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ÖZET

Staphylococcus aureus, hastane enfeksiyonlarına neden olan önemli patojenlerden biridir ve kullanı-
lan antibiyotiklere çoklu direnç kazanmanın yanı sıra klonal olarak yayılma özelliğine sahiptir. Bu çalışma-
nın amacı, bir üçüncü basamak eğitim hastanesinde 2006-2008 yılları arasında yatan hastalara ait klinik
örneklerden izole edilen 41 metisiline dirençli S.aureus (MRSA) suşunda gözlenen heterojen makrolid di-
rencinin mekanizmasının ve izolatlar arasındaki klonal ilişkinin araştırılmasıdır. Eritromisin, klaritromisin ve
azitromisin antibiyotik disklerine ait inhibisyon zonu içerisinde üreme gözlenen izolatlar heterojen mak-
rolid, linkozamid ve streptogramin-B (hMLSB) direnç fenotipine sahip izolatlar olarak tanımlanmıştır. Ay-
nı yıllarda izole edilmiş hMLSB direnç fenotipi sergilemeyen makrolidlere dirençli 63 MRSA izolatı da kont-
rol grubu olarak çalışmaya dahil edilmiştir. İzolatlarda metisilin, eritromisin, azitromisin, klaritromisin,
klindamisin, kinupristin-dalfopristin, penisilin, vankomisin, teikoplanin, linezolid, gentamisin, amikasin,
siprofloksasin, trimetoprim-sülfametoksazol, kloramfenikol, rifampin, tetrasiklin ve telitromisin direnci
CLSI kriterlerine uygun olarak disk difüzyon yöntemiyle araştırılmıştır. hMLSB fenotipine sahip izolatlarda
eritromisin, klindamisin ve kinupristin-dalfopristin duyarlılıkları ayrıca Vitek-2 otomatize sistemi (bioMeri-
eux, Fransa) ile belirlenmiştir. İzolatlarda ermA, ermB, ermC, msrA/B direnç genlerinin varlığı PCR ile araş-
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tırılmıştır. Çalışmamızda erm(A), hMLSB direncinden sorumlu tek direnç geni olarak saptanmış ve izolat-
larda erm(A) geninin regülatör bölgesi DNA dizi analiziyle incelenmiştir. Regülatör bölgelerinin dizi ana-
lizleri sonucunda 34 izolatta 149. pozisyondaki “guanin” baz delesyonu, 16 izolatta ise “C368G” ve
“T377C” olmak üzere iki nokta mutasyonu belirlenmiştir. Değişken alanlı jel elektroforezi (PFGE) analizi
sonucunda makrolidlere heterojen dirençli izolatlarda yaygın bir klon ve varyantları saptanmıştır. Ancak
bu klon kontrol grubu izolatları arasında da yaygın klon olarak bulunmuştur. İlginç olarak tüm heterojen
makrolid dirençli izolatlar otomatize sistem tarafından eritromisin, klindamisin ve kinupristin-dalfopristi-
ne duyarlı olarak rapor edilmiştir. Sonuçta, heterojen makrolid dirençli izolatlara özgül bir klon saptan-
mamıştır. Her ne kadar hMLSB fenotipi gözlenen tüm izolatlarda erm(A) direnç geni saptansa da, bu izo-
latların regülatör bölgelerinde özgül ve yaygın bir genetik değişiklik belirlenmemiştir. Çalışmanın en
önemli bulgusu, otomatize sistemin hMLSB fenotipini uygun olarak saptayamadığının gösterilmiş olma-
sıdır. Bunun yanı sıra disk difüzyon yönteminde inkübasyon süresinin uzatılmasının (en az 24 saat) hMLSB
fenotipinin saptanmasına katkı sağlayabileceği düşünülmüştür.

Anahtar sözcükler: Staphylococcus aureus; makrolid; linkozamid; streptogamin; direnç; heterojen mak-
rolid direnci; klonalite.

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is one of the most important pathogens leading to hospital infections and has
ability to gain multiple resistance to most of the antibiotics used as well as ability to spread clonally. In
this study we aimed to investigate the mechanism of heterogenous macrolide resistance and clonality of
41 methicillin-resistant S.aureus (MRSA) strains isolated from clinical samples of inpatients between 2006
and 2008 in a tertiary care training hospital. Heterogenous macrolide resistance is defined as the isola-
tes with colonies in the inhibiton zone of erythromycin, azithromycin, claritromycin discs, and named as
hMLSB (heterogeneous macrolides, lincosamides, streptogramin-B) phenotype. A total of 63 macrolide-
resistant MRSA strains isolated during the same period with non-hMLSB phenotype were included in the
study as a control group. The susceptibilties of isolates to methicillin, erythromycin, azithromycin, clarit-
romycin, clindamycin, quinupristin-dalfopristin, penicillin, vancomycin, teicoplanin, linezolide, gentami-
cin, amikacin, ciprofloxacin, trimethoprim-sulphamethoxazole, chloramphenicol, rifampin, tetracycline
and telithromycin were determined by disc diffusion method according to the CLSI criteria. hMLSB iso-
lates were also tested for erythromycin, clindamycin and quinupristin-dalfopristin susceptibility by Vitek-
2 automated system (bioMerieux, France). Presence of erm(A), erm(B), erm(C), msr(A/B) resistance ge-
nes were investigated by PCR. The regulatory region of the erm(A) gene, which was found to be the only
molecular mechanism of hMLSB, was sequenced. Sequence analysis of regulatory regions showed dele-
tion of “guanine” base at position 149 in 34 strains and two point mutations namely “C368G” and
“T377C” in 16 strains. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) analysis indicated presence of a common
clone and its variants; however this clone was also common among control group strains. Interestingly
all heterogeneous macrolide resistant isolates were reported as susceptible to erythromycin, clindamy-
cin, quinupristin-dalfopristin by the automated system. As a result a clone specific to heterogenous mac-
rolide resistant strains was not detected. Although all hMLSB strains had erm(A) gene, a specific and com-
mon genetic modification could not be found in regulatory region of the isolates. The most important
finding of this study is the detection of inability of the automated system to properly reflect the hMLSB
phenotype. In addition it was suggested that longer incubation (at least 24 hours) of the antibiotic sus-
ceptibility test plates could help identification of hMLSB phenotype in disc diffusion tests. 

Key words: Staphylococcus aureus; macrolide; lincosamide; streptogramin; resistance; heterogeneous
macrolide resistance; clonality.
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GİRİŞ

StaphyIococcus aureus birçok ülkede ciddi hastane ve toplum kökenli enfeksiyonla-
ra neden olan önemli patojenlerden birisidir. Özellikle metisiline dirençli S.aureus
(MRSA) izolatlarında gittikçe artan oranda görülen çoklu antibiyotik direnci tedavide
zorluklara ve maliyet artışına neden olmaktadır. Günümüzde MRSA enfeksiyonlarının
tedavisi daha önemli hale gelmiştir1,2. Bu amaçla kullanılan başlıca antibiyotikler gli-
kopeptidler ve oksazolidinonlar olup, tetrasiklinler, aminoglikozidler, trimetoprim-
sülfametoksazol, makrolid, linkozamid ve kinupristin-dalfopristin gibi antibiyotikler
de tedavide kullanılan alternatif ajanlardır. Özellikle toplum kökenli stafilokok enfek-
siyonlarında makrolid, linkozamid ve streptogramin (MLS) grubu antibiyotikler sıklık-
la kullanılmaktadır3,4. 

MLS grubu antibiyotikler, kimyasal yapıları farklı ancak protein sentezinin inhibisyonu
suretiyle benzer etki mekanizmasına sahiptir. Bu grup antibiyotiklere direnç, hedef böl-
ge değişikliği, enzimatik inaktivasyon ve aktif olarak ilacın dışa atılması sonucu gelişebil-
mektedir. S.aureus izolatlarında MLS grubu antibiyotiklere direnç gelişiminden en sık so-
rumlu olan mekanizma hedef değişikliğidir5-7. Hedef bölge değişikliği, erm (eritromisin
ribozom metilaz) geninin kodladığı enzimlerin etkisiyle, MLS grubu antibiyotiklerin he-
def bölgesi olan 23S rRNA’daki adenin rezidülerine metil grubunun eklenmesi sonucu
veya 23S rRNA V. kangalının merkez kısmında ya da L4 ve L22 gibi ribozomal protein-
lerdeki mutasyonlar sonucunda olmaktadır. Birçok erm geni kromozomal yerleşimli olup
transpozonlar aracılığıyla taşınırken, bir kısmı da plazmid kaynaklı olarak taşınmaktadır.
erm geninin ekspresyonu yapısal veya indüklenebilir karakterdedir. Yapısal ekspresyon in-
dükleyicilerin varlığı veya yokluğundan bağımsız olarak sıklıkla erm genlerinin regülatör
bölgelerindeki nokta mutasyonları, delesyon veya duplikasyon gibi değişiklikler sonu-
cunda görülür8-10. Yapısal direncin görüldüğü izolatlar tüm makrolidlere, linkozamidlere
ve streptogramin B’ye karşı direnç gösterir. İndüklenebilir ekspresyonda izolatlar 14 ve
15 üyeli makrolidlere dirençli; 16 üyeli makrolidler, linkozamid ve streptograminlere ise
duyarlıdır. Makrolidlerle birlikte, linkozamid ve streptograminlere de direncin gelişmesi
nedeniyle bu direnç tipi makrolid, linkozamid ve streptogramin-B (MLSB) direnci olarak
adlandırılır. Dirence neden olan mekanizmayla ilişkili olarak MLSB direnci, laboratuvar
değerlendirmeleri sırasında yapısal (konstitütif, cMLSB) veya indüklenebilir (iMLSB) di-
renç fenotipinde gözlenebilir11-13.

Hastanemiz MRSA izolatlarına ait disk difüzyon duyarlılık testlerinin değerlendiril-
mesi sırasında, bilinen makrolid direnç fenotipinin haricinde, makrolid antibiyotikle-
rinin inhibisyon zonu içerisinde küçük koloni üremelerinin gözlendiği bir direnç feno-
tipi saptanmıştır (Resim 1A). Ülkemizde ilk kez Karabiber ve arkadaşları14 tarafından
tanımlanan ve heterojen MLSB (hMLSB) direnci olarak adlandırılan bu fenotipten so-
rumlu direncin mekanizmasına ilişkin ayrıntılı genetik analiz verilerine literatürde ula-
şılamamıştır. Çalışmamız heterojen makrolid direncinin mekanizmasının ve suşlar ara-
sı klonal ilişkinin araştırılmasına yönelik olarak yürütülen ilk çalışma olması yönüyle
önemlidir.
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GEREÇ ve YÖNTEM

İzolatlar

Çalışmaya, Ocak 2006-Aralık 2008 tarihleri arasında hastanemizin Tıbbi Mikrobiyolo-
ji Laboratuvarında izole edilen, disk difüzyon testi değerlendirmelerinde 14 ve 15-üyeli
makrolidlere ait inhibisyon zonu içerisinde koloni üremeleri gözlenen 41 klinik MRSA izo-
latı dahil edildi. Aynı döneme ait 21’i iMLSB, 42’si ise cMLSB fenotipinde olmak üzere
toplam 63 makrolide dirençli MRSA izolatı da kontrol grubu olarak kullanıldı. Tekrarla-
yan izolatlar çalışma dışında bırakıldı. Hastanemizin metisiline duyarlı S.aureus (MSSA)
izolatlarında hMLSB fenotipinin gözlenmemesi nedeniyle çalışmaya MSSA izolatları dahil
edilmedi. İzolatlar, konvansiyonel yöntemlere ek olarak S.aureus’un ısıya dirençli nükle-
az genini kodlayan nuc(A) geninin gösterilmesiyle tanımlandı.

Antibiyotik Duyarlılık Testleri

İzolatların antibiyotik duyarlılıkları “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)“ kriterlerine göre sefoksitin (30 µg), eritromisin (15 µg), klaritromisin (15 µg),
azitromisin (15 µg), klindamisin (2 µg), kinupristin-dalfopristin (15 µg), penisilin (10U),
vankomisin (30 µg), teikoplanin (30 µg), linezolid (30 µg), gentamisin (10 µg), amika-
sin (30 µg), siprofloksasin (5 µg), trimetoprim-sülfametoksazol (1.25/23.75 µg), kloram-
fenikol (30 µg), rifampin (5 µg), tetrasiklin (30 µg) ve telitromisin (15 µg) diskleri kulla-
nılarak disk difüzyon yöntemiyle araştırıldı15. iMLSB direnç fenotipinin tanımlanması erit-
romisin ve klindamisin disklerinin kullanıldığı “D test” ile gerçekleştirildi. Eritromisin, kla-
ritromisin, azitromisin ve klindamisin diskleri hMLSB direncini saptamak için kullanıldı.
S.aureus ATCC 25923 ve daha önceden MLS direnç fenotipleri bilinen izolatlar kontrol
izolatları olarak kullanıldı. İnhibisyon zonu içerisinde küçük koloni üremelerinin daha iyi
görülmesi amacıyla inkübasyon süreleri 36 saate kadar uzatıldı. Heterojen makrolid di-
rençli (HMD) izolatların eritromisin, klindamisin ve kinupristin-dalfopristin duyarlılıkları
ayrıca Vitek-2 otomatize sistemiyle (bioMerieux, Fransa) üreticilerin önerileri doğrultu-
sunda belirlendi. HMD izolatların makrolid direncinin stabilitesi, bu özellikteki iki izolatın
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Resim 1. hMLSB direnç fenotipi. A)  Zon içi küçük koloni üremeleri görülmektedir [E: Eritromisin; CLR: Klaritro-

misin; AZM: Azitromisin ve C (ortada); Klindamisin], B) İnhibisyon zonu içinde üreyen kolonilerle yapılan D
testi ile saptanan iMLSB direnç fenotipi görülmektedir.
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tek koloni ekiminden elde edilmiş 10’ar izolatın 15 gün boyunca pasajları sonunda D-
test yöntemiyle araştırıldı.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Direnç Genlerinin Araştırılması

Bu amaçla nuc(A), mecA, erm(A), erm(B), erm(C) ve msr(A) genlerine özgül primerler kul-
lanıldı (Tablo I). Çalışmada nuc(A) geni izolatların tanımlanması, mecA geni metisilin diren-
cinin, erm(A), erm(B), erm(C) ve msr(A) genleri ise makrolid direncinin saptanması amacıy-
la kullanıldı16-18. Kısaca, beyin kalp infüzyon sıvı besiyerine izolatların tek koloni ekimi ya-
pıldı ve besiyeri 37°C’de 18 saat inkübe edildi. İnkübasyon süresinin sonunda süspansiyon
5000xg’de 3 dakika santrifüj edildi. Çökeltiden ticari ekstraksiyon kiti (Invitrogen, ABD) kul-
lanılarak DNA elde edildi. Amplifikasyon tepkimeleri; 3 µl Taq buffer (10 X; Fermentas, Lit-
vanya), 2.4 µl MgCI (25 mM; iNtRON Biotechnology, Kore), 0.6 µl dNTP karışımı (10 mM;
Gene Mark, Tayvan), her bir primerden 0.12 µl (100 pmol; Iontek, Türkiye), 0.18 µl Taq
polimeraz (5 U/µl, iNtRON Biotechnology, Kore), 2 µl DNA eldesi ve 21.58 µl steril su ola-
cak şekilde toplam 30 µl hacimde gerçekleştirildi. Tüm tepkimeler; 95°C’de 5 dakika baş-
langıç denatürasyonunu takiben, 95°C’de 30 saniye denatürasyon, 54°C’de 30 saniye bağ-
lanma, 72°C’de bir dakika uzama döngüsü içeren 35 döngü ve 72°C’de beş dakika son
uzama olacak şekilde programlanarak gerçek zamanlı PCR (Icycler-BioRad, ABD) cihazında
yürütüldü. Amplikonlar, yatay agaroz jel elektroforez işlemi ile analiz edildi. Bant büyüklük-
lerinin saptanması için DNA belirteci (Gel pilot 100 bç, Qiagen, ABD) eş zamanlı olarak je-
le yüklendi. Ürünler %1.5’lik agaroz jelde 1X TAE tamponu içinde 100 V akım altında 45
dakika süreyle yürütüldü. Elektroforez sonrası agaroz jel 2 µg/ml etidyum bromür içeren
500 ml distile suda 15 dakika boyandı. DNA bantları, görüntüleme cihazında (Molecular
Imager Gel DOC XR+, BioRad, ABD) görüntülendi ve değerlendirildi. 
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Tablo I. Çalışmada Kullanılan Primer Çiftleri

Primerler Nükleotid dizilimi Amplikon büyüklüğü (bç) Kaynak no

nucA 5’ GCGATTGATGGTGATACGGTT3’ 270 16
5’ AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC3’

mecA 5’ AAA ATCGATGGTAAAGGTTGGC3’ 533 17
5’ AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC3’

ermA 5’ ACGATATTCACGGTTTACCCACTTA3’ 610 18
5’ AACC AGAAAAACCCTAAAGACACG 3’

ermB 5’ TAACGACGAAACTGGCTAAAAT3’ 415 18
5’ ATCTGTGGTATGGCGGGTAAG3’

ermC 5’ AGTACAGAGGTGTAATTTCG 3’ 520 18
5’ AATTCCTGCATGTTTTAAGG 3’

msrA/B 5’ GCAAATGGTGTAGGTAAGACAACT3’ 399 18
5’ ATCATGTGATGTAAACAAAAT 3’

ermA 5’ CGTTGGGGATAAAACTTC 3’, 547 Bu çalışma
regülatör 5’ TTCGTGTGATTCAATATTTC 3’
bölge



Değişken Alanlı Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis; PFGE)

Heterojen makrolid direnci saptanan 41 izolat arasındaki klonal ilişki, daha önce Türk-
yılmaz ve arkadaşlarının19 tarif ettikleri şekilde PFGE yöntemiyle araştırıldı. PFGE, aynı dö-
nemde izole edilen kontrol grubundaki izolatlara da uygulandı. Bu yöntem, genomik
DNA’nın SmaI enzimiyle kesilmesi sonucu gerçekleştirildi ve PFGE jelinin etidyum bro-
mür ile boyanması sonrası görüntüleme cihazında değerlendirildi (Molecular Imager Gel
DOC XR+, BioRad, ABD). PFGE paternleri arasındaki ilişki Tenover kriterlerine göre yo-
rumlandı. Buna göre bant farkı izlenmeyen izolatlar aynı klon, 1-6 arasında bant farkı
gözlenen izolatlar varyant, ≥ 7 bant farkı saptanan izolatlar ise farklı izolatlar olarak de-
ğerlendirildi20. 

erm(A) Regülator Bölgesinin DNA Dizi Analizi

Heterojen makrolid direncine sahip izolatlarda erm(A) direnç geninin regülatör bölge-
si lider peptidi de içerecek şekilde “Gen Bankası AJ276730” referans alınarak tasarlanan
özgül primerlerle (ermALP1: 5’ CGT TGG GGA TAA AAC TTC 3’ ve ermALP2: 5’ TTC GTG
TGA TTC AAT ATT TC 3’) analiz edildi (Şekil 1). PCR işlemi, makrolid direnç genlerinin
araştırıldığı PCR bileşen konsantrasyonları ve döngüleri protokolünün aynısı olacak şekil-
de 4 µl örnek DNA’sı ve 46 µl PCR karışımı olmak üzere toplamda 50 µl hacim içeren 0.2
ml’lik mikrosantrifüj tüplerinde uygulandı. Elde edilen 527 baz çifti (bç) büyüklüğündeki
PCR ürünlerinin DNA dizi analizi özel bir laboratuvarda (İontek, Türkiye) gerçekleştirildi.

İki yönlü dizilenmiş amplikonların dizilerinden “konsensus dizisi” belirlendi. Bu amaç-
la, ters primerle elde edilen dizinin “revers komplemanı” BioEdit programı kullanılarak el-
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Şekil 1. erm(A) geni regülatör bölgesi [Bu bölgede komplementer dizilerin karşılıklı hidrojen bağlarıyla bağlan-
ması translasyonel attenüasyona yol açmaktadır. Regülatör bölgeyi çoğaltmak için kullanılan primerlerin dizi-
limi koyu tonda belirtilmiştir. erm(A) metilazın başlangıç kodonu “atg” daire içine alınmıştır. Lider peptid için
kodlayan dizi ise arkası gri fon olarak gösterilmiştir. Altı çizili olarak belirtilen bölgeler mRNA’da ikincil yapıla-
rın oluşumuna neden olan komplementer dizileri göstermektedir (GenBank AJ276730)].



de edildi. Konsensus diziler birbirleri ve erm(A) regülatör bölgesi ile ClustalW programı
kullanılarak karşılaştırıldı. Regülatör bölgede mutasyonlara göre oluşabilecek sekonder
yapıların belirlenmesi için “mfold 3.2” programı kullanıldı21.

BULGULAR

Heterojen Makrolid Dirençli (HMD) İzolatlar ve Özellikleri

Çalışmadaki tüm hMLSB fenotipindeki izolatlar, eritromisin, klaritromisin ve azitromi-
sin içeren disklerin inhibisyon zonu içerisinde küçük koloniler oluşturarak üremiştir (Re-
sim 1A). İnhibisyon zonu içindeki kolonilerin eritromisin ve klindamisine duyarlılıkları
disk difüzyon yöntemiyle araştırıldığında, ilginç olarak bu kolonilerin iMLSB fenotipinde
oldukları belirlenmiştir (Resim 1B). Heterojen direnç fenotipinin yıllara göre dağılımı de-
ğerlendirildiğinde; 2006, 2007 ve 2008 yılı izolatlarında sırasıyla %57.5 (23/40), %26.7
(8/30) ve %28.6 (10/35) oranında olduğu saptanmıştır. 

Heterojen fenotipin inkübasyon süresiyle olan ilişkisi incelendiğinde, 18. saatte zon
içindeki kolonilerin zayıf üreme gösterdikleri ve dikkatli bir değerlendirme ile saptanabil-
dikleri gözlenmiştir. İnkübasyon süresinin 24. ve 36. saate uzatılması sonucunda yapılan
değerlendirmelerde, uzamış inkübasyon süresiyle doğru orantılı olarak kolonilerin belir-
gin şekilde görülebilir hale geldiği izlenmiştir. 

Heterojen dirençli izolatların makrolid direncinin stabilitesi, izolatların tek koloni eki-
minden elde edilen kolonilerin 15 günlük seri pasajları sonunda D-test yöntemiyle de-
ğerlendirilmiştir. Bu sürenin sonunda izolatların hMLSB fenotipini göstermeye devam et-
tikleri saptanmıştır. Aynı şekilde zon içindeki varyant koloniler test edildiğinde, bu kolo-
nilerin de bu süre sonunda iMLSB fenotipini korudukları belirlenmiştir.

Heterojen dirençli izolatların tümünde aynı antibiyotik duyarlılık profili saptanmıştır
(Tablo II). Bu izolatların Vitek-2 otomatize sistemi ile eritromisin ve kinupristin-dalfopris-
tin MİK değerleri ≤ 0.25-0.5 µg/ml aralığında, klindamisin MİK değerleri ise ≤ 0.25
µg/ml olarak bulunmuş; tüm izolatlar otomatize sistemle test edilen üç antibiyotiğe kar-
şı duyarlı saptanmıştır.

HMD izolatlarda araştırılan direnç genlerinden sadece erm(A)’nın varlığı belirlenmiş;
erm(B), erm(C) veya msr(A) direnç geni saptanmamıştır. Buna göre erm(A), heterojen mak-
rolid direncinden sorumlu tek mekanizma olarak değerlendirilmiştir. Kontrol grubundaki
izolatların %93.7 (59/63)’sinde erm(A), %58.7 (37/63)’sinde erm(A) ve erm(C) birlikteliği,
%6.3 (4/63)’ünde erm(B) direnç geni saptanırken, msr(A) direnç geni saptanmamıştır.
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Tablo II. Heterojen Makrolid Dirençli İzolatların Antibiyotik Duyarlılıkları 

ERY-AZM-CLR CLI QD VAN TEC LZD GEN AMK CIP SXT CHL RIF TET TEL

R S S S S S R R R S S R R S

R: Dirençli; S: Duyarlı; ERY: Eritromisin; AZM: Azitromisin; CLR: Klaritromisin; CLI: Klindamisin; QD: Kinupristin-dal-

fopristin; VAN: Vankomisin; TEC: Teikoplanin; LZD: Linezolid; GEN: Gentamisin; AMK: Amikasin; CIP: Siprofloksasin;

SXT: Trimetoprim-sülfametoksazol; CHL: Kloramfenikol; RIF: Rifampin; TET: Tetrasiklin; TEL: Telitromisin.



Klonalite

Toplam 104 izolatın (41 hMLSB, 42 cMLSB, 21 iMLSB) klonal ilişkisi PFGE ile araştırıl-
mış ve üç farklı klon saptanmıştır. Çalışmada saptanan klonlar ve varyantlarına ait PFGE
görüntüsü Resim 2’de verilmiştir. Hem heterojen makrolid dirençli suşlarda hem de ça-
lışmadaki diğer suşlarda egemen bir klonun (A) ve varyantlarının varlığı belirlenmiştir
(Tablo III). Sonuçta heterojen makrolid dirençli izolatlara özgül bir klon varlığı bulunma-
mıştır. Bu durum hastanemizde saptadığımız heterojen makrolid direncinin klonal bir ya-
yılım olmadığını göstermektedir. 

erm(A) Regülatör Bölgesinin Dizi Analizinin Yorumlanması

HMD izolatların regülatör bölgelerinin dizi analizleri yapılarak, Gen Bankası AJ276730
no’lu erm(A) gen dizisinin regülatör bölgesiyle karşılaştırılmıştır. Buna göre izolatların
34’ünde erm(A) geninin 149. bazı olan “guanin”de delesyon belirlenmiş; 16 izolatta iki
nokta mutasyonu (C368G ve T377C) saptanmış, 13 izolatta ise baz delesyonu ve iki nok-
ta mutasyonu birlikteliği görülmüştür.

Saptanan mutasyonların, lider peptid (256-303) veya erm(A) için kodlayan bölgede
veya bu genlerin ribozom bağlayan bölgelerinde (RBS) olmadığı belirlenmiştir. Mutas-
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Tablo III. İzolatlar Arasındaki Klonal Dağılım

Klonlar ve varyantları
İzolatlar A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12 A13 A14 B C1 C2 C3

hMLSB 11 16 2 3 2 1 2 2 - 1 - - 1 - - - - -
(n= 41)

Kontrol 24 9 - - 1 3 1 6 1 - 8 2 3 1 1 1 1 1
grubu
(n= 63)

Resim 2. Çalışmada saptanan klonlar ve varyantlarına ait PFGE görüntüsü.



yonların mRNA sekonder yapısındaki enerji tutarı üzerinde etkisi olabilmektedir. Bu ne-
denle çalışmada mutasyonlu ve mutasyonsuz bölgelerdeki ayrılma enerjisi farklılıkları
“RNA folding” programıyla ölçülmüş, toplam enerjide fark olmadığı bulunmuştur. Mu-
tasyonsuz erm(A) regülatör bölgesinde -110.9 kcal/mol olan ayrılma enerjisi, mutasyon-
lu bölge için -112 kcal/mol olarak saptanmıştır. Bununla birlikte nokta mutasyonların
saptandığı 361-527 bazlarının bulunduğu bölge RNA folding programıyla çalışıldığında
ayrılma enerjisinde farklılık olduğu görülmüştür. Mutasyonsuz halde ayrılma enerjisi -29.9
iken mutasyonlu halde -35.7 olarak bulunmuştur (Şekil 2).

TARTIŞMA 

MLS grubu antibiyotikler kimyasal yapıları farklı, ancak protein sentezinin inhibisyonu
suretiyle benzer etki mekanizmasına sahiptir. Dirence neden olan mekanizmayla ilişkili
olarak MLS direnci, laboratuvar değerlendirmeleri sırasında yapısal veya indüklenebilir di-
renç fenotipinde gözlenebilir. MLS grubu antibiyotiklere karşı bilinen direnç fenotiplerinin
dışında farklı direnç fenotiplerinin varlığı da çeşitli çalışmalarda bildirilmektedir14,22,23. Ça-
lışmamıza benzer şekilde, Yoon ve arkadaşları23 2008 yılında, klindamisin veya josamisi-
nin eritromisine bakan kenarındaki zonda bir küntleşme (D zonu) ile zon içinde “foggy”
(buğulu) olarak tanımladıkları, zayıf ama homojen bir üremeden bahsetmişler ve bu fe-
notipi “foggy D-shape” olarak isimlendirmişlerdir. Bu araştırıcılar, çalışmadaki izolatların
tümünde, bizim çalışmamızda olduğu gibi yalnızca erm(A) direnç genini saptamışlar ve
bu geni regülatör bölgeyi de içerecek şekilde dizilemişlerdir23. DNA dizi analizi sonucu ho-
mojen ve heterojen nükleotid dizileri olmak üzere iki grubun varlığı ile 25 bç’lik mutasyo-
nel değişiklikler belirlemişlerdir23. İzolatlarda indüklenebilir ve yapısal fenotipin birlikteliği-
ni göstermişler, bu durumun iki farklı erm(A) gen birlikteliği veya bir erm(A) geninin iki
farklı karakterde ekspresyonu sonucunda ortaya çıkabileceği yorumunu getirmişlerdir. 

Çalışmamızda izole edilen heterojen makrolid dirençli (HMD) klinik MRSA suşları, fe-
notipik olarak günümüzde tanımlanmış indüklenebilir ve yapısal direnç fenotiplerinden
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Şekil 2. erm(A) regülatör bölgesinin 167 bazının ikincil yapısı ve ∆G düzeyi (∆G mutasyon olmadığında  -29.9
kcal/mol, mutasyon olduğunda ise -35.7 kcal/mol olarak hesaplanmıştır).

A B



farklı bulunmuştur. Bu fenotip daha önce Karabiber ve arkadaşları14 tarafından Yüksek İh-
tisas Hastanesi izolatları arasında tanımlanmış; ancak literatürde bu suşların direnç me-
kanizmasına yönelik ayrıntılı genetik analiz verilerine ulaşılamamıştır. Dolayısıyla hMLSB
fenotipinin direnç mekanizmasının ve suşların klonal yayılımının araştırılması ilk kez bu
çalışmada gerçekleştirilmiştir. Çalışmamızda erm(A), hMLSB fenotipinden sorumlu direnç
geni olarak belirlenmiş, ancak erm(A) geninin regülatör bölgesinin dizi analizinde bu fe-
notipi açıklayacak yaygın ve özgül bir genetik değişiklik saptanmamıştır. Her ne kadar
bazı izolatlarda bir baz delesyonu ve/veya bazılarında iki nokta mutasyonu birlikteliği gö-
rülse de, saptanan delesyonun lider peptid veya RBS bölgesinde bulunmadığı ve ikincil
yapıdaki enerji potansiyelini değiştirmediği için, bu mutasyonların erm(A) ekspresyonu
üzerine etkisinin olmadığı düşünülmüştür. Regülatör bölgede saptanan iki nokta mutas-
yonu lider peptidden sonraki bölgede, erm(A) geninin başlangıç kodonundan öncesine
karşılık gelmektedir. Bu mutasyonların yer aldığı bölge, sekonder yapı oluşumu açısından
incelendiğinde, mutasyonların varlığında ayrılma için gerekli enerjinin arttığı görülmüş-
tür. Bununla birlikte söz konusu değişikliğin de hMLSB fenotipini açıklayıcı düzeyde ol-
madığı düşünülmektedir. hMLSB fenotipinde mRNA sentezinin de regülasyona dahil ol-
duğu ve antibiyotiksiz ortamda bu sentezin de ikincil bir regülasyon sistemiyle yapılma-
sının engellendiği düşünülmektedir.

Hastanemizde heterojen direnç fenotipinin yıllara göre dağılımı incelendiğinde, 2006,
2007 ve 2008 yılı izolatlarında sırasıyla %57.5, %26.7 ve %28.6 oranlarında olduğu gö-
rülmektedir. Bu direnç halen hastanemiz MRSA izolatlarında saptanmakta olup, en son
2011 yılında yapılan bir değerlendirmede, MRSA suşlarının %46.7 (14/30)’sinde hetero-
jen direnç fenotipi belirlenmiştir (yayınlanmamış veri). Ancak ilginç olarak hastanemizde
izole edilen MSSA izolatlarında hMLSB fenotipine rastlanmamıştır. Hastanemiz MRSA izo-
latlarında gözlenen hMLSB fenotipinin izolatlar arası klonal yayılımı araştırıldığında, izo-
latlar tek klonun varyantları olarak ilişkili bulunmuştur. Ancak bu klon hastanemizin di-
ğer MRSA izolatları arasında egemen klon olarak saptanmıştır. Bu bulgu, hastanemizde
saptanan heterojen makrolid direncinin klonal bir yayılım göstermediğini düşündürmek-
tedir. 

Heterojen makrolid direnç fenotipinin stabilitesi araştırıldığında, makrolid türü antibi-
yotiklerle temas etmeyen koloninin seri pasajları sonucunda hMLSB fenotipini koruduğu
gözlenmiştir. Bununla birlikte, eritromisin inhibisyon zonu içinde üreyen kolonilerden se-
ri pasaj yapıldığında heterojen fenotipe tekrar dönüşüm olmadığı ve bu izolatların da
iMLSB fenotipini korudukları görülmüştür. Bu durum, hMLSB fenotipine sahip bakteriler-
de var olan genotipin korunduğunu, ancak ekspresyon düzeyini etkileyen ikincil faktör-
lerin de bulunabileceğini düşündürmektedir. HMD izolatların tümünde erm(A) direnç
geninin saptanması ve makrolid inhibisyon zonu içinde üreyen kolonilerinin saf kültür
pasajlarından gerçekleştirilen antibiyotik duyarlılık testlerinde iMLSB fenotipinin bulun-
ması dikkat çekicidir. Bu durum, heterojen makrolid direnci taşıyan MRSA enfeksiyonla-
rının tedavisinde, makrolidlerin veya klindamisinin tercih edilmesi halinde tedavide ba-
şarısızlığa yol açabilecek bir faktör olması nedeniyle son derece önemlidir.
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Sonuç olarak, çalışmamızda hMLSB direncinin klonal olmadığı gibi erm(A) regülatör
bölgesindeki genetik değişikliğe de bağlı olmadığı gösterilmiştir. Bulgularımız, direncin
ekspresyona bağlı olduğunu, ekspresyon düzeyindeki farklılığın ise regülatör bölge dışın-
da olabileceğini düşündürmektedir. Bu çalışmada hMLSB fenotipinde translasyon aşama-
sını etkileyecek genetik bir farklılık bulunamamış; ileri çalışmalarda regülasyonun farklı
bir düzeyde olması ve transkripsiyon aşamasında mRNA sentezini engelleyen bir regü-
lasyon olasılığının araştırılmasıyla konuya ışık tutulabileceği sonucuna varılmıştır. Bu ça-
lışmada elde edilen bir diğer önemli sonuç, otomatize sistemlerin hMLSB özelliği göste-
ren izolatların eritromisin ve klindamisin duyarlılıklarını değerlendirmede yetersiz kalabil-
diğini göstermesidir. Bunun yanı sıra, heterojen makrolid direncinin saptanmasında disk
difüzyon yöntemi için CLSI’nın önerdiği 18 saatlik inkübasyon süresinin yeterli olamaya-
bileceği, inkübasyon süresinin uzatılmasının (en az 24 saat) hMLSB fenotipinin saptan-
masına katkı sağlayabileceği düşünülmüştür.
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