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OZET

Hastane enfeksiyonlarina neden olan mikroorganizmalarda gorilen dezenfektan direnci, dezenfek-
tanlarin hastanelerde yaygin olarak kullanimi ya da 6nerilen konsantrasyonlarin altinda kullaniimalar gi-
bi yapilan yanlis uygulamalar sonucu gelisebilmektedir. Onemli bir hastane enfeksiyonu etkeni olan me-
tisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA), antibiyotiklere oldugu gibi dezenfektanlara karsi da direnc-
li olabilmekte; kuarterner amonyum bilesikleri ve diger katyonik dezenfektanlara diren¢ olusumundan so-
rumlu, plazmidlerle tasinan gacA/B genlerini bulundurabilmektedir. Bu calismada, hastane enfeksiyonu
etkeni olan MRSA suslarinda gacA/B direnc genlerinin varliginin arastiriimasi; bu suslarin dezenfektanla-
ra karsi in vitro duyarlihidinin incelenmesi ve dezenfektan diren¢ geni bulunan suslarda fenotipik direncin
belirlenmesi amaclanmistir. Calismaya, klinik 6rneklerden izole edilen 69 nozokomiyal MRSA susu dahil
edilmistir. Arastirmamizda, hastane enfeksiyonu etkeni olarak kabul edilen MRSA izolatlarinin %11.6
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(8/69)’sinda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile qacA/B dezenfektan direng genlerinin varligi saptan-
mistir. Bu genlerin varliginin, fenotipik olarak da dezenfektan direncine yol acip agmadig, klorhekzidin
ve benzalkonyum klorir gibi dezenfektanlarla bakteriyostatik ve bakterisidal testler yapilarak arastiriimis-
tir. Bu amacla, CLSI onerileri dogrultusunda mikrodiliisyon yontemi ile dezenfektanlarin minimal inhibi-
tor konsantrasyon (MiK) degerleri belirlenmis ve ayrica BS EN 13727:2003 Avrupa standardi dogrultu-
sunda kantitatif siispansiyon testi ile dezenfektanlarin bakterisidal etkileri arastirlmistir. izolatlardaki ben-
zalkonyum kloriir ve klorhekzidin MiK degerleri 2-8 pug/ml arasinda bulunmustur. gacA/B geni pozitif bu-
lunan izolatlarin bes tanesinde MiK degerlerinin daha ylksek oldugu (> 4 pug/ml) gériilmekle beraber,
gacA/B geni pozitif (n= 8) ve negatif (n= 61) saptanan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
izlenmemistir. Kantitatif sispansiyon testinde, klorhekzidin ve benzalkonyum kloririin her ikisinin de
%1’lik klinik kullanim konsantrasyonu, gacA/B diren¢ geni bulunan ve bulunmayan tim izolatlara bakte-
risidal etkili bulunmustur. Sonug olarak, gacA/B direng geni tasiyan MRSA izolatlarinda, dezenfektanlarin
klinik kullanim konsantrasyonlarinda direng saptanmamis; yiksek MIK degerine sahip olan izolatlar igin
de bu dezenfektanlar bakterisidal etkili bulunmustur. Dolayisiyla, direng genlerinin varliginin ve dezen-
fektanlara karsi artmis MIK degerlerinin klinik anlamda direng fenotipine yansimadiklari sonucuna varil-
mistir.

Anahtar sozciikler: Metisiline direncli Staphylococcus aureus; gacA/B geni; dezenfektan direnci; minimal
inhibitor konsantrasyon; kantitatif stispansiyon testi.

ABSTRACT

Development of resistance to disinfectant substances in nosocomial microorganisms is an important
problem encountered during disinfectant practices. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
remains a significant cause of hospital-acquired infections. Besides being resistant to several antimicro-
bial agents, MRSA strains can also become resistant to some disinfectant substances. Resistance to disin-
fectant substances may develop due to the misuse of disinfectants. This may either be due to the frequ-
ent use of disinfectant substances or use in lower concentrations than recommended. MRSA strains may
harbour the gacA/B disinfectant resistance genes that may cause resistance to quarternary ammonium
compounds and some cationic disinfectants. These resistance genes are found in plasmids and are res-
ponsible for decreased susceptibility or resistance. In this study, a total of 69 nosocomial MRSA strains
isolated from clinical specimens in our hospital were tested for disinfectant activity and the presence of
gacA/B disinfectant resistance genes in these isolates was investigated by polymerase chain reaction. We
determined whether the presence of these genes caused phenotypic resistance to chlorhexidine and
benzalkonium chloride by the use of bactericidal and bacteriostatic tests. For this purpose, the minimum
inhibitory concentration (MIC) values of these disinfectants against MRSA isolates were detected by mic-
rodilution method with the proposals of CLSI, and bactericidal effects of these disinfectants were also
detected by using quantitative suspension test according to EN13727:2003 European Standard. It has
been found that 11.6% (8/69) of the isolates harbored qacA/B resistance genes. MIC values for chlorhe-
xidine and benzalkonium chloride were found in the range of 2-8 pg/ml. Although it was observed that
MIC values were higher in five of the gacA/B gene positive isolates, statistically significant difference was
not found between gene positive and gene negative groups. Both 1% chlorhexidine and 1% benzalko-
nium chloride were found bactericidal against the isolates including the ones carrying the gacA/B resis-
tance genes. It was concluded that the presence of the qacA/B disinfectant resistance genes did not le-
ad to resistance to the disinfectant substances at the concentrations used in clinical practices. Further-
more, tested disinfectants still exhibited bactericidal activity even with high MIC values.

Key words: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; qacA/B gene; disinfectant resistance; minimum
inhibitory concentration; quantitative suspension test.
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GiRis

Hastane enfeksiyonlarinin onlenmesinde ve kontroliinde uygun dezenfektanlardan
yararlanilmaktadir. Hastane enfeksiyonu etkeni olan mikroorganizmalarda gorilen de-
zenfektan direnci, dezenfeksiyon uygulamalarinda karsilasilan sorunlardan biridir. Bakte-
rilerde 1950-1960’1 yillarda gosterilmis olan dezenfektan direncinin giderek arttigi bilin-
mektedir'. Dezenfektanlara karsi direng, antibiyotik direncinde oldugu gibi dogal (kro-
mozomal) ve kazanilmig (kromozomlardaki mutasyon, plazmid veya transpozon aracili)
direnc olarak karsimiza cikmaktadir®3,

Klinik orneklerden siklikla izole edilen ve bircok antibiyotige yliksek direng oranlari ne-
deniyle ciddi hastane enfeksiyonlarina yol acabilen Staphylococcus aureus suslarinda, ku-
arterner amonyum bilesiklerine diren¢ olusumundan sorumlu genler tanimlanmis ve gac
(quaternary ammonium compounds) olarak adlandirilmistir. Bu genler plazmidler (ize-
rinde taginmaktadir ve ¢ok sayida biyoside karsi azalmis duyarlilik veya direncten sorum-
ludur. Giiniimiizde gac genlerinin gacA, gacB, gacC, gacD, qacG, gacH ve gad olmak
lzere farkl tipleri tanimlanmistir. Bunlar dusuk dizeyde katyonik biyosid ve iligkili anti-
biyotik direncinden sorumludur'->. Metisiline direncli S.aureus (MRSA) suslarinda %5-72
arasinda degisen oranlarda bulunan qacA/B geni, ylksek diuzeyde dezenfektan ve anti-
septik direnci ile iliskilidir®”. gacA/B direng genleri plazmidler (izerinde tasindigi icin, bu
genlerin bulunmasi ayni zamanda antibiyotik direnci ile de iliskili olabilmektedir. gacA/B
genleri antiseptik direncine yol acmalarinin disinda, ayni zamanda kimyasal olarak birbi-
riyle iligkisiz bircok kimyasal maddeye de capraz direng olusturabilir. Bu sebeple MRSA
suslarinin diren¢ geni taslyip tasimadiginin ve sahip olunan dezenfektan diren¢ genleri-
nin fenotipik yansimasinin olup olmadiginin belirlenmesi, MRSA kaynakli hastane enfek-
siyonlarinin 6nlenmesi acisindan 6nem tasimaktadir. Bu amacla calismamizda, hastane
enfeksiyonu etkeni olan MRSA suslarinda dezenfektan diren¢ genlerinin varligi arastiril-
mis; bakterisidal ve bakteriyostatik testlerle MRSA suslarinin klorhekzidin ve benzalkon-
yum klortre karsi in vitro duyarlih@i incelenmis; qacA/B dezenfektan diren¢ geni bulu-
nan suslarda bu dezenfektanlara karsi fenotipik direncin olup olmadigi belirlenmistir.

GEREC ve YONTEM
Bakteri izolasyonu

Calismaya, Mayis 2005-Haziran 2006 tarihleri arasinda hastanemiz klinik mikrobiyo-
loji laboratuvarina gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen ve hastane enfeksiyonu et-
keni oldugu belirlenen 69 MRSA izolati dahil edildi. Calismada her hastaya ait tek bir izo-
lat kullanildi. Calisma 6ncesi tum izolatlarin S.aureus olduklar konvansiyonel yontemler
ve otomatize tanimlama sistemi (APl Staph; bioMerieux, Fransa) ile, MRSA olarak tanim-
lanmus izolatlarin metisilin direnci ise oksasilin disk diflizyon testi ile dogrulandi. Suslar,
saf kulturlerinden saklama siselerine (Microbank, Pro-lab, Kanada) alindi ve molekdiler,
bakteriyostatik ve bakterisidal calismalara kadar -30°C’de saklandi.

gacA/B Dezenfektan Diren¢ Genlerinin Saptanmasi

Bakterilerden DNA izolasyonu yapilmadan 6nce, dondurularak saklanmis olan bakte-
ri suslari Mueller Hinton besiyerine (Biolab, Macaristan) pasajlandi ve 37°C’de 24 saat in-
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kiibe edilerek canlandirildi. 1 ml TE (1X TrisEDTA) icerisinde bakteri siispansiyonlari ha-
zirlandiktan sonra 6500 rpm’de 5 dakika santriflij edildi ve Gst sivi atildi. Bu islem her bir
bakteri icin G¢ kez olmak Uzere tekrarlandi. 200 pl TE icerisinde bakteri stispansiyonlari
hazirlandi ve 98°C’de 20 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda 14.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilerek hiicresel atiklar ¢oktirildi. DNA'nin bulundugu st sivi temiz
tlplere aktarilarak bakterilerden DNA izolasyonu tamamlandi.

Elde edilen DNA’larda gacA/B genlerinin varligi, qacAB-forward (5’-TGGCTTTACCG-
GAATTAGTAAGAG-3") ve qacAB-reverse (5'-GTCTTACGTCTAACATTGGAT CAG-3’) pri-
merleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastirildi. Primerlerin secimin-
de National Centre for Biotechnology Information kor niikleotid veritabaninda yer alan
X56628 erisim numarali qacA genini iceren kayit ile AF053772 erisim numaral gacB ge-
nini iceren kayitlardan yararlanildi. ki dizi ClustalW programi yardimiyla global olarak hi-
zaland. Dizilerin konsensus bolgeleri primer tasarimi icin hedef bolge olarak secildi. Bu
bolge, PerlPrimer v1.1.21 programi ile analiz edildi ve 689 baz cifti (b¢) uzunlugunda
Uriin cogaltacak optimal primer cifti secildi. PCR islemi sirasinda pozitif kontrol olarak Dr.
N. Naguchi (Tokyo Universitesi, Japonya) ve Dr. N. Kobayashi (Sapporo Universitesi, Ja-
ponya) tarafindan saglanan toplam dort adet qacA/B geni pozitif MRSA izolati, negatif
kontrol olarak ise 6n deneylerde gacA/B negatif bulunan MRSA suslari ve distile su kul-
lanildi.

Calismaya alinan suslarda gacA ve qacB genlerinin taranmasi icin 25 pl’lik tepkime
hacminde 50 mM potasyum kloriir, 10 mM Tris hidroklortr, %0.01 Tween-20, 3 mM
magnezyum klorur, her bir deoksintikleotid trifosfattan 0.2 mM, ileri ve geri primerler-
den 0.2 pM, yaklasik 100 ng kalip DNA eklendi. Termal dongl programi; 94°C’de 2 da-
kika denatiirasyonun ardindan 40 dongi boyunca 94°C’de 15 saniye denatlrasyon,
56°C’de 1 dakika birlesme ve 72°C’de 1 dakika uzama olarak gerceklestirildi. Son uzama
icin tupler 72°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Elde edilen amplifikasyon urinleri, %2’lik aga-
roz jel kullanilarak 5V/cm voltajda 60 dakika yuruitildi ve etidyum bromdir ile boyandik-
tan sonra 254 nm dalga boyunda isik kaynagina sahip transilliminatorde goriintilendi.
Molekiler agirlk standardi olarak, karisim haline getirilmis 100-900, 1200 ve 1500 b¢
PCR urinleri kullanildi (SeeGene Forever Size Marker, ABD); 689 b¢ uzunlukta Griin ¢o-
Jaltilan tlpler gacA ve/veya qacB pozitif olarak degerlendirildi.

Bakteriyostatik Etkinin Belirlenmesi

Klorhekzidin (Sigma, Almanya) ve benzalkonyum kloriiriin (Sigma, Almanya) MRSA
izolatlari icin minimal inhibitor konsantrasyon (MIK) degerleri, CLSI 6nerileri dogrultu-
sunda mikrodiliisyon yéntemiyle saptandi®. Buna gére mikroplaklarda dezenfektan kon-
santrasyonu 128 pg/ml ile 0.125 pg/ml arasinda olacak sekilde sulandirimlar yapildi ve
test edilecek suslar, her bir kuyucuga 5 x 10° koloni olusturan birim (kob) olacak sekilde
inokiile edildi. Mikroplaklar 37°C’de 24-48 saat inkiibe edildi ve degerlendirmede bula-
nikligin olmadigi son kuyucuk her bakteri icin MIK degeri olarak belirlendi. MikrodilGs-
yon testleri her iki dezenfektan icin tim suslarda iki kez tekrarlandi.
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Kantitatif Siispansiyon Testi

Dezenfektanlarin MRSA izolatlarina bakterisidal etkisinin incelenmesinde kantitatif sus-
pansiyon testi Avrupa standardi EN13727:2003 testi kullanildi®. Bu amacla, benzalkon-
yum kloriir (Zefiran forte; 100 cc’de 10 g benzalkonyum klorir, ilsan, Tirkiye) ve klor-
hekzidinin (Savlex; %15 setrimid, %1.5 klorheksidin glukonat, Drogsan, Turkiye) klinik
kullanimda onerilen %1’lik konsantrasyonlarindaki bakterisidal etkisi tim suslar icin be-
lirlendi. Standart suglar olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, S.aureus ATCC
6538 ve Enterococcus hirae ATCC 10541 kullanildi. Nétralizan olarak her iki dezenfektan
icin lesitin 30 g/L (Nattermann, Almanya), Tween 80 30 g/L (Merck, Almanya) ve Sapo-
nin 30 g/L (Fluka, isvicre) kullanildi. Kontrol deneylerinde, dezenfektan digindaki test ko-
sullarinin letal etkisinin olmadigi, kullanilan noétralizanin toksik etkisinin bulunmadigi ve
dezenfektani notralize ettigi gosterildi. Bu amacla, kontrol bakterileri kullanilarak hazirla-
nan test siispansiyonu, 10~ ile 10" oraninda seyreltilerek validasyon siispansiyonu hazir-
land. ik asamada 1 ml kirletici madde + 1 ml validasyon slispansiyonu + 8 ml sert su kul-
lanilarak sert su ve kirletici maddenin mikroorganizma sayisini azaltmadig, yani letal et-
kisi olmadigi gosterildi. ikinci asamada nétralizan, validasyon stspansiyonu ile bekletildi
ve nétralizanin letal olmadigi gésterildi. Ugiincii asamada ise 1 ml kirletici madde + 1 pl
diliient + 8 ml dezenfektan bir tiipte karistirildi. Buradan 1T ml alinarak 8 ml nétralizan ile
muamele edildi; 5 dakika sonra tizerine 1T ml validasyon siispansiyonu eklendi ve bir su-
re sonra triptik soy agar (TSA) besiyerine ekim yapildi. BOylece nétralizanin dezenfektani
notralize ettigi gosterildi. Kantitafif siispansiyon testinde, bakterilerin test stispansiyonu
1.5 x 10% - 5 x 10® kob/ml olarak hazirlandi ve deneyler kirletici madde varliginda (3 g/L
sigir albumini ve 3 ml/L yikanmis eritrosit sispansiyonu) gerceklestirildi. Bakteri sollisyo-
nu ile dezenfektan bir tiip icinde 1 ve 5 dakika bekletildikten sonra, buradan bir miktar
alinarak baska bir tiip icindeki nétralizan sollisyon icine aktarildi ve ardindan da TSA plak-
larina ekimleri yapildi. Dezenfektanlarin bakterisidal etkileri, 24 saat inkiibasyon sonrasin-
da TSA besiyerinde canli kalan bakteri sayisi belirlenerek degerlendirildi. Baslangictaki ko-
loni sayisiyla karsilastirildiginda, inkiibasyon sonundaki koloni sayisindaki 5 logaritmalik
azalma bakterisidal etki olarak kabul edildi. Tum deneyler ikiser kez tekrarlandi.

istatistiksel Analiz

gacA/B direng geni bulunan ve bulunmayan izolatlarin MiK degerleri arasindaki farkin
onemi Mann-Whitney U testi ile belirlendi.

BULGULAR

Calismamizda, hastane enfeksiyonu etkeni olan 69 MRSA susunun 8 (%11.6)’inde ga-
cA/B dezenfektan diren¢ geni saptanmigtir (Resim 1). Bu sekiz susun tglinde benzalkon-
yum klorir ve klorhekzidin MIK degerleri, her iki dezenfektan i¢in de benzer olarak 2
pg/ml, dordiinde 4 pg/ml ve birinde 8 ug/ml olarak bulunmustur (Tablo I). MRSA sus-
larinda gacA/B gen varligina gére benzalkonyum klorir ve klorheksidin MiK degerlerinin
dagihmi Tablo I’'de gdsterilmistir. Sonuclar incelendiginde, qacA/B geni pozitif bulunan
izolatlarin besinde her iki dezenfektana ait MIiK degerlerinin daha yiiksek oldugu goriil-
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Resim 1. PCR sonucu qacAB-f/r primer cifti ile elde edilen amplikonlarin gériintiisii (M: DNA molektiler adirlik
standard; Hat 9 ve 10: qacAB geni pozitif suslar; NK: Negatif kontrol; PK: Pozitif kontrol).

Tablo I. MRSA Suslarinda gacA/B Gen Varligina Gére Benzalkonyum Kioriir ve Klorhekzidin Igin MIK
Degerlerinin Dagilimi
Benzalkonyum kloriir Klorhekzidin

Sayi (%) Say1 (%)
MiK degeri qacA/B qacA/B qacA/B qacA/B
(ug/ml) negatif pozitif Toplam negatif pozitif Toplam
2 32 (52.5) 3 (37.5) 35 (50.7) 38 (62.3) 3 (37.5) 41 (59.4)
4 23 (37.7) 4 (50) 27 (39.1) 21 (34.4) 4 (50) 25 (36.2)
8 6(9.8) 1(12.5) 7 (10.2) 2(3.3) 1(12.5) 3(4.4)
Toplam 61 (100) 8 (100) 69 (100) 61 (100) 8 (100) 69 (100)
MRSA: Metisiline direncli S.aureus; MIK: Minimal inhibitér konsantrasyon.

mekle beraber, gacA/B geni pozitif ve negatif gruplar arasinda istatistiksel olarak anlam-
It bir fark saptanmamuistir.

Bakterisidal etkinin incelendigi kantitatif stispansiyon testi sonuclarina gore, her iki de-
zenfektanin klinik kullanimda onerilen %1’lik konsantrasyonlari, gacA/B geni pozitifligi
saptanan MRSA suslari da dahil olmak tizere caligilan tim izolatlarda bakterisidal etkili
bulunmustur. Buna gére, ¢alismada kullanilan dezenfektanlarin, yiiksek MIK degerlerine
(= 4 pg/ml) sahip izolatlara da oldirtici etki gosterdigi izlenmistir.

TARTISMA

Hastane enfeksiyonu etkeni MRSA'lar, farkh antibiyotiklere direncli oldugu gibi dezen-
fektanlara da direncli olabilmektedir. Direncli stafilokoklarin ve diger direncli bakterilerin
hastanelerde yaygin olarak bulunmasinin bir sebebinin antibiyotik kullanimina ek olarak
dezenfektan ve antiseptiklerin hastane ortamlarinda sik kullanimina bagli oldugu ileri si-
rilmektedir'®. Hastanelerde dezenfektanlarin gereksiz, fazla veya énerilen konsantrasyo-
nun altinda kullaniimasi ya da bakterilerin dezenfektanin rezidlel konsantrasyonlarina
maruz kalmasi bu maddelere direnc gelismesine yol acabilmektedir'''2, Kuarterner
amonyum bilesikleri gibi katyonik dezenfektanlarin yaygin kullaniminin ¢oklu ila¢ disa
atim pompasina sahip olan ve qacA/B genlerini bulunduran bakterilerin secimine neden
oldugu diisiiniilmektedir'. Plazmidlerle tasinan qacA/B genleri, bazi katyonik dezenfek-
tanlara ve biguanidlere (klorhekzidin) karsi direng gelisimi ile iliskilidir'>. Klorhekzidin gi-
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bi katyonik dezenfektanlarin hastanelerde yaygin olarak kullaniminin, qacA/B direng
genlerini tastyan bakterilerin secilmesine ve artisina yol actigi da ileri siiriilmektedir®.

Calismamizda, hastane enfeksiyonu etkeni olarak izole edilen MRSA suslarinin
%11.6'sinda qacA/B genlerinin varhigr saptanmistir. Bu genlerin prevalansi farkli tilkeler-
den yapilan calismalarda degisik oranlarda bildirimistir®”1417. Mayer ve arkadaslari®,
Avrupa’nin farkh sehirlerinden topladiklari 297 MRSA susunun %63‘Unde, 200 metisili-
ne duyarli S.aureus (MSSA) susunun ise %712’sinde gacA/B varligini bildirmiglerdir. Aras-
tinailar, yuksek gqacA/B gen prevalansinin, enfeksiyon onleyici ajanlarin hastanelerde yay-
gin kullaniminin zorunlu secici etkisinden kaynaklandigini belirtmisler; gacA/B direng
genlerinin MRSA’larda daha ylksek oranda saptanmasini ise, bu genlerin ¢oklu ilag di-
renci taglyan plazmidlerde yaygin olarak bulunmasina baglamislardir®. Yapilan diger ca-
lismalarda da gac genleri pozitifligi, Tunus’ta'’ S.aureus suslarinda %12.8; Japonya’da'*
MRSA suslarinda %10.2; Kanada’da'® MRSA suslarinda %2 ve Asya ilkelerinde” MRSA
suslarinda %41.6 (372/894) oraninda bildirilmistir. Asya ulkelerinde yapilan calismada,
bu genlerin bulunma sikhginin %5 (Cin) ile %72 (Singapur) arasinda olmak tzere olduk-
ca degiskenlik gésterdigi izlenmistir’. Ulkemizde ise bu konuda cok az veri bulunmakta
olup, yapilan bir calismada, MRSA’larda qacA/B diren¢ genine rastlanmadigi, ancak
MSSA izolatlarinda %2.2 oraninda bulundugu bildirilmistir'®. Bu konuda genis 6lcekli
calismalarin yapilmasi, gacA/B genlerinin llkemizin farkli bolgelerindeki prevalansi hak-
kinda daha saglikli bilgi edinilmesini saglayacaktir.

Literaturde, hem diren¢ genlerinin varliginin hem de dezenfektanin klinik kullanimina
karsi bir diren¢ bulunup bulunmadiginin birlikte arastinldigi az sayida ¢alisma mevcut-
tur. Yapilan calismalarda genellikle direng genleri ile birlikte dezenfektanlarin MIK deger-
lerine bakilmis, dezenfektanin letal etkileri ise arastinlmamistir'®2%-22, Bu konudaki bilgi-
ler sinirli olup genellikle sadece dezenfektanlarin MiK degerlerine bakilarak yorumlar ya-
pilmaktadir. Ancak dezenfektana kargl yliksek MiK degeri saptanmis olsa bile, bakteri o
dezenfektanin kullanim konsantrasyonuna karsi diren¢ gostermeyebilir. Zira dezenfekta-
nin 6nerilen kullanim konsantrasyonu, pratikte MiK degerlerinin ¢ok tzerindedir ve do-
layistyla dezenfektana karsi gercek bir direnc olmayabilir. Smith ve arkadaslarn?® benzal-
konyum kloriir ve klorhekzidinin MRSA izolatlarindaki minimal bakterisidal konsantras-
yonunu (MBC) mikrodillisyon yontemiyle arastirmislar; gac geni tasiyan izolatlardaki
MBC degerlerini tagimayanlara gére anlamli diizeyde ytiksek bulmuslardir. Ancak bulu-
nan MBC degerleri bu dezenfektanlar icin onerilen klinik kullanim konsantrasyonunun
cok altindadir®®. Bir baska deyisle, eger dezenfektanlarin kullanim konsantrasyonlari
dogru sekilde uygulanirsa bu bakterilerde bir diren¢ gorilmeyecek ve izolatlarin hepsi
Olecektir. Dolayisiyla, dezenfektanlarin klinik kullanim konsantrasyonlarinda bakteriler
lzerindeki olduricu etkilerinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir. Bu amacla kullanilan
yéntem ise kantitatif siispansiyon testidir?*26. Bu test bakterilerdeki dezenfektan diren-
cini mikrodillisyon testine gore cok daha dogru olarak belirler; zira kantitatif stispansiyon
testinde dezenfektanlar klinik kullanimda oldugu gibi gercek kullanim konsantrasyonla-
rinda kullaniimaktadir. Bu yontem ile, dezenfektanin bakteriye letal etki gostermediginin
saptanmasi, bakterilerde gercek bir biyosid direncini ifade etmektedir. Bizim calismamiz-
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da da, qacA/B direng genlerinin prevalansinin belirlenmesinin yaninda, klorhekzidin ve
benzalkonyum kloriiriin MRSA izolatlarina karsi MiK degerleri ve ayrica kantitatif sispan-
siyon testi ile oldirtcu etkileri arastirimistir. Boylece bakterilerde direng genlerinin ge-
notipik olarak bulunmasinin yani sira fenotipik olarak da dezenfektanlara karsi bir direng
olup olmadigi irdelenmistir.

Calismamizda, gacA/B geni saptanan izolatlarin cogunda (5/8) her iki dezenfektanin
MIK degerleri (> 2 ug/ml), bu geni tasimayan izolatlara gore, istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmasa da, daha ytiksek saptanmistir. Literatlrdeki klorhekzidin ve benzalkon-
yum klortr MIK degerlerinin arastirildigi calismalar incelendiginde, 2 pg/ml‘nin Gzerin-
deki MIK degerlerinin genellikle yiiksek olarak kabul edildigi, hatta bazi arastiricilarin 2
pg/ml’nin tzerindeki degerlere sahip izolatlan direncli olarak bildirdikleri gorilmekte-
dir?17:27.28 rizary ve arkadaslarinin?’ calismasinda klorhekzidin MiK degerleri MSSA'la-
rin %83’inde < 2 pg/ml; MRSA'larin ise %83’lnde > 2 ug/ml olarak bulunmus; arastiri-
cilar, yiiksek MiK degerlerini g6z éniine alarak MRSA'larin klorhekzidine karsi duyarlihgi-
nin azaldigini belirtmislerdir. Bir bagka calismada, gacA geni tasiyan ve tasimayan S.au-
reus izolatlarinda klorhekzidin MIK degerleri sirasiyla 2 ve 0.8 ug/ml; benzalkonyum klo-
riir icin sirastyla 6 ve < 2 pug/ml olarak bildirilmistir?®. Noguchi ve arkadaslan'* gacA ge-
ni bulunan MRSA izolatlarinda katyonik antiseptiklere karsi MIK degerlerini (> 2 ug/ml),
bu geni bulundurmayan izolatlara (< 2 pg/ml) gore daha yiiksek olarak saptamislardir.
Bizim calismamizda da, qacA/B direng geni tasiyan ve tagimayan tim MRSA izolatlarin-
da MIK degerleri genel olarak yiiksek (= 2 ug/ml) bulunmus; bu durumun, hastanemiz-
de klorhekzidin ve benzalkonyum kloriiriin yaygin olarak kullanimindan kaynaklandig
dustnilmistir. Bununla birlikte, yiiksek MiK degerlerinin saptanmasi, dezenfektanin da-
ha az inhibitor etki gosterdigi ya da dezenfektana karsi bakterilerin direncli oldugu anla-
mina gelmemektedir; zira dezenfektan calismalarinda antibiyotiklerde oldugu gibi du-
yarlilik ve direnclilik sinirlarini gosteren kesin olarak belirlenmis sinir degerleri yoktur. Bu
nedenle, bakterilerin dezenfektanlara direncli olarak bildirildigi bircok calismada, konu-
nun bu yénu eksik kalmaktadir. Dolayisiyla, sadece yiiksek MiK degerlerine bakilarak bak-
terilerin direncli oldugunu ileri sirmek dogru bir yorum olmayabilir; ¢linki bu calisma-
larda genellikle dezenfektanlarin klinik kullanim konsantrasyonlarinda bakterilere karsi 6l-
durici etkilerine bakilmamis ve sadece yiiksek MiK degerlerine gére yorum yapilmistir.
Ancak, yalnizca yiiksek MIK degerleri dikkate alinarak, bakterilerde gercek bir dezenfek-
tan direncinin oldugunun ileri stirilmesi dogru degildir. Nitekim Cookson ve arkadasla-
n??, diren¢ geni bulunmasinin klorhekzidinin dldiiriicii etkisinde bir degisiklik yapmadi-
gini bildirmektedir. Bizim ¢alismamizin sonuglari da bu yoruma paralellik gostermis ve
kantitatif sispansiyon testi ile yiiksek MIK degerlerine sahip olan izolatlarin da diger izo-
latlarda oldugu gibi, dezenfektanlarin klinik kullanim konsantrasyonuna (%1) karsi du-
yarl oldugu saptanmustir. Artmis MiK degerlerinin dezenfektanlarin klinik uygulamasin-
da anlaminin olmamasinin sebepleri arasinda, dezenfektanin bakteri hiicresi tizerinde
cok sayida hedef bolgesinin bulunmasi ve dezenfektanin klinik kullanim konsantrasyon-
larinin MIK diizeylerinin kat kat tizerinde olmasi sayilabilir. Bunun sonucunda bakterinin
artmig MIK degerlerine sahip olmasina veya diren¢ geni tasimasina ragmen, dezenfek-
tan bakterisidal etki gosterebilmektedir.
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Sonug olarak calismamizda, hastane enfeksiyonu etkeni olan MRSA suslarinda PCR

yontemi ile %11.6 (8/69) oraninda gacA/B geni pozitifligi saptanmis; klorhekzidin ve
benzalkonyum klorir soliisyonunun %71’lik konsantrasyonlari gerek qacA/B geni taslyan
gerekse yiiksek MIK (= 2 ug/ml) degerlerine sahip MRSA suslarinin hepsi icin bakterisi-
dal etkili bulunmus; buna gére direng genlerinin varhiginin ve artmis MIK degerlerinin di-
reng fenotipine yansimadigi sonucuna variimistir.
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