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Amac: Staphylococcus aureus insanlarda deri ve yara enfeksiyonlarina neden olan en 6nemli
patojen bakterilerdendir. Metisilin’e direngli S. aureus (MRSA) suslarin yaralarda varligi
hastalarin tedavisini zorlagtirmaktadir. Calismamizda yara siiriintiilerinden izole edilen ve MRSA
olarak tanimlanan suslarin antibiyotik duyarliliklari, virulans gen igerikleri ve suslar arasindaki
klonal iligki arastirtlmigtir.

Gereg ve Yontem: Yara 6rneklerinden izole edilen suslar biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle
tanimlanmistir. Suslarin 12 antibiyotige karst duyarliliklart agar disk difiizyon yontemi
uygulanarak, indiiklenebilir klindamisin direnci D-testi ile ve virulans gen igerikleri polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile belirlenmistir. Suglar arasindaki klonal iliskinin belirlenmesinde
degisken alanli jel elektroforezi (pulsed-field gel electrotrophoresis-PFGE) analizi uygulanmus,
Smal enzimi ile elde edilen band profillerinden dendrogram olusturularak filogenetik analiz
yapilmistir.

Bulgular: Calismada 18 MRSA susu tanimlanmis ve tiimiiniin tetrasiklin, rifampin ve
gentamisin’e kargt direncli olduklar1 bulunmustur. Buna karsin tiim suslarin linezolid,
trimetoprim-siilfametoksazol, kloramfenikol ve quinupristin/dalfopristin’e karsi ise duyarli
olduklari tespit edilmistir. Ayrica 4 MRSA susu indiiklenebilir klindamisin direnci gostermistir.
PZR galigsmalarinda tiim suslarin ermA ve spc-ermA genlerini tagidigi bulunmustur. Diger yandan
tetK, tetL, tetM, ermB, dfrK, vgaC, ermT, msrA ve msrB genleri suslarda tespit edilememistir.
ileS, mrm ve spc genleri suslarin %94’ tinde (17/18) ve ermC geni ise suslarin %17’sinde (3/18)
pozitif bulunmustur. Sadece MRSA 50B susu PVL geni tagidig1 tespit edilmistir. PFGE analizinde
izole edilen MRSA suslar1 arasinda %100 ila %69.4 benzerlik oldugu filogenetik analiz ile ortaya
konmustur.

Sonug: Yara siiriintiilerinden izole edilen MRSA suslarinin farkli kokenlerden geldigi ve farkli
antibiyotik direnci ve gen iceriklerine sahip oldugu tespit edilmis ve yara enfeksiyonlarinin
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tedavisinde suslarin virulans 6zelliklerinin de degerlendirilmesinin son derece dnemli oldugu sonucuna
varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Yara, Virulans, Metisilin’e direng, Staphylococcus aureus

Determination Virulence Genes and Clonal Relationships of Methicillin Resistant
Staphylococcus Aureus Strains Isolated from Wound Samples

Abstract
Objective: Staphylococcus aureus is one of the most important pathogenic bacteria that cause skin and
wound infections in humans. The presence of methicillin-resistant S. aureus (MRSA) strains in wounds
makes the treatment of patients difficult. In this study, the antibiotic susceptibilities, virulence gene contents
and clonal relationships among MRSA strains isolated from wounds were investigated.
Materials and Methods: The strains isolated from wound samples were identified by biochemical and
molecular methods. The susceptibility of the strains against 12 antibiotics was determined using agar disk
diffusion method, inducible clindamycin resistance by D-test and virulence gene contents by polymerase
chain reaction (PCR). Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) analysis was applied to determine the clonal
relationships among the strains, phylogenetic analysis was performed by creating a dendrogram from the
band patterns obtained with Smal enzyme.
Results: The results showed that 18 MRSA strains were identified and all strains were found to be resistant
to tetracycline, rifampin and gentamicin. On the other hand, all strains were found to be susceptible to
linezolid, trimethoprim-sulfamethoxazole, chloramphenicol and quinupristin/dalfopristin. In addition, 4
MRSA strains showed inducible clindamycin resistance. In PCR experiments, it was found that all strains
carry ermA and spc-ermA genes. Whereas, tetK, tetL, tetM, ermB, dfrK, vgaC, ermT, msrA and msrB genes
were not detected. ileS, mrm and spc genes were found positive in 94% (17/18) of the strains and the ermC
gene in 17% (3/18) of the strains. Only MRSA 50B strain was found to carry the PVL gene. Phylogenetic
analysis revealed that there was 100% to 69.4% similarity between the MRSA strains in the PFGE analysis.
Conclusion: MRSA strains isolated from wound swabs came from different origins and had different
antibiotic resistance and gene contents, and it was concluded that it is extremely important to evaluate the
virulence properties of the strains in the treatment of wound infections.

Keywords: Wound, Virulence, Methicillin resistance, Staphylococcus aureus

nekrotizan

Giris

Staphylococcus aureus insanlarin deri ve
mukozalarinda flora bakterisi olmasi yaninda
ciddi enfeksiyonlara yol acabilen en onemli
firsat¢1 patojen bakterilerdendir (1). 2017
yilinda ABD’de 119.247 S. aureus kaynakli kan
dolasimi enfeksiyonu rapor edilirken, 19.832
vaka oOliimle sonuglanmistir (2). Hastane
enfeksiyonlarinda 6zellikle cerrahi yara ve deri
iizerinde enfeksiyonlarina yol agan S. aureus
suslarinin yant sira S. aureus suslarinin iirettigi
eksfoliatif toksinlerin neden oldugu soyulmus
deri sendromu ve Panton-Valentine Lokosidin
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(PVL) toksinlerinden kaynakli
pnomoni hayati risk olusturabilmektedir (3).
Metisilin’e direngli S. aureus (MRSA) suslar
toplum kaynakli ve hastane kaynakli olarak
iki gruba ayrilmaktadir. Toplum kaynakli
MRSA vakalar1 hastanede tedavi gdérmemis
kisilerde, genglerde, kalabalik topluluklar
halinde bulunan kisilerde, sporcularda ve
spor salonlarinda goriilebilmektedir. Toplum
kaynakli MRSA enfeksiyonlar1 ¢ogunlukla
deri ve yumusak doku enfeksiyonlari olarak
karsimiza ¢ikmakta ve 6zellikle staphylococcal
cassette chromosome (SCC)mec tip IV veya



V kaset genlerini igerdikleri ve PVL geni
tasidiklar belirtilmektedir (4). Saglik bakimi
ile iligkili enfeksiyonlarmn %10’unu deri ve
yumusak doku enfeksiyonlari olusturmaktadir
(5). Hastane kaynakli MRSA enfeksiyonlari
genellikle coklu ilag direnci gosterirken
SCCmec tip 1, I ve III kasetini igerdikleri
goriilmustiir (6).

Calismamizda yara siiriintli 6rneklerinden izole
edilen stafilokoklarm 12 antibiyotige kars
direng profilleri, indiiklenebilir klindamisin
direnci, antibiyotik direnci ve virulanstan
sorumlu genlerin varlig1 ve izole edilen MRSA
suslar1 arasindaki klonal iliski PFGE yontemi
ile arastirilmistir.

Gere¢ ve Yontem

Stafilokoklarin izolasyonu

Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi hastanesine
basvuran hastalardan alinan yara siiriinti
orneklerinden izole edilen bakterilerden ve
temel biyokimyasal testlerle (Gram boyanma,
katalaz ve koagiilaz testleri) stafilokok olarak
tanimlanan bakteriler alinarak caligmaya
dahil edilmistir. Bakterilerin tiir diizeyinde
tanimlanmalar1t  PZR  tabanli  yOntemle
gerceklestirilmistir. Bu amagla saflagtirilan
ve -80°C’de stoklanan bakterilerden 1 gece
37°C’de 5 mL triptik soy buyyon (TSB,
Oxoid) igerisinde iiretilen suslardan genomik
DNA izolasyonu Sudagidan ve ark. tarafindan
Onerilen yontemle gerceklestirilmistir (7).
Elde edilen genomik DNA &rnekleri PZR
calismalarinda kalip DNA olarak kullanilmis
ve S. aureus nuc, coa ve spa genlerinin varligi
suslarda bu genlere 6zgii primerler kullanilarak
taranmustir (8,9,10). Elde edilen PZR iirtinleri
%1.5 1xTAE agaroz jelinde yiiriitiilerek
gorilintilenmistir. PZR deneylerinde S. aureus
ATCC 25923 ve MRSA ATCC 43300 suslarina
ait genomik DNA pozitif kontrol olarak
kullanilmgtr.

Antimikrobiyal duyarlilik testi

[zole edilen S. aureus suslarmin antimikrobiyal
duyarhilik testleri 2020 yilina ait Clinical
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and Laboratory Standards Institute (CLSI)
standartlarina gore agar disk difiizyon
yontemi ile gergeklestirilmistir (11). Calisma
kapsaminda penisilin G (10 U), sefoksitin
(30 pg), linezolid (30 pg), eritromisin (15
pg), tetrasiklin (30 pg), rifampin (5 pg),
gentamisin (10 pg), klindamisin (2 pg),
kloramfenikol (30 pg), siprofloksasin (5 pg),
trimetoprim-siilfametoksazol (23.75/1.25 pg)
ve quinupristin/dalfopristin (15 pg) (Oxoid)
antibiyotik diskleri kullanmilmistir. S. aureus
ATCC 25923 susu kontrol olarak kullanilmistir.
Mueller-Hinton agar (Oxoid) iizerine inokiile
edilen suglar diskler yerlestirildikten sonra
35°C’de 18-24 saat inkiibe edilmis ve zone
caplar olgiilerek direng profilleri CLSI (2020)
standartlari ile karsilastirilarak ¢ikarilmistir.

D-test
S. aureus suslarinda indiiklenebilir
klindamisin ~ direncinin tespitinde  D-test

yontemi kullanilmistir (12). Triptik soy agar
iizerinde tretilen suslardan %0.9 NaCl igeren
tiiplerde McFarland 0.5 yogunlugunda bakteri
siispansiyonu hazirlanmig ve Mueller-hinton
agar yilizeyine ekiivyon yardimiyla inokiile
edilmistir. Eritromisin (15 pg) ve klindamisin
(2 pg) diskleri birbirinden 17 mm uzaklikta
olacak sekilde yerlestirilmis ve 35°C’de
18 saat inkiibasyon ardindan D seklinde
olusan indiiklenebilir klindamisin direnci
gbzlemlenmistir.

Virulans genlerinin PZR ile tespiti

S. aureus suslarinda metisilin direncinden
sorumlu mecA geni (13), Panton Valentine
Lokosidin  toksini  iiretiminden  sorumlu
PVL geni (14), mupirosin direnci ile iliskili
native isoleucyl-tRNA synthetases ile S ve
mrm genleri (15), makrolid, linkozamid ve
streptogramin direncinden sorumlu ermABC,
msrA ve msrB genleri (16), tetrasiklin
direncinden sorumlu tetK, tetL ve tetM genleri
(17,18), spc-ermA, trimethoprin direncinden
sorumlu dfrK, makrolid, linkozamid ve
streptogramin A direncinden sorumlu vgaC,
makrolid, linkozamid ve streptogramin B
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direncinden sorumlu ermT, spektinomisin
direncinden sorumlu spc geni (18) PZR
yontemiyle ilgili genlere 0zgii primerler
kullanilarak aragtirllmistir. Elde edilen PZR
uriinleri agaroz jel elektroforez yontemi ile
ayristirilmis ve amplikon boyutlarimarker DNA
ile karsilagtirilarak istenilen gen bdlgesinin
cogaltilip ¢ogaltilmadig tespit edilmistir. PVL
geni bakimindan pozitif bulunan suglarda,
TukPV-S ve lukPV-F gen bolgelerinden olusan
PVL geninin tiim dizisi Sanger DNA dizileme
ile ¢ikarilmistir (19).

Degisken Alanl Jel Elektroforezi (PFGE)

Calisma  kapsaminda izole edilen S.
aureus suslar1 arasindaki klonal iligkilerin
belirlenmesinde ABD Hastalik Kontrol ve
Korunma Merkezleri (CDC) tarafindan
Onerilen altin standart yontem olan PFGE
kullanilmistir. Bu amacla S. aureus suslart 10
mL TSB igerisinde 37°C’de bir gece inkiibe
edilmis ve Durmaz ve ark. onerdigi protokol
takip edilerek agaroz kaliplari hazirlanmistir
(20). Restriksiyon enzimi ile kesim Oncesi
agaroz kaliplarindan % oraninda kiiciik
parcalara ayrilmis ve 30U Smal (Thermo) ile
1 gece boyunca 30°C’de kesime birakilmistir.
Elektroforez i¢in 0.5xTBE tamponu igerisinde
%1’lik PFGE-grade agaroz (Bio-Rad) jeli
hazirlanmig ve kesimden alinan agaroz plaklari
jele yerlestirilmisti. PFGE jeli 5-40 saniye
vurus siiresi, 6 V/cm akim, 14°C sicaklik
uygulanarak CHEF-DR II (Bio-Rad) sisteminde
22 saat elektroforez edilmistir. Elektroforez
sonrasinda PFGE jeli 0.5 pg/mL etidyum
bromiir iceren 500 mL steril deiyonize su iginde
30 dakika orbital calkalayicida karigtirilarak
boyanmis, daha sonra 500 mL steril deiyonize
su ile tekrar 2 saat destaining islemi igin
orbital ¢alkalayicida yikanmisti. DNA band
gorlintiileri alinmis ve BioNumerics 7.6
(Applied Maths, Belgika) yazilimi kullanilarak
dendrogram  olusturulmustur.  Filogenetik
analiz i¢in dendrogram ¢iziminde Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean
(UPGMA) benzerlik katsayis1 ve %]1.5
band toleransi, %0.5 optimizasyon ve %80
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degeneracy cutoff degerleri kullanilmistir.

Bulgular

Calisma kapsaminda yara orneklerinden elde
edilen bakteriler arasindan izole edilen, nuc,
coa ve spa genlerini tagtyan 18 S. aureus susu
tespit edilmistir. Tiim suslarin sefoksitin’e
kars1 direncgli ve mecA geni bakimindan pozitif
bulunmus ve MRSA olarak tanimlanmuistir.
MRSA olarak tanimlanan suslar penisilin’e
dogal direnclidir. Antibiyotik  duyarlilik
testlerinde tiim suslarin tetrasiklin, rifampin

ve gentamisin’e karsi direngli olduklari
bulunmustur. Buna karsin tiim suslarin
linezolid, trimetoprim - siilfametoksazol,

kloramfenikol ve quinupristin / dalfopristin’e
karsiduyarliolduklari tespitedilmistir. S. aureus
suslarinin %94’ (17/18) siprofloksasin’e
karsi direngli bulunurken, suslarin %39 (7/18)
eritromisin, %17’si (3/18) ise klindamisin’e
kars1 direncli bulunmustur. Suglarin %22’si
(4/18) eritromisin’e karsi ve %111 (2/18)
klindamisin’e karsi orta direngli (intermediate
resistance) oldugu agar disk diflizyon testi
sonucunda tespit edilmistir.

D-test sonucunda 4 susun (S. aureus 56, 89,
27A ve Y-1) indiiklenebilir klindamisin direnci
gosterdigi tespit edilmis ve 3 susun (S. aureus
50A, Y-11 ve Y-12) her iki antibiyotige karst
direncli oldugu goriilmistiir (Sekil 1).

Antibiyotik direncinden sorumlu genlerin PZR
ile arastirilmasinda tiim suslarin tetM, ermA
ve spc-ermA genlerini tasidigi bulunmusgtur.
Diger yandan tetrasiklin direncinden sorumlu
tetK ve tetL genleri ile ermB, dfrK, vgaC,
ermT, msrA ve msrB genleri suslarda tespit
edilememistir. ileS, mrm ve spc genleri
suslarin %94’iinde (17/18) ve ermC geni ise
suslarin %17’sinde (3/18) pozitif bulunmustur.
Tiim suslar i¢erisinde sadece MRSA 50B susu
PVL geni bakimindan pozitif bulunmustur.
PVL geninin 1918 bazlik tim DNA dizisi
Sanger DNA dizileme yontemi ile c¢ikarilarak
GenBank’ta KM588922 accession number ile
yayinlanmaistir.



Yara kaynakli MRSA suslar1 arasindaki klonal
iligkinin PFGE analizi ile incelenmesinde S.
aureus 10, 50A, 58, 77, Y-7 ve Y-9 suslarinin,
Y-11 ve Y12 suslarinin, Y-4 ve Y-6 suslarinin,
Y-1, Y-2 ve Y-8 suslarinin %100 homoloji
gosterdigi band profillerinden elde edilen
dendrogram incelendiginde goriilmiustiir (Sekil
2). PVL pozitif MRSA 50B susunun ise diger
17 MRSA susundan farkli band profiline
sahip oldugu ve diger suslarla benzerliginin
%69.4 oldugu bulunmustur. Diger MRSA
suslart arasindaki benzerligin  %96.3 ile
%85.2 arasinda oldugu PFGE analizi ile tespit
edilmistir (Sekil 2).

e

Sekil 1. MRSA suslarinda indiiklenebilir klindamisin
direncinin D-test yontemi ile belirlenmesi. A: D-test
pozitif sus S. aureus 27A, B: klindamisin ve eritromisin’e
direngli sus S. aureus 50A, C: klindamisin ve eritromisin’e

duyarli sus S. aureus Y-9.
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Sekil 2. PFGE analizi ile MRSA suslart arasindaki klonal
iliskinin belirlenmesi. Filogenetik analiz sonucunda
elde edilen dendrogram MRSA suslar1 arasindaki yiizde

homolojileri gostermektedir.

Tartisma ve Sonuc¢

Diinya genelinde S. aureus deri ve yumusak
dokuenfeksiyonlarindaensik goriilen bakteridir
ve bunu B-hemolitik streptokoklar, E. coli ve P.
aeruginosa izlemektedir (21). S. aureus veya P,
aeruginosa orjinli deri enfeksiyonlar1 invaziv
enfeksiyonlara neden olarak sepsise de yol
acabilmektedirler (22,23). Hastane ve toplum
kaynaklit MRSA suslarinin hizla artisi hastanede
kalis siirelerinin uzamasma ve ekonomik
kayiplara neden olmas1 yaninda ciddi sayida
can kaybinin nedeni olabilmektedir. Kontamine
ylizeyler ve arag gere¢c de nozokomiyal
enfeksiyonlarin  yayiliminda  biiyliik ol
oynamaktadir (24). Ozellikle kontamine veya
iyi sterilize edilmemis dovme ekipmanlarinin
da deride MRSA vyaralarina neden oldugu
bildirilmistir (25). Udobi ve ark. yaptiklari
calismada hastanede yatan hastalardan ve yara
orneklerinde izole ettikleri S. aureus suglarni
incelediklerinde, yara kaynakli suslarin %75°1,
deri kaynakli suslarin %51.4’4i ve hasta
yataklarindan elde edilen suglarin %73.85°1
MRSA olarak tanimlanmistir (26). Lai ve ark.
2004-2016 yillar1 arasinda 6 Afrika iilkesinde
antibiyotiklere direngli yara enfeksiyonlari
iizerine yaptiklari c¢aligmada en yiiksek
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MRSA oranint (%34.6) Benin ve (%31.9)
Kongo’da tespit ederken, en diisik MRSA
oranlar ise (%14.5) Madagaskar ve (%14.3)
Togo’da elde edilmistir (27). Acquisto ve ark.
yaptiklar1 ¢calismada yara siiriintiileri ile burun
boslugundan alinan siirintii 6rneklerindeki
MRSA varligini karsilagtirmiglardir. Calismada
yara Orneklerinden %59.5 oraninda S. aureus
izole edilirken bunlarin %75.4’i MRSA olarak
belirlenmistir. Burun boslugu 6rneklemesi
yapilan 30 hastadan %25.9’'u MRSA pozitif
bulunmustur (28). Viquez-Molina ve ark.
diyabetik ayak enfeksiyonu gegiren hastalar
(n: 379) lizerinde yaptiklart ¢aligmada 101
yara Orneginde S. aureus tespit etmisler ve
bunlarin 35 adedi mecA geni ve 4 adedi PVL
geni bakimindan pozitif oldugu belirlenmistir.
Aragtirmacilar MRS A yara enfeksiyonuna sahip
diyabetik ayak hastalarmin iyilesme siirelerinin
daha uzun olugunu belirtmislerdir (29). Diger
bir ¢aligmada ise Pardos de la Gandara ve ark.
deri ve yumusak doku enfeksiyonuna sahip
129 hasta iizerinde yaptiklari ¢alismada 63’
S. aureus pozitif ve 39'u MRSA olarak tespit
edilmistir. 46/63 S. aureus susu ise PVL geni
tagidigi belirlenmistir (30).

Calisgmamizda antibiyotik duyarlilik testleri
ile gen icerikleri arasinda uyum oldugu
goriilmistiir. Sefoksitin direngli tiim suslarin
mecA genini ve tetrasiklin direngli tiim suglarin
tetM genini tasidiklar1 diger yandan tetrasiklin
direncinden sorumlu tetK ve tetl genlerini
igermedikleri belirlenmistir.

Insanlarin derilerinde ve ozellikle ellerinde
bulunan yaralarin gida isleme islemleri
sirasinda gidalara bulastirilmas: ve gidalar
araciligl ile diger insanlara bulagtirilmasi
toplum sagligi acisindan da biiyilk 6nem arz
etmektedir. Daha Onceki yapilan g¢aligmada
gida kaynakli S. aureus suslarinda PVL geni
varlig1 saptanmis (19) ve bu suslarin tavsan
deneylerinde nekrotize pnémoni yaptigi ortaya
cikartlmistir (31). Toksin genlerini tagiyan ve
toksin iireten 6zellikle ¢oklu direng gosteren S.
aureus suslariin yaralardan ylizeylere, gidalara
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ve direkt temas ile diger insanlar arasinda
bulasmasi direncli MRSA suslarinin hizla
yayilmasina neden olabilmektedir. Ozellikle el
hijyeninin 6nemi ve kontamine ekipmanlarin
dogru ve yeterli siire ile dezenfekte edilmesi
MRSA gibi direngli bakterilerin yayilmasinin
azaltilmasinda 6nem arz etmektedir.

*Calismamuzin ¢ikar ¢atismasi ve maddi destegi
yoktur.

*Calismamizin sadece antibiyotik duyarlilik kismi
TUMS-2008 (Istanbul) kongresinde poster bildirisi
olarak sunulmugtur.
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