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OZET

Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA)’un hastane enfeksiyonlarinin mortalite ve morbidi-
tesi yliksek en sik rastlanan etkenlerinin basinda yer almasi, klinisyenleri MRSA kolonizasyonunu ortadan
kaldirmaya yonelik topikal mupirosin kullanimina yonlendirmistir. Ancak son zamanlarda MRSA izolatlari
arasinda mupirosin direnci bildirilmeye baglanmistir. Bu calismada, nozokomiyal kdkenli 595 MRSA izo-
latinda fenotipik ve genotipik yontemlerle mupirosin direncinin arastiriimasi amaclanmugtir. izolatlarin 35
(%5.9)'inde disk diflizyon ve E-test yontemlerinin her ikisi ile de mupirosin direnci gdsterilmistir. E-test
yontemiyle mupirosine direncli suglarin %65.8 (23/35)'inde yiiksek diizeyde, %34.2 (12/35)'sinde ise
distk diizeyde direng saptanmistir. Fenotipik olarak mupirosin direnci saptanan 35 MRSA izolatinin ge-
notipik olarak dogrulanmasinda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullaniimis ve tiimiinde mecA ve mu-
pA gen varligi gosterilmistir. Mupirosine direncli MRSA suglari ile yapilan plazmid analizi sonucunda, E-
test ile ylksek diizeyde mupirosin direnci saptanan 23 izolatin hepsinde 38 kilobazlik plazmid saptanir-
ken, dustik diizeyde direncli olan 12 izolatin hi¢birisinde bu plazmid gozlenmemistir. Mupirosine direng-
li 35 MRSA izolatinin 32'si “pulsed field gel electrophoresis (PFGE)” yontemi ile genotiplendirilmis ve Te-
nover kriterlerine gore, PFGE uygulanan izolatlarin 24’lnin identik (genotip A), 8‘inin ise yakin iligkili
(genotip A1) oldugu gorilmdistir. Bu sonuglara gore, hastanemizde izole edilen mupirosine direncli
MRSA suslarinin ayni genotip ya da bu genotip ile yakin iliskili kokenler oldugu distindlmustar.

Anahtar sézciikler: Mupirosin direnci, metisiline direncli Staphylococcus aureus, plazmid profil analizi,
pulsed field gel electrophoresis, genotiplendirme.
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Nozokomiyal Kokenli Metisiline Direngli Staphylococcus aureus izolatlarinda
Mupirosin Direncinin Fenotipik ve Genotipik Yontemlerle Arastiriimasi

ABSTRACT

Since methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) has become one of the most prevalent
nosocomial pathogens and a frequent cause of mortality and morbidity, there is an increasing tendency
to use topical mupirocin for eradication of MRSA carriage. However, there have been recent reports of
resistance against mupirocin among MRSA isolates. This study was conducted to investigate the presence
of mupirocin resistance in a population of 595 nosocomial MRSA isolates by phenotypic and genotypic
methods. In 35 (5.9%) of 595 isolates, mupirocin resistance was detected by disc diffusion and E-test
methods. High-level mupirocin resistance was detected in 23 (65.8%) isolates and low-level mupirocin
resistance in 12 (34.2%) isolates by E-test method. The molecular analysis of 35 mupirocin resistant
MRSA isolates showed the presence of both mecA and mupA genes by polymerase chain reaction. While
in 23 high-level mupirocin resistant MRSA isolates a 38 kb plasmid was detected, none of the low-level
mupirocin-resistant MRSA isolates revealed the presence of this plasmid. Thirty-two of 35 mupirocin
resistant MRSA isolates were genotyped with pulsed-field gel electrophoresis and 24 isolates were typed
as identical (genotype A) and 8 as genetically-related (genotype A1), according to Tenover criteria. These
data revealed that mupirocin resistant MRSA isolates in our hospital were of the same genotype or
closely related.

Key words: Mupirocin resistance, methicillin-resistant Staphylococcus aureus, plasmid profile analysis,
pulsed field gel electrophoresis, genotyping.

GiRis

Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA), hastane enfeksiyonlarinin en 6nem-
li morbidite ve mortalite nedenleri arasinda ilk siralarda yer almaktadir'. Coklu ilag diren-
ci olan MRSA izolatlarinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinin zor ve maliyetinin

yuksek olmasindan dolayr MRSA yayiliminin kontrold, hastane enfeksiyon kontrol prog-
ramlarinin en 6nemli hedefleri arasinda yer almaktadir.

Onemli bir nozokomiyal enfeksiyon etkeni olan MRSA'nin en sik rastlanan etkenler
arasinda yer almasi, klinisyenleri MRSA kolonizasyonunu ortadan kaldirmaya yonelik to-
pikal mupirosin kullanimina yénlendirmistir?. Bunu takiben son zamanlarda MRSA izo-
latlari arasinda, diinya genelinde %0.3-16.6 arasinda degisen oranlarda mupirosin di-
renci bildiriimeye baslanmistir’3. Yaygin mupirosin kullaniminin bu diren¢ gelisiminde
etkin rol oynadigi dusiinilmektedir. Pseudomonas fluorescens’ten elde edilen bakteriyos-
tatik etkili topikal bir antibiyotik olan mupirosine karsi stafilokoklarda simdiye kadar iki
farkli diren¢c mekanizmasi gosterilmistir. Duslik seviyedeki mupirosin direncinden, isolo-
sil transfer-RNA sentetaz (ItRs)"1 kodlayan ileS-2 geninin mutasyonu sonucu olusan kro-
mozomal mupA geni, ylksek seviyedeki direncten ise plazmid kaynakli mupA geni so-
rumludur®>.

Mupirosin direncinin saptanmasinda fenotipik (disk difiizyon testi, E-test, mikrodilus-
yon testi) ve genotipik yontemler [polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), plazmid profil ana-
lizi, “pulsed field gel electrophoresis (PFGE)"] kullaniimaktadir. Fenotipik tiplendirme so-
nuclarinin genotipik yontemlerle desteklenmesi, farkli kaynaklardan izole edilen suslarin
yakinliginin belirlenmesine, olasi bir salginin arastirlmasina ve nozokomiyal yayilimin de-
gerlendiriimesine olanak saglayan en énemli epidemiyolojik yaklasimdiré-,
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Bu arastirmanin amaci, nozokomiyal kdkenli MRSA izolatlarinda fenotipik ve genoti-
pik yontemlerle mupirosin direncinin goriilme oraninin saptanmasi, diren¢ kaynaginin
belirlenmesi ve izolatlarin PFGE ile genotiplendirilmesidir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Haziran 2002-Subat 2004 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi Universi-
tesi Egitim Hastanesinin cesitli kliniklerinde yatarak tedavi goren hastalardan nozokomi-
yal enfeksiyon etkeni olarak izole edilen 595 MRSA susu dahil edildi. Klinik mikrobiyolo-
ji anabilim dali laboratuvarlarinda yapilan bu arastirmada, suslarin tanimlanmasi standart
mikrobiyolojik yontemlerle gerceklestirildi.

Metisilin direnci disk difizyon yontemiyle saptandi ve sonuclar PCR ile mecA direng
gen varligi gosterilerek dogrulandi. Bu amacla DNA ekstraksiyonu, 1/100 steril distile
suyla hazirlanan bakteri slispansiyonlarinin 95°C’de 10 dakika bekletiimesiyle yapild.
MecA geninin 460 baz cift (bg)’lik kismi MRS1 ve MRS2 primerleri kullanilarak PCR ile ¢co-
Galtildi'. PCR iiriinii, etidyum bromiirlii %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek ultraviyole (UV)
transilliminatorde goriintilendi.

MRSA suslarinda fenotipik mupirosin direnci, 5 mg’lik mupirosin diski (Oxoid) kulla-
nilarak Kirby Bauer disk diflizyon yéntemi ve E-test (AB Biodisk, isvec) ile arastirildi. “Cli-
nical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” kriterlerine gore disk diflizyon testinin
degerlendirilmesinde 14 mm ve Uzerindeki zon ¢api mupirosine duyarli, bunun altinda-
ki degerler ise direncli olarak kabul edildi®. E-testle ise, mupirosin minimum inhibitér
konsantrasyonu (MIK) degeri < 4 ug/ml degerler duyarli, 8-256 pg/ml arasindaki deger-
ler distik duzeyde direncli (MuL) ve > 512 ug/ml olan degerler yiiksek diizeyde direncg-
li (MuH) olarak kabul edildi?.

Fenotipik olarak mupirosin direnci belirlenen suslarda mupA diren¢ geni, Udo ve ar-
kadaslarinin® uyguladiklari PCR yéntemiyle arastirildi. Bu amagla 95°C’de 10 dakika bek-
letilerek yapilan DNA ekstraksiyonundan sonra, mupA ve mupB primerleri ile amplifikas-
yon yapildi ve sonucta elde edilen 456 b¢'lik Griin 0.5 pg/ml etidyum bromirlt %2'lik
agaroz jelde yurutilerek UV transilliminatorde gortintilendi. Fenotipik yontemlerle mu-
pirosine duyarli bulunan izolatlarda sug sayisinin fazla olmasi nedeniyle, mupA direng ge-
ni arastirilamadi.

Plazmid profil analizi icin, Udo ve arkadaslarinin® tanimladiklari plazmid DNA izolas-
yon yontemi uygulandi. Elde edilen tim drinler 0.5 pg/ml etidyum bromir iceren
%0.7'lik agaroz jele yiiklenerek 90 V'da 3 saatlik elektroforez islemi sonrasinda UV isik al-
tinda transilliiminatorde gorintilendi ve “Gel Doc” goriintiileme sistemi yardimiyla bil-
gisayar ortamina aktarildi.

PFGE y6ntemi icin kromozomal DNA izolasyonu, Chung ve arkadaslarinin'® tanimla-
diklari yontem modifiye edilerek uygulandi. Saklama sirasinda 35 MRSA susunun Ugu
teknik nedenlerden dolayi kontamine oldugu icin ¢alisma disi birakildi; dolayisiyla 32
MRSA susuna PFGE islemi uygulandi. Mueller-Hinton agarda saf kiltir halinde lreyen
suslardan birkag koloni triptik soy buyyon (TSB) besiyerine ekilerek, bir gece calkalama-
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Il inkibatorde 200/dakika olacak sekilde 37°C’de inkiibe edildi. TSB bakteri stispansiyo-
nunun 1000 pl'si 7000 rpm’de 2 dakika santriflij edilerek elde edilen bakteri pelleti, bir
kez 1000 pl PIV (10 Mm Tris HCL pH: 8.0, 1M NacCl) solisyonu ile yikandiktan sonra
7000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Pellet 400 pl PIV solusyonu ile siispanse edildikten
sonra, suspansiyonun 10 pl’si icinde 2 ml PIV bulunan tek kullanimlik spektrofotometre
kivetine konarak 620 nm dalga boyunda optik dansitesi 6lctldu ve tim bakteri stispan-
siyonlarinin optik dansiteleri esitlendi. Standart bakteri stspansiyonlarinin 300 pl’si
50°C’de tutularak dengelenen %1.5’lik “low melting point” agaroz ile esit hacimde ka-
ristirlarak suspanse edildi. Elde edilen stispansiyon kaliplara (10 x 5 x 1T mm) dokulerek
“plug” adi verilen bloklar olusturuldu. Kahlplar 20 dakika buzdolabinda bekletilerek don-
masi saglandiktan sonra 1 ml EC-lizis solisyonu (6 Mm Tris HCI pH: 8.0, 1 M NaCl, 100
Mm EDTA pH: 8.0, %0.2 sodyum deoksikolat, %0.5 sodyum lauril sarkozin, 100 pg/ml
lizostafin, 100 pug/ml lizozim, 50 pg/ml ribonikleaz) iceren 1.5 ml’lik konik santriftj tip-
lerine alinarak 5 saat 37°C’de inkiibe edildi. Tlplerdeki EC-lizis sollisyonlari cekilerek ye-
rine 1 ml ESP solisyonu (0.5 M EDTA pH: 9.0, %1 sodyum lauril sarkozin, 2 mg/ml pro-
teinaz K) eklendi ve 50°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. “Plug”lar 1xTE (10Mm Tris,
1 mM EDTA pH: 7.5) tamponuyla 4 kez yikandi. Bloklar, TE tamponu icerisine alinarak
enzimle kesim igslemine kadar +4°C’de saklandi.

Restriksiyon enzim kesimi amaciyla, her bir DNA blogu, 400 ul Smal enzim tamponu
iceren 1.5 ml’lik konik plastik santrifiij tiplerine konarak yarim saat oda isisinda bekletil-
di. Daha sonra bu tampon bosaltilarak yerine 30 IU Smal enzimi ve 300 pl 1x ticari en-
zim tamponu konularak, bloklar 37°C’de bir gece inkiibe edildi. inkiibasyon bitiminde
20 ml 1xTE tamponu ile bir kez yikandi.

Restriksiyon enzim kesimi tamamlanan DNA bloklari 0.5xTBE tamponuyla hazirlanmis
%1'lik “pulsed field certified” agaroz jeldeki kuyucuklara yerlestirildi. ilk, orta ve son ku-
yucuklara “lambda leader” iceren PFGE 6l¢u birimi konuldu. Elektroforez islemi CHEFDR
Il PFGE cihaziyla 0.5xTBE tamponu kullanilarak 14°C’de 6 V/cm, 20 saat sureyle, bas-
langi¢ deg@isim zamani 5.3 saniye ve bitis degisim zamani 34.9 saniye olacak sekilde ger-
ceklestirildi. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel 0.5 pl/ml etidyum bromdr ice-
ren 250 ml 0.5xTBE tamponu icinde 30 dakika stireyle boyandi ve daha sonra 30 daki-
ka slreyle distile su ile yikandi. Band goruntileri UV isik altinda degerlendirilerek, bilgi-
sayar ortamina aktarildi. “Quantity One” isimli yazihm ile goriinti analizi yapildi. Yorum-
lama islemi Tenover kriterlerine gére gerceklestirildi'".

BULGULAR

Calismada, disk diflizyon ve E-test yontemleriyle test edilen 595 MRSA izolatinin 35
(%5.9)'inde her iki yontemle de mupirosin direnci saptanmistir. E-test ile mupirosine di-
rencli suslarin %34.2 (12/35)’sinde dislk (MiK=12-256 ug/ml), %65.8 (23/35)’inde ise
ylksek (MIK > 1024 pg/ml) diizeyde direng belirlenmistir. E-test ile diistik ve ylksek mu-
pirosin direnci saptanan izolatlarda, disk difizyon yontemiyle elde edilen zon caplari ara-
sinda fark gorilmemistir.
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Mupirosin direnci saptanan MRSA suslarinin 23 (%65.7)"l yara yerinden, 5 (%14.3)’i
kandan, 3 (%8.6)'l alt solunum yolundan (ASY), 2 (%5.7)'si kateterden ve 1 (%2.9)’i
periton sivisindan izole edilmistir.

Mupirosine fenotipik olarak direncli bulunan 35 MRSA susunda mecA ve mupA direng
genleri PCR ile arastinlmig ve tiim izolatlarda mecA ve mupA geni saptanmistir (Resim 1).

Plazmid profil analizi ile biyukltkleri 2.8 ile 38 kilobaz (kb) arasinda degisen dort fark-
I plazmid (2.8, 4.4, 26, 38 kb) bulunmus ve MuH saptanan 23 izolatin hepsinde 38
kb’lik plazmid saptanirken, MuL olan 12 izolatin hicbirinde bu plazmidin olmadigi go-
rulmustir (Resim 2). Tim izolatlarin E-test sonuclari ve icerdikleri plazmidler Tablo I'de
verilmistir.

Mupirosine direngli 32 MRSA izolatina uygulanan PFGE yontemiyle izolatlarin tama-
mi tiplendirilmistir. izolatlarda en az 13 en fazla 16 bant olustugu gérilmus, buna gore
izolatlar genotip A ve genotip A1 olmak Uzere iki farkl pulsotipte yer almistir. Genotip A
olarak tanimlanan 1-15, 20-25, 30-32 no’lu izolatlar identik ya da tek bant farki olan sus-
lardir. Genotip A1 olarak tanimlanan 16-19, 26-29 no’lu izolatlar ise, genotip A suslarin-
dan 2 bant farklilik gosteren ve genotip A suslariyla yakin iliskili olan suglardir. Pulsotip-
lere ait PFGE goruntusu Resim 3‘te, dendrogram ise Sekil 1'de yer almaktadir.

1T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

38 kb
26 kb

4.4 kb
2.8 kb

Resim 2. Mupirosine direncli MRSA izolatlarinin plazmid profil analizleri (3. sira: S.aureus WBG4483 plazmid
molekdiler belirteci).
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Tablo I. Mupirosine Direncli 35 MRSA lzolati icin Elde Edilen E-Test MIK Degeleri ve Plazmid Paternleri

Sus no E-Test MIK (ug/mL) Saptanan plazmidler (kb)
1 MuL 192 2.8-4.4

2 MulL 128 4.4

3 MuL 256 2.8-4.4

4 MulL 256 2.8-4.4

5 MulL 128 2.8-4.4

6 MuH > 1024 2.8-4.4-38
7 MulL 12 4.4

8 MuL 128 4.4

9 MuH > 1024 2.8-4.4-38
10 MulL 16 2.8-4.4

11 MuH > 1024 2.8-4.4-26-38
12 MuH > 1024 2.8-4.4-38
13 MuH > 1024 2.8-4.4-38
14 MuH > 1024 2.8-4.4-38
15 MuH > 1024 2.8-4.4-38
16 MuH > 1024 2.8-4.4-26-38
17 MuH > 1024 2.8-4.4-26-38
18 MuH > 1024 2.8-4.4-26-38
19 MuL 128 2.8-4.4
20 MuL 48 2.8-4.4

21 MulL 64 2.8-4.4
22 MuL 12 2.8-4.4-26
23 MuH > 1024 2.8-4.4-38
24 MuH > 1024 2.8-4.4-38
25 MuH > 1024 2.8-4.4-26-38
26 MuH > 1024 2.8-4.4-26-38
27 MuH > 1024 2.8-4.4-38
28 MuH > 1024 2.8-4.4-38
29 MuH > 1024 2.8-4.4-26-38
30 MuH > 1024 2.8-4.4-26-38
31 MuH > 1024 2.8-4.4-26-38
32 MuH > 1024 2.8-4.4-26-38
33 MuH > 1024 2.8-4.4-26-38
34 MuH > 1024 2.8-4.4-38
35 MuH > 1024 2.8-4.4-38

MRSA: Metisiline direncli Staphylococcus aureus, MIK: Minimum inhibitér konsantrasyonu, MuH: Yiiksek diizeyde
mupirosin direnci, MuL: Diisiik dlizeyde mupirosin direnci.
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M 13 14 1516 17 M 18 19 20 21 22 M

Resim 3. Mupirosine direncli MRSA suslarinin PFGE bant profilleri (Kolon M: A btiyiikliik belirteci 13-22 kolon:
mupirosine direncli MRSA suslari).

TARTISMA

MRSA, hastane kokenli enfeksiyonlarin baslica etkenlerinden biri olmasi ve ¢oklu anti-
biyotik diren¢ gelisimi nedeniyle bugiin ¢ok ciddi bir problem haline gelmistir. MRSA
suslarinin diger S.aureus suslarindan daha viriilan olduklari gosterilmemekle beraber, bu
suslarin neden oldugu enfeksiyonlarin mortalitesi daha yuksektir. MRSA'nin bir hastane-
ye girisini takiben eradikasyonu oldukca glictir. Baglica kaynaklar, bu mikroorganizma ile
kolonize veya enfekte hastalar ile kolonize saglik personelidir’-2. MRSA'nin en sik rastla-
nan nozokomiyal enfeksiyon etkenlerinden biri olmasi, klinisyenleri mupirosin kullanimi-
na yonlendirmistir. Mupirosinin topikal kullanimi, 6zellikle nazal tasiyicilardan MRSA era-
dikasyonunda etkili olmaktadir. Ayrica mupirosin, MRSA ile kolonize ya da enfekte olan
yaralarin, bacak Ulserlerinin, travmatize dokularin ve yaniklarin topikal tedavisinde de
kullaniimaktadir. Ancak gerek profilaktik gerekse tedavi amaciyla kullaniminin artmasiy-
la birlikte son yillarda mupirosin direnci gosteren MRSA izolatlari bildiriimeye baslanmis-
tir'213. MRSA'larin diger bircok antibiyotige karsi duyarliliklarinin arastirnldigi cok sayida
calisma olmasina karsin, mupirosin duyarliidi ile ilgili calisma sayisi sinirlidir. Bu nedenle
planlanan bu calismada, 595 nozokomiyal MRSA susunda mupirosin direnci disk diftiz-
yon ve E-test yontemleriyle arastiriimis ve her iki yontemle de %5.9 oraninda direng sap-
tanmigtir. Dinya genelinde mupirosin direcinin %0.3-16.6 arasinda degistigi bildirilmek-
tedir'*'”. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde'® bu oran %1, ingiltere’de'® %0.3, Ma-
lezya’da'” %1.4, Yeni Zelanda’da?® %3.7 iken, Orta Avrupa ilkelerinde'? %16.6, ispan-
ya'da?' %13.8, Yunanistan’da®? %4.4'tir.
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Dice (Opt: 1.00%) (Tol 1.4%-1.4%) (H > 0.0% S > 0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE PFGE

100

N O »n

0 Genotip A

19 Genotip Al

Sekil 1. izolatlarin PFGE ile elde edilen restriksiyon paternlerinin dendrogrami (gruplar arasi baglanti yéntemi
ve Dice katsayisi kullanilmstir).

Hastanemizde mupirosin, cogunlukla stafilokokal deri enfeksiyonlarinin tedavisi ve ko-
lonizasyon saptanan yogun bakim ile diyaliz hastalarinda kolonizasyonun eradikasyonu
amaciyla kullanilmaktadir. Bu nedenle calismamizda elde ettigimiz mupirosin direng ora-
ni, bu ilacin kontrolli kullanildigr baz tilkelerden daha ylksek bulunmus, komsumuz Yu-
nanistan ile benzer oldugu gérilmiistiir. Ulkemizde bu konu ile ilgili arastirma sayisi si-
nirl olup, MRSA suslarinda mupirosin direng oranlari %0-9 arasinda bildirilmektedir?3-2¢,
Bu arastirmalarin timiinde mupirosin direnci disk difiizyon yontemiyle calisilmistir. Si-
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vas'ta yapilan bir diger arastirmada ise klinik 6rneklerden izole edilen MRSA suslarinda
mupirosin direnci mikrodillisyon yontemiyle arastiriimig ve Mul %31.6, MuH ise %4.5
olarak bulunmustur?’.

Bu calismada mupirosin direncinin saptanmasinda disk diflizyon ve E-test ile benzer
sonuclar elde edilmistir. Finley ve arkadaslari® 177 stafilokok izolatiyla yaptiklari arastir-
mada, E-teste gore disk diflizyon testinin %3.8 oraninda yalanci pozitif sonug verdigini
saptamiglardir. Perez-Roth ve arkadaslarinin?' 1785 S.aureus izolatiyla yaptiklar calisma-
da ise, disk difizyon ve E-test sonuglar arasinda fark bulunmamis ve E-testin sadece
MuH ve MulL ayimminda kullaniimasi gerektigi vurgulanmigtir. Rutinde mupirosin diren-
cinin gosterilmesinde disk difiizyon testinin yeterli oldugu, ucuz olmasi ve uygulama ko-
layliginin da bu bakimdan 6nemli bir avantaj olusturdugu soylenebilir. Bununla birlikte
calismamizda oldugu gibi E-test kullanimiyla MuH ve Mul izolatlarinin ayinminin yapil-
masi mumkiin olabilmektedir.

MuH ilk MRSA susu 1987 yilinda ingiltere’den rapor edilmistir. Diinya geneline bakil-
diginda, ABD, Avustralya, Yeni Zelanda, ispanya, Kanada, Polonya ve Japonya gibi tilke-
lerden daha ziyade Mul izolatlar bildirilmektedir?®?°, Kore ve Brezilya'da yapilan calis-
malar ile bu calismada elde edilen (%65.8) MuH izolat sayisi ise daha fazladir3%3!. Mu-
pirosinin nazal sprey seklini kullanan hastalarda distk diizeyde mupirosin direnci bildi-
rilirken, yiiksek diizeyde mupirosin direncinin daha ¢ok mupirosinin topikal pomad for-
munda kullanimi ile iliskili oldugu bildiriimektedir?®. Calismamizda da MuH-MRSA izo-
latlarinin daha fazla olmasinin nedeni, Glkemizde mupirosinin nazal formunun olmama-
sl nedeniyle sadece topikal kullanimindan kaynaklanmasi olabilir. Hastanemizde mupiro-
sine diren¢ orani heniiz ciddi anlamda yliksek olmamakla birlikte, ilacin yaygin ve uy-
gunsuz kullanimi durumunda MRSA suglarinda duyarliigin azalmasina yol acabilir. Bu
nedenle ilacin kullaniminin sinirlandiriimasi, olgu seciminin iyi yapilmasi, suslarda mupi-
rosin aktivitesinin in vitro duyarlilik testleriyle takip edilmesi ve lilkemizde de nazal sprey
kullanimina gecilmesi uygun olacaktir.

Yurt disinda yapilan arastirmalarda, mupirosine direncli MRSA suslarinin cogu yara ye-
ri, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarindan izole edilmistir'>. Bu arastirmada da benzer
sekilde hem MRSA hem de mupirosine direncli MRSA suslarinin ¢cogu yara yeri (%65.7)
ve kandan (%14.3) izole edilmistir. Watanabe ve arkadaslarinin?® yaptigi arastirmada,
MRSA ve mupirosine direncli MRSA'larin izole edildigi klinik orneklerin benzer oldugu
bildirilmistir. Ancak tlkemizde bu konuya yonelik bir veri bulunamamuistir.

Calismamizda metisilin direnci, altin standart olarak kabul edilen3? PCR y&ntemiyle
genotipik olarak dogrulanmis ve mupirosine direncli bitiin suslarda mecA geni gosteril-
mistir. MRSA izolatlarinda mupirosin direncinin molekdiler yontemlerle gosterilmesi ama-
ciyla da mupA gen varligi PCR ile arastinlmaktadir. Bu arastirmada 35 MRSA susunun ti-
miinde PCR ile mupA diren¢ geni saptanmistir. Boylece disk diflizyon ve E-test ile yapi-
lan antibiyotik duyarlilik testleri ile tespit edilen mupirosin direnci, genotipik olarak da
dogrulanmustir. Yapilan diger calismalarda da, fenotipik olarak tanimlanan mupirosine

direngli tim MRSA suslarinda mupA gen varligi PCR ile gésterilmistir®-28,
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Stafilokoklarda mupirosin direncinden sorumlu olan mupA geni kromozomal ya da
ekstrakromozomal kaynakli olabilir. Kromozomal mupA gen varliginda olusan direng, di-
stk duzeyli (MuL; MiK= 8-256 pg/ml) olma &zelligindedir. Plazmidler tarafindan taginan
mupA geninden kaynaklanan direng ise ylksek diizeyli olma 6zelligi tasir (MuH; MIK >
512 pg/ml). Fenotipik olarak yiiksek ve dusiik diizeyde mupirosin direnci saptanan sus-
larda genotipik dogrulama plazmid profil analizi ile yapiimaktadir*>°. Bu calismada,
plazmid profil analizi sonucunda 35 MRSA izolatinin 11’inin; 38, 26, 4.4, 2.8 kb'lik plaz-
midler, 12’sinin 38, 4.4, 2.8 kb’lik plazmidler, 8'inin 4.4 ve 2.8 kb’lik plazmidler icerdigi
gorilmustar. Sadece 3 izolatta 4.4 ve 1 izolatta 26, 4.4 ve 2.8 kb’lik plazmidler saptan-
mustir. Arastirmamizda daha énce bu konuda yapilan aragtirmalarda*>® gésterildigi gi-
bi, 23 MuH izolatinin hepsinde mupA genini tasidig: bildirilen 38 kb’lik plazmid sapta-
nirken, 12 Mul izolatinin hicbirinde bu plazmid saptanmamistir. Bu plazmidi tagimayan
12 izolatta mupirosin diren¢ geninin kromozomal yerlesimli oldugu distintlmustar.

Son yillarda PFGE yontemi molekiler mikrobiyoloji alaninda yaygin olarak kullanil-
makta ve hastane enfeksiyonlarinin epidemiyolojik degerlendirilmesi icin altin standart
olarak kabul edilmektedir*®:32. Calismamizda, mupirosine direncli 32 MRSA izolati PFGE
ile genotiplendirilmis; 24 sus identik, 8 sug ise bu 24 sus ile yakin iliskili bulunmustur.
PFGE analizi hastanemizde, mupirosinin yara bakiminda tedavi amaciyla sik¢a kullanildi-
g1 servislerde ve MRSA kolonizasyonunun eradikasyonu amaciyla uygulandigi yogun ba-
kim Unitelerinde ciddi bir sorun olusturdugunu gostermektedir. Dig ortam kosullarina ve
dezenfektanlara oldukca direncli olan bu suglar, muhtemelen bir hasta araciligiyla orta-
ma bulastiktan sonra, bu 6zelliginden dolayr canh kalarak hastadan hastaya dogrudan
gecis veya dolayl olarak kontamine eller, kontamine ytizeyler ya da tibbi cihazlar yoluy-
la ekzojen yolla gecerek bulasmis olabilir. Sonug olarak hastanemizde, bu ilacin sik kul-
lanildigr boluimlerde oldukga ylksek oranda mupirosine direncli MRSA varligi gorilmius
ve bu izolatlarin genetik olarak ayni veya yakin iliskili olmalari da ¢ok kolay ekzojen ge-
¢is gosterdigini ve uzun bir siire canlihgini korudugunu ortaya koymustur. Bu nedenle
mupirosin kullaniminda endikasyonun dogru koyulmasi, yara bakimindan ziyade sadece
nazal tastyicihgin eradikasyonunda tercih edilmesi ve doz ayarlamasinin zor oldugu po-
mat formu yerine nazal sprey seklinde uygulanmasinin daha akilci bir yaklagim olacag:
sonucuna varilmistir.
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