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OZET

Amag: Metisilin Rezistan S.aureus (MRSA), son yillarda toplum kaynakli (TK) enfeksiyonlarda énemli bir halk sagligi
sorunu olmaya baslamustir. S.aureus’un viriilans faktorlerinden olan Panton-Valentine l16kosidin (PVL) geni tastyan
izolatlarin tamimlanmasi, TK-MRSA enfeksiyonlarmin kontroliinde onemlidir. Calismamizda, gida isiyle ugrasan
portorlerden elde edilen S.aureus suslarmda mecA ve PVL pozitifliginin saptanmas: amaclanmuistir.

Materyal ve Metot: Calismaya Ocak 2009-Ocak 2012 tarihleri arasinda 11 Halk Saglig1 Laboratuvari'na basvuran ve
gida isiyle ugrasan portorlerin burun stiriintiilerinden izole edilen ve Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC)
kriterlerine gore TK oldugu belirlenen 65 adet S.aureus susu dahil edilmistir. izolatlarm metisilin direnci
konvansiyonel yontemlerle, PVL ve mecA gen bélgeleri ise polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastirilmistir.
Bulgular: Calisma stiresince 6353 portériin 273tiniin (% 4.2) burun florasinda S.aureus bulunmustur. Calismaya
dahil edilen portorlerin 7’si (% 10.8) kadin 58’1 (% 89.2) erkektir. Ttim izolatlar sefoksitin ve oksasiline duyarl olarak
bulunmus ve hicbir izolatta mecA genine rastlanmamustir. Izolatlarn 23'tnde (% 35) PVL pozitif olarak
bulunmustur. Bunlardan 2’si(% 9) kadmn,21'i (% 91) erkektir.

Sonug: PVL pozitif S.aureus suslarmin hizl gidisli ve agir enfeksiyon olusturma potansiyeline kars: hizla taninmasi
saglanmalidir. Bu nedenle rutin taramalarda S. aureus tastyiciligi saptanan portorlerde mecA geni ve ozelliklede
PVL pozitifliginin belirlenmesinin rutin labaratuvar calismalar: arasina katilmasi gerektigini 6nermekteyiz.

Anahtar kelimeler: S.aureus, Panton-Valentine 16kosidin, mecA, MSSA

ABSTRACT

Objectives: Methicillin-resistant S.aureus (MRSA) has become a major public health problem in community-acquired
(CA) infections in recent years. Identification of isolates carrying the PVL gene, a virulence factor of S.aureus, is
important in the control of CA-MRSA infections. The aim of this study was to determine the positivity of mecA and
PVL in S.aureus strains obtained from the food business porters.
Materials and methods: Sixty-five S.aureus strains that were isolated from nasal swabs of food porters who applied
to the Provincial Public Health Laboratory between January 2009-January 2012 and identified as CA according to
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) criteria were included in this study. Methicillin resistance of
isolates was investigated by conventional methods and PVL and mecA gene regions were investigated by
polymerase chain reaction (PCR).
Results: S.aureus was found in the nasal flora of 273 (4.2 %) of 6353 porters during the study. Seven of the porters
included in the study (10.8 %) were female and 58 (89.2 %) were male. All isolates were found sensitive to cefoxitin
and oxacillin, and mecA gene was not found in any of the isolates. PVL was found positive in 23 (35 %) isolates. of
these, 2 (9 %) were female and 21 (91 %) were male
Conclusion: It should be ensured that PVL positive S.aureus strains should be recognized rapidly against their
potential of rapid progression and severe infection. Therefore, in routine screenings we suggest that detection of
mecA gene and especially PVL positivity in porters detected as S. aureus carriers should be included in routine
laboratory studies.
Key words: S.aureus, Panton-Valentine leukocidin, mecA, MSSA
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GIRIS

Staphyloccoccus cinsi bakteriler icinde insan saghigi
agisindan en onemli tiir olan S. aureus, saglikli
insanlarin bogaz ve burun florasinda yer almakla
birlikte bogaz, burun, goz, deri, kil koki,
gastrointestinal sistem enfeksiyonlarina, septisemi,
osteomiyelit ve menenjite neden olabilmektedir
(Taylor ve Unakal, 2018).

S. aureus, gida sektoriinde calisanlarda ve hastane
personelinde yaygin olarak bulunmaktadir. S.
aureus’a bagl gida zehirlenmesine enterotoksinlerin
sebep oldugu bilinmektedir (Cakic1 ve ark., 2015).
Gida sektoriinde galisan ve S. aureus tasiyicisi olan
portorler besin zehirlenmesinin kaynagidirlar.
Gidalarda ve gida isletmelerinde bu bakteriye
rastlanmasi hijyen eksikliginin gostergesi olarak
kabul edilir. S.aureus'un enfeksiyon olusturma
potansiyeli, epidemi yapma riski ve enfekte
gidalarla gida zehirlenmesine sebebiyet vermesi
nedeniyle tastyicilik durumu halk saglig1 yontinden
onemlidir (Alim ve ark., 2012).

Staphylococcus tiirleri antimikrobiyal ajanlara genis
capta duyarliik gosterse de metisilinin klinik
uygulamalarda kullanilmasindan kisa bir stire
sonra metisiline direncli suslar ortaya ¢ikmustir. S.
aureus’ta metisilin direnci mecA geni tarafindan
kodlanan, beta-laktam ajanlara baglanmayan veya
diistik oranda baglanan ve penisilin baglayan
protein-2a (PBP-2a) olarak adlandirilan yeni bir
penisilin baglayan protein yapimina baghdir
(Gumral, 2007). Metisilin Rezistan S. aureus
(MRSA), nozokomiyal patojen olmasinin yani sira,
son yillarda toplum kaynakli enfeksiyonlarda
diizenli artis gostererek ©nemli bir halk saghg:
sorunu olmaya baslamustir (Xiao-Yong ve Qing-Yi,
2018; Emre ve ark., 2020).

S. aureus’'un viriilans faktorlerinden olan Panton-
Valentin I6kosidin (PVL), ozgiil litik aktivitesiyle
por olusturarak lokositlerin yikimina ve doku
nekrozuna yol acan bir sitotoksindir. Son yillarda,
PVL tiireten MRSA suslarinin agir nekrotik deri
lezyonlar1 ve nekrotizan pnomoni ile seyreden
toplum kokenli enfeksiyonlarla iliskili oldugu
saptanmistir (Zhang ve ark., 2018). PVL tiretimi
toplum kokenli MRSA (TK-MRSA) izolatlarinda
hastane kokenli MRSA izolatlarina goére daha
yiiksek oranda saptanmaktadir (Karahan ve ark.,
2008). Ciddi toplum kokenli MRSA
enfeksiyonlarindaki hizli artis bu potansiyel virulan
patojenin yayiliminin kontroliinde PVL geni tastyan
S. aureus izolatlarmin tanimlanmasmin &nemini
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isaret etmektedir. Baz1 toplum kaynakli S. aureus
izolatlar1 mecA genini tasimalarina ragmen yapilan

antibiyotik ~ duyarlilik  testlerinde  yanlishkla
metisiline duyarlh S. aureus (MSSA) olarak
tanimlanabilmektedir. Bu nedenle PVL iireten

MSSA izolatlarinda mecA geninin polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemi ile belirlenmesi
onerilmektedir (Chang ve ark., 2003).
Calismamizda, Van Halk Sagligi Laboratuvarina
Ocak 2009-Ocak 2012 yillar1 arasinda gelen ve gida
isiyle ugrasan portorlerden alman  burun
surtinttilerinde  S.  aureus pozitiflik oraninin
saptanmasi, S. aureus pozitif olan portorlerde
antibiyotik direncinin konvansiyonel yotntemlerle,
PVL ve mecA gen bolgelerinin ise PCR ile
arastirilmasi amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT

S. aureus Suslari

Calismaya Ocak 2009-Ocak 2012 tarihleri arasinda
Van Il Halk Saglig1 Laboratuvari’na portdr taramast
icin basvuran kisilerin burun stirtintiilerinden izole
edilen ve Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi
(CDCQ) kriterleridikkate alinarak belirlenen 65 adet
TK S. aureus susu alindi (Karapmar ve ark., 2018). S.
aureus suslarinin izole edildigi hastalara ait bilgiler
ve laboratuvar sonuglar1 defter kayitlarindan
retrospektif olarak incelendi.

Kiiltiir, Antibiyotik Duyarlilik ve Identifikasyon
Gliserolli buyyon saklama besiyerine almarak
calisma giiniine kadar -80°C” de stoklanan S. aureus
suslar1 % 5 koyun kanl agara ekildi ve 37°C’de 18-
24 saat inkiibe edilerek saf kiiltiirleri elde edildi.
Ureyen kolonilerin  S. aureus oldugu koloni
morfolojisi, pigment olusumu, kanli agarda f
hemoliz olusturmasi, Gram boyamada Gram pozitif
koklarin  goriilmesi, katalaz ve koagiilaz
deneylerinin pozitif olmasi sonucunda dogrulandi.
Metisilin direncinin belirlenmesi amaciyla, Clinical
and Laboratory Standards Institue (CLSI) onerileri
dogrultusunda, sefoksitin diski (30 pg) (bioMerieux
®, Fransa) ve oksasilin diski (1 pug) (bioMerieux ®,
Fransa) ile Mieller Hinton agar (bioMerieux ®,
Fransa) besiyerinde Kirby-Bauer disk diftizyon
yontemi uygulandi (CLSI,2007). Standart sus olarak
S. aureus ATCC 25923 kularldz.

PCR ile mecA ve PVL Gen Varliginin Belirlenmesi
Toplum kokenli 65 adet S. aureus susundan elde
edilen ekstraksiyon tirtinlerine; mecA i¢in Merlino
ve arkadaslarmin tanimladigr 448 baz cifti (bp)
boyutunda tirtin olusturan primerler kullanild:
(Merlino ve ark.2002). PVL icin ise Lina ve
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ark.tarafindan  tamimlanan 433 bp’lik  drin
olusturan Luk-PV-1 ve Luk-PV-2 primerleri
kullanilarak amplifikasyon islemi gerceklestirildi
(Lina ve ark.,1999). S. aureus GRE14 referans susu,
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olarak  kullamildz.
Kullanilan primerler Tablo1’de goriilmektedir.

PVL icin pozitif kontrol

Table 1: MecA ve PVL Saptanmasi igin kullanilan Primerler

A Primer 1F (Forward)  5-AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3
mec.
Primer 2R (Reverse) 5-AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3
PVL Luk-PV-1F (Forward) 5-ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA-3’

Luk-PV-2R (Reverse)

Amplifikasyon sonras1 mecA gen bolgesi ve PVL'yi
kodlayan 1ukS/F-PV gen bolgesinin varliginin
belirlenmesi amaciyla agaroz jel elektroforezi
uygulandi. Elektroforez sonunda DNA bantlarinin
gortintiilenmesi amaciyla Gellogic 2200 Imaging
System (ayrim giici 1708x1280 pixel. Kodak
Company, ABD) sistemi kullanildi. Elde edilen 433
bp’lik DNA fragmentleri lukS/F-PV gen bolgesi
pozitif olarak degerlendirildi.

Etik Kurul Onay1

Calisma icin Van Yiiziinci Yil Universitesi Tip
Fakiiltesi Girisimsel olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan onay almmustir (Karar no:
14, Tarih: 30.01.2014)

BULGULAR
Ocak 2009-Ocak 2012 yillar1 arasinda Van il Halk
Saglhign Laboratuvari’ma portdr taramasi igin

basvuran 6353 kisinin 273’tintin (% 4.2) burun
florasinda S. aureus bulunmustur.

5-GCATCAAGTGTATTGGATAGCAAAAGC-3'

Bu izolatlarin icinden farkli cinsiyet, meslek grubu
ve yas araligindaki bireylerden olmasmma dikkat
edilerek ve toplum kokenli oldugu belirlenen
toplam 65 adet S. aureus segilmis ve galismaya
almmustir. Portorlerin en kugtigu 16,en buyugi 55
yasinda olup toplam yas ortalamas:t 30'dur.
Kisilerin 7’si (% 10.8) kadin 58'i (% 89.2) erkektir.
Metisilin ~ direncinin belirlenmesi ic¢in yapilan
sefoksitin ve oksasilin disk difiizyon testinde tiim
izolatlar sefoksitin ve oksasiline duyarli olarak
bulunmus olup CLSI'min belirledigi kriterlere gore
MSSA  olarak degerlendirilmistir. Dogrulama
amaciyla yapilan PCR analizi ile de hicbir susta
mecA genine rastlanmamustir.

Yapilan PCR analizi sonucunda suslarin 23'tinde (%
35) PVL pozitif saptanmistir. Bunlardan 2’si (% 9)
kadin, 21i (% 91) erkektir. Kadin hastalarin %
28’inde, erkek hastalarin ise % 36’sinda PVL pozitif
saptanmustir. Portorlerde mecA ve PVL geni
varligmin cinsiyete gore dagilimi Tablo 2'de
verilmistir.

Tablo 2: Deney ve kontrol gruplarinin kan lipit 6l¢timleri 6n test tanumlayicr istatistikleri

Erkek Kadin Toplam

n % n % n %
Portor Sayisi 58 89.2 7 10.8 65 100
FOX-OX Direnci - - - - - -
mecA Geni (+) - - - - - -
PVL Geni (+) 21 91 2 9 23 100

FOX: Sefoksitin, OX: Oksasilin

PVL pozitif saptanan toplum kokenli S. aureus
suslarmin tamami MSSA olup burun kiilttiriinden
izole edilmistir. PVL gen bolgeleri pozitif ve negatif

bulunan bazi izolatlara ait PCR jel elektroforez
gorinttileri Sekil de gosterilmistir.
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M 33 34 NK 3536 373839 40 NK4142434445 NKPK M

- 1353 bp

-- 1078 bp
-~ 872bp

- 603 bp
- 433 Dbp

-~ 310 bp
-~ 281/271 bp
-~ 234bp

- 194 bp

Sekil 1.]Jel elektroforezde LukS/F-PV gen bolgesi sonuglarinin gértintmii 34,35,37,38,40,43,44 ve 45. 6rnekler
lukS/F-PV negatif; 33,36,39,41 ve 42. 6rnekler; LukS/F-PV pozitif, NK:Negatif kontrol, PK:lukS/F-PV pozitif

kontrol (433 bp), M:1 kb DNA Ladder (Promega)

TARTISMA
S. aureus, toplum ve hastane kaynakl
enfeksiyonlara neden olabilen onemli

mikroorganizmalardan biridir. Toksin ve enzimleri
ile deri ve yumusak doku enfeksiyonlari,
osteomyelit, endokardit, bakteriyemi, pnémoni ve
toksik sok sendromu gibi bir¢ok klinik tabloya
neden olabilmektedir (Taylor ve Unakal, 2018).

S. aureus'un burun tasiyicihifi enfeksiyonlarin
gelisiminde bir risk faktorti olarak bilinmektedir.
Ozellikle gida isiyle ugrasan enterotoksijenik
stafilokok tastyicilari besinlerin kontaminasyonuna,
dolayisiyla S. aureus'a bagh besin zehirlenmelerinde
onemli rol oynamaktadir. S. Aureus tasryicilik orani;
Erdenizmenli ve ark.min (2004) hastanede kalis
oykusti olmayan 500 kisi tizerinde yaptiklari
calismada % 9.4, Gilbandilar'mm (2009) portor
muayenesi icin halk saghg laboratuvarma
basvuran 3048 kiside yaptig1 calismada % 7.1,
Toktas ve Ceylan'n (2020) gida c¢alisanlarinda
yaptiklari calismada ise % 7.6 olarak bulunmustur.
Calismamizda, portdr taramasi i¢in basvuran 6353
kisinin 273’tintn (% 4.2) burun florasinda S. aureus
bulunmus ve bu oranin literatiire gore daha diisiik
oldugu gorulmusttr.

Ingiltere’de 1961 yilinda, ilk MRSA susu
tanimlanmustir. 1990’11 yillara kadar yalniz hastane
enfeksiyonlarinda sorumlu tutulsa da zamanla
hicbir risk faktdrii olmayan ve hastaneyle iliskisi
bulunmayan bireylerden de tespit edilmeye
baslamustir. TK-MRSA izolatlar1 her ne kadar tiim
Diinya’da (6zellikle ABD’de) kiiresel bir sorun
haline gelse de tlkemizde diisik oranda
goriilmektedir (Altunok ve ark., 2014). Diindar ve
ark (2013) Tiirkiye'nin degisik bolgelerinden izole
edilen 725 MRSA susunun 2’sini (% 1) TK-MRSA
olarak tamimlamislardir. Duman ve ark. (2013), 88
adet TK S. aureus susunun 11’inde (% 12.5) metisilin
direnci saptamislardir. Alim ve ark. (2012) Sivas
Halk Sagligi Laboratuvari’'na portér muayenesi icin
bagvuran kisilerden izole ettikleri 1114 S. aureus
izolatinin tamamini ¢alismamizda oldugu gibi disk
diftizyon yontemi ile MSSA olarak bulmuslardir.
[talya'da yapilan bir calismada 323 gida calisaninn
85'inde (%26.3) nazal S. aureus tasiyiciligl gorulmiis,
bunlarin 7'si (%8.2) MRSA olarak tanimlanmistir
(Chaggiano ve ark., 2016). Calismamizda PCR
yontemiyle de mecA gen varligina rastlanmamustir.

S. aureus’ta PVL varlig1 hastalik siddetinde artisla
birlikte cerrahi drenaja ihtiyag gosteren deri
enfeksiyonundan, agir kronik osteomiyelite ve
olumciil nekrotizan pnomoniye kadar degisen
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olgularla iligkilidir. PVL negatif S. aureus ile enfekte
pnomonili hastalarin 6lim orami %6 iken, PVL
pozitif S. aureus ile enfekte pnomonili hastalarin
olum oranm1 %32 olarak bildirilmistir. Britanya ve
Fransa'da terapotik rejimler, S. aureus izolatlarinda
PVL toksininin varligina veya yokluguna gore
diizenlenebilmektedir (Kollef ve Micek, 2005;
Zhang ve ark., 2018). PVL ozellikle TK S. aureus
suslarinda gortilmekte ve bu suslar son yirmi yila
bakildiginda hastane ortamina hizla yayilmaktadir.
Bu durum hastanelerde daha viriilan suslarla
mortalitesi yiiksek enfeksiyonlara neden olacaktir
(Karapmar ve ark., 2018). Jones ve ark. (2007), 77
adet TK-MRSA izolatinda PVL pozitiflik oranini %
95, 89 adet TK-MSSA izolatinda ise % 17 oraminda
saptamuslardir. Karahan ve ark. (2008) yaptiklar:
calismada MSSA suglarinin % 9unda, Duman ve
ark. (2013) TK S. aureus suslarmin % 15'inde PVL
pozitifligi belirlemisler ve cilt, yumusak doku ve
solunum yolu oOrneklerinde PVL varligimin
arastirilmasimin ciddi enfeksiyonlarin onlemesinde
onemli olacagin vurgulamuslardir.

Cesitli tilkelerde yapilmis calismalarda MRSA
kokenlerinde PVL pozitiflik orani; Yunanistan'da
toplum kaynaklh MRSA’larda %72, hastane
kaynakli MRSA’larda %23; Amerika’da poliklinik
hastalarinda %37, servis hastalarinda %35,4;
Hollanda’da 2000 yilinda % 5 ve 2002 yilinda %15
ve Kanada’da %50 olarak saptanmustir (Ozkul ve
ark., 2007). Myanmar'da yapilan bir calismada 563
gida calisanmnin 110'unun (%19.5) burun kiiltiirtinde
S. aureus izole edilmis, izolatlarin tamami MSSA
olarak tanimlanmis ve 15'inde (% 13.6) PVL geni
saptanmistir. Bu oranin diger Asya tilkeleri, Avrupa
ve Amerika'dan goreceli olarak daha yiiksek
oldugunu belirtmislerdir (Aung MS ve ark., 2017).
PVL  pozitif =~ MSSA  epidemiyolojisi  iyi
bilinmemektedir =~ ve  patojenik  potansiyeli
muhtemelen goz ardi edilmektedir. PVL geni igeren
MSSA  suglarmin  orami  genis bir yelpazede
degismektedir. Karahan ve ark. (2008) 261'i MRSA
(230"u hastane kaynakli, 74’ti toplum baslangicli),
43t MSSA olmak tizere toplam 304 S. aureus
izolatinin 12’sinde (1'i hastane kaynakli, 11'i toplum
kaynakli) PVL pozitifligi saptamislardir. PVL
pozitif izolatlarm 81 MRSA, 4'ti ise MSSA’dir.
Calismamizda Luk-PV1F ve Luk-PV2R primerleri
kullanilarak gerceklestirilen PCR analizi sonucunda
izole edilen toplum kokenli 65 MSSA susunun
23’tinde (% 35) PVL pozitif saptanmis ve bu oranin
literatiire gore yiiksek oldugu gorulmiistiir.
Calismamizda PVL geni tasiyan MSSA izolatlarinin
bulunmus olmasi, bu suslarin PVL pozitif MRSA

Van Sag Bil Derg 2020;13(3):38-43

icin rezervuar rol oynayabilmesi agisindan 6nem
tasimaktadir (Rasigade ve ark., 2010).

Sonug olarak; portorlerden elde edilen S. aureus
suglarinda virulansin Dbelirleyici faktorlerinden
mecA ve PVL pozitifliginin oldukga ciddi bir toplum
sagligl sorunu yaratabilecegi elde edilen veriler
is1ginda ongoriilebilir. Ulkemizde her bélge igin
gida calisanlarinin nazal tastyicilik oranlarmin ve S.
aureus tastyiciligi saptanan portorlerde mecA geni ve
ozelliklede PVL pozitifliginin bilinmesi ciddi deri
veya yumusak doku enfeksiyonu ile bagvuran
hastalarin  ampirik tedavisinde yol gosterici
olacaktir. Bu noktada rutin taramalarda mecA geni
ve Ozelliklede PVL pozitifliginin belirlenmesinin
rutin labaratuvar calismalar1 arasina katilmasi
gerektigini onermekteyiz.

Cikar Catismasi

Calismada herhangi bir ¢ikar gatismas1 yoktur
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