisinde hastanede yatma ve antibiyotik kullanma oykisu yoktu ve ilk defa
diyabetik ayak enfeksiyonu geciriyorlardi. Her ikisine de tedavide oral antibiyotik
baslandi.

bp
1000

300>
200>
100>

Sekil- 1. PCR ile analiz edilip, %2 lik agaroz jel elektroforez bant goruntileri tespit
edilen mecA geni.{ ilk bant duguk agirikli DNA molekulu ( molekuler ruler),1-9
arasi bantlar ise mecA (+) MRSA }

bp
1000->
300>

200>
100=>

Sekil- 2. PCR ile analiz edilip % 2 lik agaroz jel elektroforez bant goruntuleri tespit
edilen nuc geni. { ilk bant diisiik molekiiler agirlik marker ( molekiiler ruler)1,2,4
ve 6. bantlar nuc (+) pozitif Stafilokok ( S.aureus).3. ve 5. bantlar nuc (-) negatif
stafilokok (KNS) }
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bp

=>1000

=300

=200
=100

Sekil- 3. PCR ile analiz edilip %2 lik agaroz gel elektroforez bant gdruntuleri
tespit edilen PVL geni.{ ilk bant disiik molekiler agirlikl marker(molekdler ruler) 2.
bant PVL (+) pozitif MRSA, 1,3, 4. ve 5. bantlar PVL (-) negatif MRSA }

Diyabetik ayak enfeksiyonundan S.aureus izole edilen olgularda nazal
MRSA tasiyicilik orani da istatistiksel olarak artmistir. (p<0.001)

Diyabetik ayak enfeksiyonundan S.aureus izole edilen hastalarin nazal
S.aureus tastyiciligini inceledigimizde ayagindan MRSA izole edilen hastalarin
burnunda da MRSA tasiyiciiginin oldugu saptanmis ve bu bulgu istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur. (p<0.001).

Diyabetik ayak enfeksiyonundan MRSA ve MSSA izole edilen olan
hastalarin burun tasiyiciligi durumu Tablo- 15. de gosterilmigtir.

Tablo -15. Ayagindan MRSA ve MSSA izole edilen hastalarda burun tasiyiciligi orani

Burun
Ayak
MRSA MSSA NSAT (-)
% n % n %
TMRSA 5 55.5 1 11.2 3 33.3
MSSA 1 59 1 5.9 15 88.2
T (p <0.007)

Ayaginda MRSA Uureyen 9 hastanin 5 (%55.5) tanesinin burnunda da
MRSA dremigtir ve bunlarin hi¢ birisinde PVL pozitif degildir. Ayaginda ve
burnunda MRSA Ureyen hastalarin 2 (%22.2) tanesinin antibiyogrami ayni iken

diger 5 tanesi farkhdir.
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Diyabetik ayak enfeksiyonundan MRSA izole edilen hastalarin nazal
tastyicihik durumu, izolatlarin molekuler ozellikleri ve antibiyotik direng durumlari

Tablo -16. da gosterilmistir.
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Tablo- 16. Diyabetik ayak enfeksiyonundan MRSA izole edilen 9 hastanin nazal tasiyicilik durumu, susun molekuler 6zellikleri ve

antibiyotik direng durumu

Ornek Ayaktan izole edilen S. aureus Burundan izole edilen S. aureus
Nuc mecA PVL Ab direnci Nuc MecA PVL Ab direnci
1 + + +  OX, FOX, P, E, TE, DA, SXT + + - OX, FOX, P, E, Cip, DA
2 + + + OX, FOX, P, E, CiP, + + - OX,FOX,P,GN, TE
3 + + - OX, FOX, P, DA,CIP, TE, MUP + + - OX, FOX, P, E, CiP, DA
“4 + + - OX, FOX, P, E, DA, TE, SXT + + - OX, FOX, P, E, DA, TE, SXT
*5 + + - OX, FOX, P, GN, CiP, MUP + + - OX, FOX, P, GN, CiP, MUP
6 + + - OX, FOX, P, E, GN, TE, SXT, FUR + - - P, CiP, TE, GN, MUP
7 + + - OX, FOX, P, E,GN, TE, RIF - - - NSAT (-)
8 + + - OX, FOX, P, DA, GN, RIF, MUP - - - NSAT (-)
9 + + - OX, FOX, P, DA, TE, SXT - - - NSAT (-)

*antibiyotik duyarliliklari ayni olan suslar
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| PVL" MRSA | | PVL' MRSA |

bp

1000=>

300>
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Sekil 4. PCR ile analiz edilip %2 lik agaroz gel elektroforez ile bant goruntuleri
tespit edilen PVL pozitif MRSA (1.bant nuc pozitif,2.bant mecA pozitif, 3.bant PVL

pozitifjve PVL negatif MRSA (4.bant nuc pozitif,5.bant mecA pozitif ve 6.bant PVL
negatif )
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5.TARTISMA

Diyabetik ayak enfeksiyonlari diyabetli hastalar icin yagsam Kkalitesini
etkileyen major medikal, sosyal ve ekonomik bir problemdir. Yatan hastalarda ise
yatis suresini uzatmakta ve amputasyon oranini belirgin bir gekilde
artirmaktadir.?%3

Diyabetli hastalarin konak savunma bolgesindeki bozukluk, lezyonun
bulundugu bdlgedeki iskemi ve dolasim bozuklugu tedavisini zorlastirmaktadir.
Antibiyotiklere kargi hizli direng s6z konusu oldugundan bakteriyolojik inceleme iyi
yapilarak ampirik tedavi yerine etkene yoOnelik antibiyoterapi baslanmasi
onerilmektedir.* Yuzeyel surintld seklinde alinan o&rneklerin  enfeksiyon
etkenlerinden ¢ok kolonizasyonu yansitmasi sebebi ile guvenilir olmadigi
bilinmektedir.®’Ayak lezyonunda cilt alti koleksiyon apse materyali, kemik ve
yumusak doku biyopsileri incelenebilir. Biyopsi ile 6érnek alinamadigi durumlarda
antiseptik kullanmadan serum fizyolojik ile dikkatli temizlik yapildiktan sonra
lezyonun tabanindan kuret ile alinan érneklerde yuzeyel struntiden daha glvenilir
sonuglar verdigi bildirilmektedir.3%%

Bizim galismamizda 6rnek alinacak yer serum fizyolojik ile temizlendikten
sonra ustteki nekroze dokular debride edilip; derin dokudan bisturi ile veya apse
varliginda ise ponksiyonla alinan érnekler tiyoglikolatli buyyon iginde labarotuara
ulastiriimigtir.

Ulkemizde diyabetik ayak ile ilgili veriler sinirlidir. Tim dinyadan bildirilen
veriler ise; diyabetik ayak enfeksiyonlarinin % 40 - 90 oraninda hem aerop hem de
anaerop etkenin  goruldigu  karma  enfeksiyonlar seklinde oldugunu

gostermektedir.>%'
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Lipsky ve ark.*® diyabetik ayak enfeksiyonlu olgularin %46 sinda
monomikrobiyal, %47’ sinde polimikrobiyal tip enfeksiyon saptamiglardir.
Olgulardan alinan 6rneklerin % 7’ de tGreme saptamamislardir. Orneklerde %87
oraninda tek basina aerop, %13 oraninda hem aerop hem anaerop bakteri
uremesi tespit etmiglerdir. Anaerop bakterinin tek basina etken oldugu enfeksiyon
saptamamiglardir. Aerop etkenlerin icinde Gram pozitif koklar %94 oraninda
saptamiglardir ve bunun da %50 sini S.aureus olusturmustur. Gram negatif
basilleri %23 oraninda saptamislardir ve bunun da %10 unun K. pneumoniae
oldugunu bildirmiglerdir.

Ravisekhar ve ark.* ise izole ettikleri mikroorganizmalarin %65 inin sadece
aerop, %33,8" inin aerop + anaerop ve %1,2’ sinin ise yalnizca anaeroptan
olustugunu bildirmislerdir. Aerop etkenlerin icinde en sik (%51,4) oraninda Gram
negatifleri tespit etmislerdir ve (%12,6) ile Proteus spp. en sik izole edilen Gram
negatif basil olmustur. Gram pozitif izolasyon orani %33,3 bulunurken en sik etken
olarak S.aureus’ larin (%13.7) ve %56 sinin MRSA oldugunu bildirmislerdir .

Tentolouris ve ark?. ise %52,2 oranda monomikrobiyal enfeksiyon
belirlerken izole ettikleri mikroorganizmalarin  %79,1’ i sadece aerop, %16,4
aerop+anaerop ve %4,5’ inin ise sadece anaerop oldugunu bildirmiglerdir. Gram
pozitif koklar (%56,7) en sik izole edilen bakteriler olurken bunlarin %28,8'ini S.
aureus ilk sirada alirken bunlarin da %40’ inin MRSA oldugunu bildirmislerdir.
Calismada izolatlarin %29,8 nin aerobik Gram negatif basil oldugu ve bunlarinda
icinde %21,2 ile Enterobacteriaceae (%21,2)’ larin en sik Gram negatif grup olarak
izole edildigini bildirmislerdir.

Citron ve ark.®® calistiklari diyabetli ayak orneklerinden %83,8 oraninda
polimikrobiyal, %16,2 oraninda monomikrobiyal etken izole etmislerdir.
Calismadaki 6rneklerin %5,9’ da ise Ureme olmazken, %48,9 sadece aerop, %1,3
U sadece anaerop, %43,8 aerop + anaerop bakteriler Uretilmistir. Aerop bakterilerin
%80,3’" nu Gram pozitifler olustururken bunlarin da icinde %76,6 ile en sik izole
edileni S.aureus olmustur. S.aureus larin da %11,8 nin MRSA oldugunu
bildirmislerdir. Gram negatif aerobik bakteri oranini %35,7 olarak izole ederlerken
bunlarin icinde de en yuksek orani (%8,6) Pseudomonas aeruginosa oldugu

bildirilmigtir.

55



Ulkemizde diyabetik ayagin bakteriyolojik analizi ile ilgili ¢ok fazla veri
bulunmamaktadir. Tanyel ve ark.®” diyabetik ayak enfeksiyonlarini irdeledikleri bir
calismada 16 (%57,1) orneke uUreme saptarlar iken bu Orneklerin 2 tanesinde
birden fazla etken saptamiglardir. En sik MSSA izole edilirken bunu E.coli
izlemistir.

Ormen ve ark.*® ise diyabetik ayakl lezyon killtiiriinde %66 oraninda tireme
tespit ederken bunun %40’ inin Gram pozitif ve %60’ nin Gram negatif bakteriler
oldugunu bildirmislerdir. Gram pozitif bakteriler icinde en sik izole ettikleri S.aureus
suslaridir ve bunlarin %37,5 unun MRSA oldugunu tespit etmistirler. Gram negatif
bakteriler arasinda en sik E.coli nin izole edildigini bildirmigleridir.

Serefhanoglu ve ark.*®ise diyabetik ayaklarin aerobik bakteriyolojik analizi
ile ilgili yaptiklari galismada %46 oraninda Gram pozitif, %54 oraninda ise Gram
negatif bakteri izole etmislerdir. En sik izole edilen organizma %38 oran ile
S.aureus olurken bunlarin %18’ inin MRSA oldugunu bildirmiglerdir. Gram negatif
aerobik basiller arasinda ise en sik E.coli izole etmiglerdir.

Calismamizda ise %87.4 oraninda polimikrobiyal enfeksiyon saptanirken
%6.3 monomikrobiyal enfeksiyon tespit edildi ve Orneklerin %6.3’'sinda Ureme
olmadi. izole edilen mikroorganizmalarin ise %85,2 si sadece aerop, %38,5 i
aerop+anaeropken sadece anaerop Ureyen ayak enfeksiyonu olmadi. Aerop Gram
pozitif bakteri orani %48 olarak tespit edilirken bu grubun i¢inde en sik S.aureus
izole edildi.(%25,6) izole edilen tiim bakteriler arasinda en sik S.aureus izole edildi
ve bunun da %38,8’ i MRSA idi. Gram negatifler icinde ise en sik izole edilen bakteri
%16,8 ile E.coli oldu.

Yapilan galismalarda mantarlar da etken olarak saptanmigtir. Grayson ve
ark.’® yaptigi calismada %3 oraninda mantar tespit edilmistir.

Bamberg ve ark.™"

ise yaptiklari diyabetik ayak g¢alismasinda %6 oraninda
Candida cinsi maya izole edilmistir. Bizim galismamizda da tamami C. albicans
olmak Uzere %4,9 oraninda mantar izole ettik.

Son 25 yida vyapilan diyabetik ayak ile ilgili bakteriyolojik analiz
calismalarina baktigimizda farkh sonuglarla karsilasmaktayiz. Bazi g¢alismalar en
fazla izole edilen patojenin S. aureus oldugunu bildirirken bazilari ise Gram negatif
aeroplari rapor etmigleridir. Anaeroplarin roli Uzerinde fazla durulmamasinin

sebebi ise drnegin uygun sartlarda alinip génderilmesinin ve idantifiye edilmesinin
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zorlugundan kaynaklanmaktadir. Bildirilenleri icinde de Bacteroides fragilis birinci
sirada yer almaktadir. Bizim yaptigimiz ¢caligmada anaerop izolasyonu yapilmis
fakat tiplendirilmemisgtir.

Bu izole edilen bakterilerin farkliligini Citron ve ark.*

calismalarin farkh
bolgelerde yapilmis olmasi, orneklerin alinis yeri ve alinis teknigi, hastanin
antibiyotik alip almamasi, hastanede yatip yatmamasi ve yatis sureleri ile ilgili
oldugunu ifade etmiglerdir.

Bizim ¢alismamizda monomikrobiyal enfeksiyonlu diyabetik ayakli hastalarin
higbiri hastanede yatma ve antibiyotik kullanma O6ykisu bulunmamaktadir.
Polimikrobiyal enfeksiyonu olanlar ise hastanede yatan hastalardir. En sik etken
olarak izole edilen S.aureus enfeksiyonu olan diyabetik ayaklar ise 6zellikle MRSA
izole edilenlerin yaranin boyutu, yeri, suresi, hastanin yagi ve cinsiyeti ile ilgisi
olmazken artan HbA+. dizeyi ile enfeksiyon gelisim riskinin arttigi goéridimustir. Bu
da kontrolsuiz diyabet ile enfeksiyon. gelisme riskinin iligkisini vurgulamaktadir.

Burunda  S.aureus tagiyiciligi  enfeksiyonlarin  epidemiyoloji  ve
patogenezinde anahtar rol oynamaktadir. Diyabetik ayak enfeksiyonu olan diyabetli
hastalarda enfeksiyon yerinden S.aureus izolasyonunun Ozellikle de MRSA
izolasyonunun artmasi nazal S.aureus tagiyiciliginin takibini gerektirmektedir.
Yapilan calismalarda kolonizasyona etki eden faktorler arastirilmis ve diyabetik
hastalarin bunlarin basinda geldigi gozlenmistir.

Lipsky ve ark.' insilin kullanimi, antibiyotik tedavisi, yas, irk ve diyabetin
klinik durumu ile kolanizasyon arasinda anlamli bir fark saptamazlarken glisemik
kontrol ve HbA . arasinda ters yonde iligki belirlemislerdir. Son 6 ayda hastanede
yatma oOykusU ile kolonizasyon arasinda anlamli bir iligki saptamislardir fakat
diyabetli hastalarda nazal tasiyiciigr (%30,5) kontrol grubuna goére yuksek
bulmusglardir.

Hidron ve ark.'®

yaptiklari arastirmada hastaneye basvuran hastalardan
alinan nazal orneklerin %7.3' de MRSA saptamiglardir. Bu da hastalarin
demografik 6zellikleri ve antibiyotik kullanimi hastaneye yatis slresi ve kullanilan
antibiyotiklerle anlamli bulmuslardir.

Sahin ve ark."™ DM Iu hastalarda burun tasiyicihigina etkileyen risk
faktorlerini belirleyen calismalarinda %66 oraninda burun tasiyicihdr belirlerken

bunun ise %32’ nin MRSA oldugunu bildirmisleridir. Tip1 DM lu hastalarda %58, tip
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2 DM lu hastalarda ise %67 olarak saptamiglardir ve yas, cinsiyet, diyabetin tipi,
diyabetin suresi, insllin kullanimi ve antibiyotik kullanma 6ykUusunin bir risk faktord
olmadigini bildirmiglerdir.

Gl ve ark.'%®

ise insulin kullananlarla oral antidiyabetik kullanan DM lu
hastalarin nazal S.aureus ve MRSA tasiyicihidini arastirmiglar ve insulin
kullananlarda S.aureus’ un %33, MRSA’ nin ise %11,1 olarak tespit etmigler ve
oral antidiyabetik kullananlara gére daha yuksek bulmuslardir ( %12 ve % 3,1)

Tamer ve ark'®

. ise sadece tip2 DM hastalarda nazal S.aureus tasiyiciligi
ile iligkili faktorleri arastirmiglardir. Calismalarinda insulin kullaniminin 6 yilin
Uzerinde diyabet hastasi olmasinin, kan glukoz dizeyinin 111 mg/dl Gzerinde
olmasinin ve son 6 ay icine antibiyotik kullaniminin nazal tagiyiciligr artirdigini
bildirilmistir ve nazal S.aureus tasiyiciigini %17,1 olarak bulmusglardir.

Calismamizda DM Iu hastalarda S.aureus burun tagiyicilik orani %41,6
oraninda bulundu. Bunun da %10,4 G MRSA idi. MRSA tasiyiciiginin cinsiyet ve
yasadigi yer ile iligkisi tespit edilemez iken son 6 ay icinde hastane yatis Oykusu
olanlarda, insulin kullananlarda, 6 yildan daha uzun sure diyabet hastasi olanlarda,
daha once gecirilmis diyabetik ayak Oykusu olanlarda ve son 6 ayda antibiyotik
Oykusu olanlarda tasiyiciigin anlamh bir sekilde arttigi goruldu.Tip1 DM lu
hastalarda nazal MRSA tasiyiciligi (%20, 5) tip2 DM’ lulara (%8,8) gore anlamli bir
sekilde yuksek bulundu.

insiilin kullanan hastalarda cildin enfeksiyonlara karsi dogal koruyuculuk
bariyeri bozuldugundan bu hasta grubunda tasiyicilik genel olarak daha yuksek
bulunmustur yine sistemik antibiyotik kullanimi bagh diger vucut bolgelerinde
oldugu gibi burun florasinda da normal flora bakterilerinin azalip direncli
bakterilerin artmasina sebep olmaktadir. Diyabetik hastalarin hastanede
yatmasalar dahi kontrol ve komplikasyon takibi i¢in sik sik hastanelere basvuran ve
hospitalize edilen hastalardir. Dolayisi ile son 6 ayda hastanede yatanlarda ve 6
yildan uzun siredir diyabet hastasi olanlarda nazal tasiyicilik riski artmaktadir.’
Calisma verilerimizde bu bilgiyi dogrulamaktadir. Nazal S. aureus tasiyiciliginin
prevalansi bolgelere ve kisisel risk faktorlerine goére degismektedir.

Literaturde diyabetik ayak enfeksiyonu olan diyabetik hastalarda nazal S.

aureus tastyiciligi ile ilgili fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Diyabetli hastalar sik
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hospitalize edilen hastalar oldugu icin diyabetik ayak enfeksiyonu olan hastalarda
nazal MRSA tasiyicihdi uygun tedavinin yapilmasi ve gelisebilecek enfeksiyonlarin
onlenmesi agisindan dnemlidir.

Stanaway ve ark.'” MRSA izole edilen diyabetik ayak enfeksiyonlu
hastalarda nazal MRSA tasiyiciigi arasindaki iliskiyi irdeledikleri ¢alismalarinda
%19 oraninda ayak enfeksiyonunda MRSA izole ederlerken %17 oraninda da
nazal tasiyicilik tespit etmiglerdir. Hastalarin %58 de hem burnundan hem de
ayagindan MRSA izole ederlerken ayaginda olmayan hastalarin %8 nin burnundan
MRSA izole etmiglerdir. Hastanin ayagindaki enfeksiyondan MRSA izole
edilmesinin yas, yaranin yeri, diyabetin suresi, diyabetin tipi ve HbA. duzeyleri
arasinda bir iligkinin olmadigini bildirmiglerdir. Ayrica MRSA izole ettikleri ayak
enfeksiyonlarinda nazal MRSA tasiyiciliginin anlamli  bir sekilde arttigini
bildirmislerdir ve ayaktan izole edilen MRSA susunun burundan kaynaklanabilecegi
gibi nazal MRSA tasiyicisi olan diyabetli hastanin buna bagh ayaginda MRSA
enfeksiyonu olabilecegini bildirmislerdir."”

Hill ve ark.' ise diyabetli hastalarda nazal S.aureus tasiyicihgini %38,7
olarak bulmuslardir. Ayaginda enfeksiyonu olan hastalarin burnundan ve
ayagindan izole ettikleri S. aureus suslarinin genotipik olarak %92 sinin ayni sus
oldugunu ve muhtemelen ayak ve burundan izole edilen MRSA suslarinin ayni
oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda nazal MRSA taslyicisi olan hastalarin 26 (%36,2) da
diyabetik ayak enfeksiyonu mevcuttu. Bunlardan 5 (%.55.5)" inin hem ayaginda
hem de burnunda MRSA mevcut iken, 4 (%44,5) nun sadece ayagindaki
enfeksiyondan MRSA izole edildi. Ayagindan izole edilmeyip sadece burnundan 1
(%5.9)hastanin MRSA izole edildi. Ayagindan MRSA izole edilen hastalarin nazal
MRSA tasiyicilik orani daha fazla bulundu.

.Diyabetik ayak enfeksiyonlarinda genellikle kiltur alindiktan sonra ampirik
antimikrobiyal tedavi baslanmaktadir. ik vankomisine rezistans S.aureus susunun
diyabetik ayak enfeksiyonundan izole edildigini g6z onlne alirsak nazal MRSA
tasiyicisi olan ve ayaginda MRSA enfeksiyonu olan DM hastalarin ayagindan ve
burnundan izole edilen MRSA suslarinin antimikrobial direng paterninin bilinmesini

gerektirir.%’
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Ravisekhar ve ark.** diyabetik ayak enfeksiyonundan izole ettikleri MRSA
suslarinda en ylksek direncin eritromisin (%85.7), tetrasiklin (%64.3) ve
siprofloksasine (%64.3) karsi oldugunu bildirirken vankomisin ve linezolide karsi
direng bildirmemislerdir.

Ulkemizde ise diyabetik ayak enfeksiyonlarindan izole edilen MRSA
suslarinda Ormen ve ark.®® izole ettikleri tim suslarin penisiline direncli oldugunu
bildirirken; direng oranlarini sirasiyla siprofloksasine %25, TMP/SMX e %12.5
olarak bulmuslardir. Vankomisine, linezolidle ve fusidik asite karsi direngli sus

tespit etmemislerdir.

Serefhanoglu ve ark.”® ise kendi calismalarinda ayaktan izole edilen tim
MRSA suglarinin penisiline direngli oldugunu bildirirken en yuksek direncin
tetrasiklin (%58.8) eritromisin (%41.2) ve klindamisine (%29.5) karsi oldugunu
tespit etmislerdir. Yine vankomisine karsi direng bildirmemislerdir.®*

k.'% ise DM lu hastalarin burnundan izole ettikleri MRSA larin

Sahin ve ar
tamaminin penisilinine karsi direngli oldugunu bildirirlerken amikasin (%58),
sirofloksasin (%58) ve klindamisin (%33) e karsi yuksek direng bildirmiglerdir.
Vankomisine karsi direngli sus tespit etmemiglerdir.

Calismamizda ayak ve burundan izole edilen MRSA larin tamaminda
penisilin direnci tespit edilirken, burundan izole edilen suslarda en ylksek direng
tetrasiklin (%76,9), klindamisin (%69,2) ve gentamisine (%53,8) karsi tespit edildi.
Ayak enfeksiyonlarindan izole edilen MRSA suslarindan ise yuksek oranda direng
tetrasiklin (%66,6), eritromisin (%55,5) ve klindamisine (%55,5) kargi tespit edildi.
Burun ve ayaklardan izole edilen MRSA suslarinin higbirinde glikopeptid ve
linezolidle kargi direng tespit edilmedi. Hem ayagindan hem de burnundan MRSA
izole edilen hastalarin %22,2 nin antibiyotik diren¢ profili ayniydi.

Humphreys'%®

MRSA prevalansinin ve antibiyotik direng profillerinin yillara
ulkelere hatta bolgelere gore farklilik gostermesini enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin
iyi veya yetersiz olmasina ayrica da antibiyotik kullanim politikalarindaki farkliliga
baglamistir.

Laboratuvarda konvansiyonel yontemlerle S. aureus olarak izole edilen
suslarin fenotipik olarak metisilin direncinin belirlenmesinde oksasilin ve sefoksitin

diskleri kullaniimaktadir. Fakat direncin heterojen oldugu durumlarda oksasilin ile
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direngli ve duyarli suslarin ayrimi zorlagsmaktadir. Yalanci pozitif sonuc riskine
karsi molekliler MRSA testlerine ihtiyag vardir. Molekller yontemlerle mecA
geninin saptanmasi MRSA nin tespiti i¢in altin standart yontemdir. Fakat mecA nin
heterojen olarak KNS suslarinda da bulunabilmesi sonucu MRSA demeden once
S.aureus a spesifik genlerin gosterimini zorunlu kilmaktadir. S.aureus a spesifik
termonlkleaz olan nuc geninin tespiti S.aureus u diger stafilokoklardan
ayirmaktadir.""®

Oksasilin disk duffiuzyon yonteminin bircok heterojen susta %61- %96,4
arasinda duyarlilik gdsterdigini belirten calismalar vardir.""""'? Felten ve ark.'
sefoksitin icin 6zgillik ve duyarlii§ %100 bildirirken; Cauwelier ve ark.'*.
sefoksitin ve oksasilin i¢in duyarlihgi degigik sicakliliklarda bakmiglar ve mecA geni
ile karsilastirmiglardir. Sonu¢ olarak oksasilin ve sefoksitin i¢in duyarlilik ve

6zgullugund %100 bulmuslardir.

Telli ve ark.™ PCR ile mecA tespitini altin standart kabul ettikleri
calismalarinda oksasilin ve sefoksitin disk difuzyon testlerinin duyarliliklarini sirasi
ile %98,8 ve %98,3 bulurken ozgulliklerini ise %99.1ve %99.1 olarak
bildirmisleridir.

Atay ve ark."" ise yontemleri karsilastirdiklari calismada yine PCR ile mecA
tespitini altin standart olarak kabul ettikleri ¢alismalarinda oksasilin disk difizyon
yonteminin duyarlligini %100 6zgulligunu ise %80 olarak bildirmislerdir.

Calismamizda burundan izole edilen S.aureus larin 26 (%25.0), ayaktan
izole edilen S.aureus larin ise 9 (%25, 8 )’ unda mecA pozitif olarak tespit ettik
Fakat oksasilin ve sefoksitin disk difuzyon yontemi ile MRSA olarak tespit edilen 38
susun 3 tanesinin (%7,9) mecA genini negatif bulduk. Bunlarin nuc geni de pozitif
bulundugundan MSSA olarak kabul ettik. Bu bulunan suglarin 3’ 0 de burundan
izole edildi. MecA tespiti altin standart kabul edildiginde oksasilin ve sefoksitinin
duyarlihd (%92,1) ve 6zgullugi (%96,9) ayni oranlarda tespit edildi. Ozgulliginin
duyarlihgindan yuksek olmasi yanlis pozitif oraninin yanlis negatif oranindan
yuksek oldugunu géstermektedir. En kesin yontem PCR ile mecA tespiti olmasina
ragmen maliyeti ve calisma sartlari gbz Onune alinacak olursa rutin klinik
mikrobiyoloji laboratuarlarda uygulanmasi uygun degildir, daha c¢ok referans

laboratuarlarinda tercih edilmelidir.
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MecA ve nuc geni arastirarak MSSA ve MRSA olarak tanimladigimiz
suslarin hem burundan hem de ayak enfeksiyonundan izole edilenlerine PVL geni
baktik. PVL geni oOzellikle toplumdan kazanilmig MRSA enfeksiyonlarinda ve
nadiren de olsa MSSA larda tespit edilebilmektedir. Ozellikle cocuklarda nekrotizan
pnomoni ve S.aureus a bagl cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarina sebep
olmaktadir. PVL pozitif S. aureus lar fronkdl, impetigo, sellllit gibi ytzeyel deri
enfeksiyonlarina sebep olurken endokardit, artrit, osteomyelit gibi derin doku

enfeksiyonlarindan izole edilen stafilokoklarda PVL tespit edilememistir.

Holmes ve ark.’® PVL tasiyan S.aureus suslarinin karakteristigini, sikligini
ve hastaliklarla olan iligkisini irdeledigi ¢alismasinda PVL oranini %1,6 olarak
bulmuslardir. Ve %47 oranda MRSA olarak tespit etmiglerdir ve mec A genini
pozitif (+) olarak bulmuslardir. PVL tasiyan suslarin toplumdan kazanildigini
belirtmigleridir ve antibiyotik duyarliik paterni ise en yuksek direng (%43)
kloramfenikol,(%40) tetrasikline kargi oldugunu bildirmiglerdir. Butlun izolatlar

glikopeptidlere duyarli olarak bulmuslardir.

Ryan ve ark.®® daha cok nekrotizan pneumoni ve cilt enfeksiyonlarindan
izole ettikleri PVL oranini %43, Lina ve ark.”® ise %50 - %85 oraninda bulurken
bunlarin hepsi S.aureus a spesifik enfeksiyonlardan (follikilitis, fronkdl...) izole

edilmistir.

issartel ve ark.""” yapmis oldugu c¢alismada cerrahi olarak drene ettikleri
S.aureus apseleri ile burun tasiyicihgini kargilastirmiglardir. Yaralarda izole edilen
S.aureus suslarinda PVL oranini %89 olarak bildirmiglerdir. Burundan izole edilen
suslardan ise PVL oranini %28,6 olarak bulmuglardir. Bunlarin %43 tUnde hem
burun hem de nasal S.aureus suslarinda PVL pozititken 7 vakada burunda negatif
yarada pozitif olarak bulmuslardir. Bir hastada ise burundan izole edilen susta
MRSA bulunmasina kargi PCR ile yapilan analizde mecA bulunamamigtir. %51
oraninda burun ve yaradan izole edilen suslarin genotipik yapisi ve antibiyotik
duyarhliklari farkh bile olsa ayni sus olduklari kansina varilmigtir. Diger bolgelerden

ise %1.6-%11 arasinda PVL igeren sus bildirilmigtir.'*""

Ulkemizde ve dinyada vyapilan calismalarda diyabetik ayak
enfeksiyonlarinda ve nazal tasiyicilik durumunu yansitmasi agisindan fenotipik ve

genotipik ozelliklere gore c¢ok fazla literatire rastlanmamaktadir. PVL ile ilgili
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yapilan calismalarin ¢coju daha ¢ok S.aureus a baglh cilt enfeksiyonlari Uzerinde

yapilmigtir. 46116118

Bizim calismamizda %1.5 oraninda PVL tespit edildi.Tespit edilen suslar
diyabetik ayak enfeksiyonundaki MRSA lar dan kaynaklanmaktaydi. Bu suslari
tasiyan hastalarin burunlarindan MRSA izole edildi fakat PVL igcermiyorlardi ve
antibiyogramlari farkliydi. PVL tasiyan MRSA suslarinin bulundugu diyabetik ayakh
hastalar toplum kokenliydi. Hi¢ birisinde hastanede yatma ve antibiyotik kullanma

Oykusu yoktu ve ilk defa diyabetik ayak enfeksiyonu gegiriyorlardi.

Bu calismada DM Iu hastalarin burun ve ayak enfeksiyonu olanlarin hem
burun hem de ayaklarindan izole ettigimiz MRSA larin fenotipik ve genotipik
yapisina baktigimizda fenotipik olarak %22,2 ayni antibiyograma sahiptiler; fakat
genotipik olarak baktigimizda ise %1,5 oraninda PVL igeren ayak enfeksiyonu
etkeni olan MRSA suslari mevcuttu. Bu hastalarin burunlarinda PVL iceren MRSA
susu bulunmuyordu ve antibiyogramlari farkliydi. Bu da fenotipik olarak ayni
gorunseler dahi etkeninin ayni olmadigini ve toplum kaynakl suslarin diyabetik
ayak enfeksiyonlarinda daha dusuk oranda bulundugunu diyabetik ayak
enfeksiyonlarindan izole edilen MRSA larin antimikrobiklere de daha direncli

olmasi daha ¢ok hastane kaynakli oldugunu gostermektedir.
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6.SONUCLAR

Diyabetik ayak enfeksiyonu DM Ilu hastalarin en  Onemli
komplikasyonlarindan birisidir. Tedavideki problemler sebebi ile enfekte Ulserler
hastanede yatis suresini uzatmakta, amputasyon riskini arttirmakta hastaya ve
ulkeye ciddi mali yuk getirmektedir.

1-Diyabetik yara enfeksiyonlarinda yuzeyel surinti oOrnekleri sadece
kolonizasyonu yansitacagindan en guvenilir ydntem derin doku kultird yapilmasi
eder bu mumkudn olmuyorsa Ulser tabaninin kluretaj materyali veya apse ise
ponksiyon seklinde ornek almaktir.

2-Diyabetik ayak enfeksiyonlari hakkinda Ulkemizde ¢ok fazla bakteriyolojik
analiz bulunmamakla birlikte en sik polimikrobiyal tip enfeksiyonlar goériulmekte
bunlar da daha c¢ok kronik enfeksiyonlarda meydana gelmektedir. S.aureus hem
genel olarak tum bakteriler icinde hem de Gram pozitif aerop bakteriler iginde en
sik izole edilen bakteri oldu. Hem bizim g¢alismamizda hem de yapilan diger
calismalarda Gram negatif bakteriler daha ¢ok kronik ve uzun sureli polimikrobiyal
enfeksiyonlarda izole edilmektedir.

3-Diyabetik ayak enfeksiyonlu hastalardan MRSA izole edilmesinin yaranin
boyutu, suresi, yeri, hastanin yasi ve cinsiyeti ile bir iligkisi oldugunu saptanmadi
fakat kontrolstiiz diyabeti gdsteren ylksek HbA:. dizeyinin  diyabetik ayak
enfeksiyonlarinda daha yuksek tespit edildi.

4- Yaptigimiz galigmada DM lu hastalarda nazal S.aureus tagiyicilik oranini
%41,6 olarak bulurken bunun %10,4 Unu MRSA olusturuyordu. Nazal S.aureus
tasiyicihgr birgok kronik hastalik gibi DM lu hastalarda da enfeksiyonun
patogenezinde rol oynadigi dusunulmektedir.

5-Calismamizda nazal tasiyicilik agisindan risk faktorlerine baktigimizda tip
1 DM u olmasi, son 6 ay iginde hastanede yatis dykusunun olmasi, son 6 ay iginde

antibiyotik kullanim 6ykisu olmasi, 6 yildan daha uzun stre DM lu olmak, insilin
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tedavisi aliyor olmak ve daha once diyabetik ayak enfeksiyonu gegirmis olmanin
nazal tasiyicilik oranini arttirdigini tespit edilirken; tasiyicihgin cinsiyet ve yasadigi
yer ile ilgisi tespit edilemedi.

6- Hastalarin %36.2 de hem ayak enfeksiyonunda hem de burnunda MRSA
izole edildi. MRSA larin antibiyotik direng profillerine baktigimizda tamaminin
penisiline direncli oldugunu tespit ederken glikopeptid ve linezolidlere kargi direng
tespit edilmedi. En yuksek direng ise hem ayakta hem de burunda tetrasiklin ve
klindamisine kargiydi. Hem ayaginda hem de burnunda MRSA izole edilen
hastalarin %22,2 nin antibiyotik diren¢ profili ayniydi.

7- Metisilin direncini belirlemede oksasilin ve sefoksitin disk diflizyon
testlerinin her ikisinin de duyarlihgi %92,1 6zgullugu ise her ikisinini de %96,9
olarak bulunmasi bu iki yontemin yanlis pozitifik oraninin yanhs negatiflik
oranindan yuksek oldugunu gosterdi

8-Toplumdan kazanilmig S.aureus a bagh cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlarina sebep oldugu dugsunulen PVL toksin geninin izole edildigi hastalar
nazal MRSA tasiyicisi olmalarina ragmen her ikisi de ayaktaki MRSA susundan
izole edilmistir.

9-PVL geni iceren MRSA suslarinin diyabetik ayak enfeksiyonu olan
hastalarda duguk oranda tespit edilmesi ve tespit edilen suglarin genelde daha
direncli olmalari diyabetik ayak enfeksiyonlarindan izole edilen MRSA larin daha
¢ok hastane kokenli oldugunu gdstermektedir.

10- MRSA burun tasiyicisi ve ayak enfeksiyonu olan diyabetli hastalarin
hem burun hem de ayaklarindan izole ettigimiz MRSA larin fenotipik ve genotipik
yapisina baktigimizda fenotipik olarak ayni antibiyograma sahip olsalar dahi
genotipik olarak ayni olamayabilecegini PVL toksin geni igeren suslarin burunda
yer almayip ayaktaki suslardan izole edilmesiyle de gortulmektedir.

11-Diyabetik ayak enfeksiyonundan izole edilen MRSA nin kaynaginin nazal
MRSA tasiyicihgr oldugunu ispat etmek icin daha ileri filogenetik analize ihtiyag

duyulmaktadir .

12-Sonu¢ olarak c¢alismamizda nazal MRSA tasiyiciigi ile ayak
enfeksiyonlarindaki MRSA arasindaki ilgi acgikga gorunmektedir. Burada sorun

acaba burun MRSA tasiyiciigina bagh gelisen bir diyabetik ayak MRSA
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enfeksiyonu mu, yoksa MRSA a bagh gelisen bir sekonder nazal MRSA

tasiyicihgimidir? Bunun detayl olarak arastirilmasi gerekmektedir.
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7. OZET
Girig-Amag: Ayak enfeksiyonlari diyabetli hastalarin hastanede yatig

suresini uzatan, amputasyon riskini artiran en 6énemli medikal, sosyal ve ekonomik
komplikasyondur. Bu calismada DM lu hastalarin nazal MRSA tasiyicilik oranini,
ayak enfeksiyonlarin etkenlerini, risk faktorlerini ve nazal tasiyicilik ile ayak
arasindaki iliskiyi arastirmayi amacladik.

Gereg-Yontemler: Bu calismaya Mart 2007 - Temmuz 2007 arasinda
Diizce Universitesi Tip Fakdiltesi Hastanesi ve Bolu izzet Baysal Devlet
Hastanesinde diyabet tanisi ile takip edilen tip 1 ve tip 2 DM Iu 250 hasta alindi.
Hastalarin 47 sinde ayak ulseri vardi. Ayak ve burundan alinan érnekler standart
mikrobiyolojik tekniklerle degerlendirildi ve MRSA kabul edilen suslar PCR ve jel
elektroforez yontemi ile nuc, mecA ve PVL genleri yoninden arastirildi.

Bulgular: Calismaya alinan 250 hastanin %10,4 inde nazal MRSA
tasiyicihgi tespit edildi. Ayak enfeksiyonlarinda en sik S.aureus (%25,6) izole
edildi. Ayaktan izole edilen S.aureus’larin %8,8’ i MRSA, %16,8’ i metisilin duyarli
S. aureus (MSSA) du. Ayagindan MRSA izole edilenlerin %55,5 i de nazal MRSA
tasiyicisi idi. Antibiyotik duyarlilik sonuglarina gore bu suslarin %22,2’si ayni
bulundu. Burun ve ayaktan izole edilen MRSA ‘larin yapilan PCR ve jel
elektroforezi sonucunda nuc ve mecA genleri pozitif tespit edilirken %1,5 da PVL
geni tespit edildi.

Sonuglar: Calismamizda DM lu hastalarda nazal MRSA tasiyiciliginin
yuksek oldugu ve bunun ayak enfeksiyonu igin risk faktoru olusturdugu tespit
edilmistir. PVL geninin ayaktaki drneklerde ¢ok dusik oranlarda (%1,5) tespit
edilmesi ve ayni hastalarin burnunda tespit ediimemesi fenotipik olarak ayni
gorunseler de etkenin ayni olmadigini ve toplum kaynaklh suslarin disuk oranda
bulundugunu gostermektedir.

Diyabetik ayak enfeksiyondan izole edilen MRSA nin kaynaginin nazal
tasiyicilik oldugunu ispat etmek igin filogenetik analize ihtiya¢g olmakla beraber DM
lu hastalarda nazal tasiyicilik her zaman enfeksiyon igin risk faktéri olusturdugu

icin gerekli 6nlemler alinmasi yararl olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Diyabetik ayak, MRSA, nazal tasiyicilik, mecA, PVL
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7-SUMMARY

investigation of Methicillin Resistant S.aureus carriage among the patients
with Diabetic foot infection by using molecular diagnostic methods

Background-Objective:Foot infections lengthen the duration of

hospitalization stay and increase the risk of amputation and major medical,
social and economic complication for patients with diabetes. In this study, we have
investigated the prevalence of MRSA carriage in diabetic patients, risk factors,
agents for diabetic foot infections and we have explored the relationship between
nasal carriage and foot infection.

Material-Method: The present study was conducted at Dizce School of
Medicine and |zzet Baysal Hospital in Bolu between March 2007 and July 2007 on
250 patients who were diagnosed with type1 and type 2 diabetes. Forty-seven
patients with diabetic foot ulcers were included in this study. The ulcer and nasal
samples were evaluated by using standard microbiolocigal techniques. The
samples of patients whose were positive for MRSA tested for the presence of nuc,
mecA and PVL genes by PCR and gel electrophoresis.

Results: Nasal MRSA carriage was obtained from %10.4 of the 250
patients. The most common isolate from foot infections was S.aureus (%25.6) as
8.9% MRSA and 16.8% MSSA. 55.5%o0f the patients who had MRSA isolation from
their diabetic foot ulcer were nasal MRSA carrier.The antimicrobial resistance
patterns were similar 22.2% of these samples. Nuc and mecA genes were found
positive for all MRSA isolates obtained from foot and nasal samples; while PVL
genes were positive is 1.5% associated with foot infections.

Conclusion: This study showed that, the increase in the nasal MRSA
carriage in diabetic patients and the risk factor for foot ulcer infections. The nasal
and foot ulcer isolates showed that fenotpying demonstrated but found positive
PVL genes in the foot ulcer isolates different from those of the nasal isolates of
samples even if there is a need of an filogenetic analysis in order to prove that the
source of MRSA isolated from diabetic foot infections in nasal carriage. Nasal
carriage is always a risk factor for infections in diabetic patients and necessary

precautions

Key Words: Diabetic foot, MRSA, nasal carriage, mecA, PVL
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10. RESIMLEMELER LISTESI

Tablo - 1. Amerikan Ulusal Diyabet Veri Grubu (NDDG) ve WHO tarafindan

tanimlanmis olan tani kriterleri

Tablo- 2. Wagner siniflamasi

Tablo- 3. Diyabetik ayak enfeksiyonlari ve izole edilen muhtemel patojenler
Resim -1. Enfekte bir diyabetik ayak Ulseri

Tablo- 4. Kullanilan antibiyotik diskleri, miktarlari, S.aureus i¢in zon ¢aplari
Tablo- 5. Calismada kullanilan DNA oligontikleotidleri

Tablo- 6. Hastalarin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Tablo-7.Diyabetik ayak enfeksiyonu saptanan olgularin Ulser 6zellikleri

Tablo-8 Alt ekstremite enfeksiyonu olgularinda saptanan mikroorganizma ve

enfeksiyon tipleri
Tablo - 9. Yara yerinden izole edilen mikroorganizmalar

Tablo-10. Alt ekstremite enfeksiyonundan MRSA ve MSSA izole edilen hastalarin

ulser ozelliklerinin karsilastiriimasi.

Tablo -11. Nazal S.aureus tasiyicisi olan ve olmayan hastalarin risk faktorleri

acgisindan degerlendiriimesi

Tablo -12. Burundan ve ayaktan izole edilen MRSA suglarinin bazi antibiyotiklere

direng oranlari

Tablo-13. S.aureus susglarinin mecA geni varhdina goére dagihmi ve kullanilan

yontemlerin MRSA ve MSSA olarak belirledigi sus oranlari
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Tablo-14. MecA geni varhgl altin standart alindiginda yontemlerin duyarlilik,

6zgullik ve yorumlama gugleri(%)

Sekil - 1. PCR ile analiz edilip, %2 lik agaroz jel elektroforez bant goruntuleri tespit
edilen mec geni. ilk bant dusuk agirlikli DNA molekuld ( molekuler ruler).1-9 arasi
bantlar ise mecA pozitif MRSA

Sekil- 2. PCR ile analiz edilip % 2 lik agaroz jel elektroforez bant goruntuleri tespit
edilen nuc geni. ik bant diisiik molekiiler agirlikli marker ( molekiiler ruler)1.2.4 ve
6. bantlar nuc pozitif Stafilokok ( S.aureus).3. ve 5. bantlar nuc negatif stafilokok
(KNS)

Sekil - 3. PCR ile analiz edilip %2 lik agaroz gel elektroforez bant géruntuleri tespit
edilen PVL geni. ilk bant diisiik molekiler agirhkli marker(molekiiler ruler) 2. bant
PVL pozitif MRSA, 1,3, 4. ve 5. bantlar PVL negatif MRSA

Tablo -15. Ayagindan MRSA ve MSSA izole edilen hastalarda burun tasiyiciligi
orani

Tablo -16. . Diyabetik ayak enfeksiyonundan MRSA izole edilen hastalarin nazal

tasiyicilik durumu, susun molekuler 6zellikleri ve antibiyotik direng durumu

Sekil - 4. PCR ile analiz edilip %2 lik agaroz gel elektroforez ile bant goruntuleri
tespit edilen PVL pozitif MRSA(1.bant nuc pozitif, 2.bant mecA pozitif, 3. bant PVL
pozitif) ve PVL negatif MRSA(4.bant nuc pozitif,5.bant mecA pozitif ve 6.bant PVL
negatif)
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12.EKLER

Ek.1.Diyabetik hasta takip formu

No:

Hastanin Adi, Soyadi:

Yas!:

Cinsiyeti:

O Erkek

O Kadin

Yasadigi Yer:

[ Kent

[ Kirsal

Oz Gecmisi (diyabetin siiresi):

Diyabetinin tipi:

O Tip 1

O Tip2

Kullandigi ilaclar:

O Diyet

O Antidiyabetik

O insilin

Ulserin yeri:

Ulserin suresi (hafta)

Ulserin boyutu (cm?)

Gecirilmis Ulser oykusu varmi

Ulserin tipi:

] Noropatik

O iskemik

1 Nonéropatik

Hb A+C dizeyi:

Antibiyotik tedavisi ve suresi

Hastanede yatis suresi

Burun tasiyiciligi

Bakteri kulturi

Gram boyama

Duyarlilik testleri
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