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OZET

Staphylococcus aureus, hastane enfeksiyonlarina neden olan énemli patojenlerden biridir ve kullani-
lan antibiyotiklere ¢coklu diren¢ kazanmanin yani sira klonal olarak yayilma 6zelligine sahiptir. Bu calisma-
nin amaci, bir l¢lincli basamak egitim hastanesinde 2006-2008 yillari arasinda yatan hastalara ait klinik
orneklerden izole edilen 41 metisiline direncli S.aureus (MRSA) susunda goézlenen heterojen makrolid di-
rencinin mekanizmasinin ve izolatlar arasindaki klonal iligkinin arastirlmasidir. Eritromisin, klaritromisin ve
azitromisin antibiyotik disklerine ait inhibisyon zonu icerisinde tireme goézlenen izolatlar heterojen mak-
rolid, linkozamid ve streptogramin-B (hMLS,) direng fenotipine sahip izolatlar olarak tanimlanmustir. Ay-
ni yillarda izole edilmis hMLS, direng fenotipi sergilemeyen makrolidlere direncli 63 MRSA izolati da kont-
rol grubu olarak calismaya dahil edilmistir. izolatlarda metisilin, eritromisin, azitromisin, klaritromisin,
klindamisin, kinupristin-dalfopristin, penisilin, vankomisin, teikoplanin, linezolid, gentamisin, amikasin,
siprofloksasin, trimetoprim-siilfametoksazol, kloramfenikol, rifampin, tetrasiklin ve telitromisin direnci
CLSI kriterlerine uygun olarak disk diftizyon yontemiyle arastinimistir. hMLS,, fenotipine sahip izolatlarda
eritromisin, klindamisin ve kinupristin-dalfopristin duyarliliklari ayrica Vitek-2 otomatize sistemi (bioMeri-
eux, Fransa) ile belirlenmistir. izolatlarda ermA, ermB, ermC, msrA/B direnc genlerinin varigi PCR ile aras-
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tinlmigtir. Calismamizda erm(A), hMLS, direncinden sorumlu tek direng geni olarak saptanmis ve izolat-
larda erm(A) geninin reglilator bolgesi DNA dizi analiziyle incelenmistir. Regilator bolgelerinin dizi ana-
lizleri sonucunda 34 izolatta 149. pozisyondaki “guanin” baz delesyonu, 16 izolatta ise “C368G"” ve
“T377C" olmak lizere iki nokta mutasyonu belirlenmistir. Degisken alanl jel elektroforezi (PFGE) analizi
sonucunda makrolidlere heterojen direncli izolatlarda yaygin bir klon ve varyantlari saptanmstir. Ancak
bu klon kontrol grubu izolatlari arasinda da yaygin klon olarak bulunmustur. ilging olarak tiim heterojen
makrolid direncli izolatlar otomatize sistem tarafindan eritromisin, klindamisin ve kinupristin-dalfopristi-
ne duyarli olarak rapor edilmistir. Sonucta, heterojen makrolid direncli izolatlara 6zgl bir klon saptan-
mamustir. Her ne kadar hMLS, fenotipi gozlenen tim izolatlarda erm(A) direng geni saptansa da, bu izo-
latlarin regllator bolgelerinde 6zgll ve yaygin bir genetik degisiklik belirlenmemistir. Calismanin en
6nemli bulgusu, otomatize sistemin hMLS, fenotipini uygun olarak saptayamadiginin gésterilmis olma-
sidir. Bunun yani sira disk diflizyon yonteminde inkiibasyon stiresinin uzatiimasinin (en az 24 saat) hMLS,
fenotipinin saptanmasina katki saglayabilecegi dusiintlmustdir.

Anahtar sézciikler: Staphylococcus aureus; makrolid; linkozamid,; streptogamin; direng; 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
hMLS, (heterogeneous macrolides, lincosamides, streptogramin-B) phenotype. A total of 63 macrolide-
resistant MRSA strains isolated during the same period with non-hMLS, 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. hMLS, 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 hMLS,, 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 hMLS, 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 hMLS,
phenotype. In addition it was suggested that longer incubation (at least 24 hours) of the antibiotic sus-
ceptibility test plates could help identification of hMLS, phenotype in disc diffusion tests.

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

Staphylococcus aureus bir¢ok tlkede ciddi hastane ve toplum kokenli enfeksiyonla-
ra neden olan &nemli patojenlerden birisidir. Ozellikle metisiline direncli S.aureus
(MRSA) izolatlarinda gittikce artan oranda gorilen coklu antibiyotik direnci tedavide
zorluklara ve maliyet artisina neden olmaktadir. Glinimiizde MRSA enfeksiyonlarinin
tedavisi daha énemli hale gelmistir'-2. Bu amacla kullanilan baslica antibiyotikler gli-
kopeptidler ve oksazolidinonlar olup, tetrasiklinler, aminoglikozidler, trimetoprim-
stilfametoksazol, makrolid, linkozamid ve kinupristin-dalfopristin gibi antibiyotikler
de tedavide kullanilan alternatif ajanlardir. Ozellikle toplum koékenli stafilokok enfek-
siyonlarinda makrolid, linkozamid ve streptogramin (MLS) grubu antibiyotikler siklk-
la kullanilmaktadir3*.

MLS grubu antibiyotikler, kimyasal yapilari farkli ancak protein sentezinin inhibisyonu
suretiyle benzer etki mekanizmasina sahiptir. Bu grup antibiyotiklere direng, hedef bol-
ge degisikligi, enzimatik inaktivasyon ve aktif olarak ilacin disa atilmasi sonucu gelisebil-
mektedir. S.aureus izolatlarinda MLS grubu antibiyotiklere direng gelisiminden en sik so-
rumlu olan mekanizma hedef degisikligidir>’. Hedef bélge degisikligi, erm (eritromisin
ribozom metilaz) geninin kodladigi enzimlerin etkisiyle, MLS grubu antibiyotiklerin he-
def bolgesi olan 23S rRNA’daki adenin rezidilerine metil grubunun eklenmesi sonucu
veya 23S rRNA V. kangalinin merkez kisminda ya da L4 ve L22 gibi ribozomal protein-
lerdeki mutasyonlar sonucunda olmaktadir. Bircok erm geni kromozomal yerlesimli olup
transpozonlar aracihgiyla tasinirken, bir kismi da plazmid kaynakli olarak tasinmaktadir.
erm geninin ekspresyonu yapisal veya indiklenebilir karakterdedir. Yapisal ekspresyon in-
dikleyicilerin varligi veya yoklugundan bagimsiz olarak siklikla erm genlerinin regtlator
bolgelerindeki nokta mutasyonlari, delesyon veya duplikasyon gibi degisiklikler sonu-
cunda goriilir® 10, Yapisal direncin gériildigi izolatlar tiim makrolidlere, linkozamidlere
ve streptogramin B'ye karsi diren¢ gosterir. indiklenebilir ekspresyonda izolatlar 14 ve
15 uyeli makrolidlere direncli; 16 tyeli makrolidler, linkozamid ve streptograminlere ise
duyarldir. Makrolidlerle birlikte, linkozamid ve streptograminlere de direncin gelismesi
nedeniyle bu direng tipi makrolid, linkozamid ve streptogramin-B (MLS;) direnci olarak
adlandinlir. Dirence neden olan mekanizmayla iliskili olarak MLS, direnci, laboratuvar
degerlendirmeleri sirasinda yapisal (konstitiitif, cMLS;) veya induklenebilir (iMLSy) di-
renc fenotipinde gozlenebilir''-13,

Hastanemiz MRSA izolatlarina ait disk diflizyon duyarlilik testlerinin degerlendiril-
mesi sirasinda, bilinen makrolid diren¢ fenotipinin haricinde, makrolid antibiyotikle-
rinin inhibisyon zonu icerisinde kiictik koloni tiremelerinin g6zlendigi bir direng feno-
tipi saptanmistir (Resim 1A). Ulkemizde ilk kez Karabiber ve arkadaslari'* tarafindan
tanimlanan ve heterojen MLS, (hMLS;) direnci olarak adlandirilan bu fenotipten so-
rumlu direncin mekanizmasina iligkin ayrintili genetik analiz verilerine literatiirde ula-
silamamistir. Calismamiz heterojen makrolid direncinin mekanizmasinin ve suslar ara-
st klonal iligkinin arastirilmasina yonelik olarak yuritilen ilk calisma olmasi yoniyle
onemlidir.
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Resim 1. hMLS, direng fenotipi. A) Zon igi kiigtik koloni iremeleri gériilmektedir [E: Eritromisin; CLR: Klaritro-

misin; AZM: Azitromisin ve C (ortada); Klindamisin], B) Inhibisyon zonu icinde treyen kolonilerle yapilan D
testi ile saptanan iMLS, direng fenotipi gériilmektedir.

GEREC ve YONTEM
izolatlar

Calismaya, Ocak 2006-Aralik 2008 tarihleri arasinda hastanemizin Tibbi Mikrobiyolo-
ji Laboratuvarinda izole edilen, disk diflizyon testi degerlendirmelerinde 14 ve 15-uyeli
makrolidlere ait inhibisyon zonu icerisinde koloni tremeleri gozlenen 41 klinik MRSA izo-
latr dahil edildi. Ayni doneme ait 21°i iIMLS;, 42'si ise cMLS, fenotipinde olmak Uzere
toplam 63 makrolide direncli MRSA izolati da kontrol grubu olarak kullanildi. Tekrarla-
yan izolatlar calisma disinda birakildi. Hastanemizin metisiline duyarh S.aureus (MSSA)
izolatlarinda hMLS, fenotipinin gozlenmemesi nedeniyle calismaya MSSA izolatlari dahil
edilmedi. izolatlar, konvansiyonel yontemlere ek olarak S.aureus’un isiya direngli niikle-
az genini kodlayan nuc(A) geninin gosterilmesiyle tanimlandi.

Antibiyotik Duyarlilik Testleri

izolatlarin antibiyotik duyarliliklari “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)” kriterlerine gore sefoksitin (30 pg), eritromisin (15 pg), klaritromisin (15 pg),
azitromisin (15 pg), klindamisin (2 pg), kinupristin-dalfopristin (15 pg), penisilin (10U),
vankomisin (30 pg), teikoplanin (30 pg), linezolid (30 pg), gentamisin (10 pg), amika-
sin (30 pg), siprofloksasin (5 pg), trimetoprim-silfametoksazol (1.25/23.75 pg), kloram-
fenikol (30 pg), rifampin (5 pg), tetrasiklin (30 pg) ve telitromisin (15 pg) diskleri kulla-
nilarak disk difiizyon yéntemiyle arastirildi’>. iMLS,, direng fenotipinin tanimlanmasi erit-
romisin ve klindamisin disklerinin kullanildigi “D test” ile gerceklestirildi. Eritromisin, kla-
ritromisin, azitromisin ve klindamisin diskleri hMLS; direncini saptamak icin kullanildi.
S.aureus ATCC 25923 ve daha dnceden MLS direng fenotipleri bilinen izolatlar kontrol
izolatlari olarak kullanildi. inhibisyon zonu icerisinde kiictik koloni Gremelerinin daha iyi
gorilmesi amaciyla inkiibasyon stireleri 36 saate kadar uzatildi. Heterojen makrolid di-
rencli (HMD) izolatlarin eritromisin, klindamisin ve kinupristin-dalfopristin duyarlliklari
ayrica Vitek-2 otomatize sistemiyle (bioMerieux, Fransa) Ureticilerin onerileri dogrultu-
sunda belirlendi. HMD izolatlarin makrolid direncinin stabilitesi, bu ozellikteki iki izolatin
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tek koloni ekiminden elde edilmis 10’ar izolatin 15 glin boyunca pasajlar sonunda D-
test yontemiyle arastirildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Diren¢ Genlerinin Arastirilmasi

Bu amacla nuc(A), mecA, erm(A), erm(B), erm(C) ve msr(A) genlerine 6zgul primerler kul-
lanildi (Tablo I). Calismada nuc(A) geni izolatlarin tanimlanmasi, mecA geni metisilin diren-
cinin, erm(A), erm(B), erm(C) ve msr(A) genleri ise makrolid direncinin saptanmasi amaciy-
la kullanildi'®'8, Kisaca, beyin kalp infiizyon sivi besiyerine izolatlarin tek koloni ekimi ya-
pildi ve besiyeri 37°C’de 18 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda stispansiyon
5000xg’de 3 dakika santrifuj edildi. Cokeltiden ticari ekstraksiyon kiti (Invitrogen, ABD) kul-
lanilarak DNA elde edildi. Amplifikasyon tepkimeleri; 3 pl Taq buffer (10 X; Fermentas, Lit-
vanya), 2.4 yl MgClI (25 mM; iNtRON Biotechnology, Kore), 0.6 pl dNTP karigimi (10 mM;
Gene Mark, Tayvan), her bir primerden 0.12 pl (100 pmol; lontek, Turkiye), 0.18 pl Taq
polimeraz (5 U/ul, iNtRON Biotechnology, Kore), 2 pyl DNA eldesi ve 21.58 pl steril su ola-
cak sekilde toplam 30 pl hacimde gerceklestirildi. Tim tepkimeler; 95°C’de 5 dakika bas-
langi¢ denatiirasyonunu takiben, 95°C’de 30 saniye denattirasyon, 54°C’de 30 saniye bag-
lanma, 72°C’de bir dakika uzama dongusu iceren 35 dongi ve 72°C’de bes dakika son
uzama olacak sekilde programlanarak gercek zamanl PCR (Icycler-BioRad, ABD) cihazinda
yuritildi. Amplikonlar, yatay agaroz jel elektroforez islemi ile analiz edildi. Bant buytklik-
lerinin saptanmasi icin DNA belirteci (Gel pilot 100 bg, Qiagen, ABD) es zamanli olarak je-
le ytiklendi. Uriinler %1.5'lik agaroz jelde 1X TAE tamponu icinde 100 V akim altinda 45
dakika sireyle ylritildu. Elektroforez sonrasi agaroz jel 2 pg/ml etidyum bromir iceren
500 ml distile suda 15 dakika boyandi. DNA bantlari, goriintiileme cihazinda (Molecular
Imager Gel DOC XR+, BioRad, ABD) goriintiilendi ve degerlendirildi.

Tablo I. Calismada Kullanilan Primer Ciftleri

Primerler Nukleotid dizilimi Amplikon buyuklugu (b¢)  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" TAACGACGAAACTGGCTAAAAT 3’ 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 calisma
regllator 5" TTCGTGTGATTCAATATTTC 3’
bdlge
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Degisken Alanh Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis; PFGE)

Heterojen makrolid direnci saptanan 41 izolat arasindaki klonal iligki, daha 6nce Tuirk-
yilmaz ve arkadaslarinin'? tarif ettikleri sekilde PFGE yéntemiyle arastirildi. PFGE, ayni d6-
nemde izole edilen kontrol grubundaki izolatlara da uygulandi. Bu yontem, genomik
DNA'nin Smal enzimiyle kesilmesi sonucu gerceklestirildi ve PFGE jelinin etidyum bro-
mdr ile boyanmasi sonrasi goriintiileme cihazinda degerlendirildi (Molecular Imager Gel
DOC XR+, BioRad, ABD). PFGE paternleri arasindaki iliski Tenover kriterlerine gore yo-
rumlandi. Buna gore bant farki izlenmeyen izolatlar ayni klon, 1-6 arasinda bant farki
gozlenen izolatlar varyant, > 7 bant farki saptanan izolatlar ise farkli izolatlar olarak de-
gerlendirildi?®.

erm(A) Regiilator Bolgesinin DNA Dizi Analizi

Heterojen makrolid direncine sahip izolatlarda erm(A) diren¢ geninin regtilator bolge-
si lider peptidi de icerecek sekilde “Gen Bankasi AJ276730" referans alinarak tasarlanan
0zgul primerlerle (ermALP1: 5 CGT TGG GGA TAA AAC TTC 3’ ve ermALP2: 5" TTC GTG
TGA TTC AAT ATT TC 3’) analiz edildi (Sekil T). PCR islemi, makrolid diren¢ genlerinin
arastinldigi PCR bilesen konsantrasyonlari ve dongileri protokoliiniin aynisi olacak sekil-
de 4 pl 6rnek DNA'sI ve 46 pl PCR karisimi olmak tzere toplamda 50 pl hacim iceren 0.2
ml’lik mikrosantrifij tiiplerinde uygulandi. Elde edilen 527 baz cifti (bg) blytkligindeki
PCR uriuinlerinin DNA dizi analizi 6zel bir laboratuvarda (lontek, Trkiye) gerceklestirildi.

iki yonli dizilenmis amplikonlarin dizilerinden “konsensus dizisi” belirlendi. Bu amac-
la, ters primerle elde edilen dizinin “revers komplemani” BioEdit programi kullanilarak el-

aaaacttecc tttatccaaa

1 cgttggggat

61

121

181

241

301

36l

421

481

ttattaaagt
ttatcaagtt
aaattacata
aaggaggttt
taatgaaaaa

aaagttectt

cactgtecctt
tcaaaacata
taaaggttta
caattatgtg
aatggaaagg

atcaactaaa

tttagacaat
tatecgcagcece
ttattttgga
ttctaaaatg
caccagtatc

agataaaagt

tttacttttt
agaaaacgtc
aaaagatgat

gcagtagtag

atgggtactt

tcaaaattad ttggttataa

gacaatacaa
agtaaagaca
catctgaagt
acaatcatat
aaattacttt
tttctatatt

tgaacgctta

attataacca

gtaaggagaa

ggttatalatg) aaccagaaaa
S

tttattactt

accctaaaga

cagtgcaact
gtggcttcte
gtcaagtgca
tcagttacat
atctcattca
tgttattaat
atgtcagttc

cacgcaaaat

ctaaaaagca tgtaaaagaa atattgaatc acacgaa

Sekil 1. erm(A) geni regiilator bolgesi [Bu bolgede komplementer dizilerin karsilikli hidrojen baglariyla baglan-
masi translasyonel attentiasyona yol agmaktadir. Reglilatér bolgeyi cogaltmak icin kullanilan primerlerin dizi-
limi koyu tonda belirtilmistir. erm(A) metilazin baslangic kodonu “atg” daire icine alinmistir. Lider peptid icin
kodlayan dizi ise arkasi gri fon olarak gésterilmistir. Alti ¢izili olarak belirtilen bélgeler mRNA’da ikincil yapila-
rin olusumuna neden olan komplementer dizileri gostermektedir (GenBank Aj276730)].
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de edildi. Konsensus diziler birbirleri ve erm(A) regulator bolgesi ile ClustalW programi
kullanilarak karsilastirildi. Regiilator bélgede mutasyonlara gore olusabilecek sekonder
yapilarin belirlenmesi icin “mfold 3.2” programi kullanildi?'.

BULGULAR
Heterojen Makrolid Direngli (HMD) izolatlar ve Ozellikleri

Calismadaki tim hMLS, fenotipindeki izolatlar, eritromisin, klaritromisin ve azitromi-
sin iceren disklerin inhibisyon zonu igerisinde kuciik koloniler olusturarak tGremistir (Re-
sim 1A). Inhibisyon zonu icindeki kolonilerin eritromisin ve klindamisine duyarlliklari
disk diftizyon yontemiyle arastirildiginda, ilging olarak bu kolonilerin iMLS, fenotipinde
olduklari belirlenmistir (Resim 1B). Heterojen direng fenotipinin yillara gore dagilimi de-
gerlendirildiginde; 2006, 2007 ve 2008 yili izolatlarinda sirasiyla %57.5 (23/40), %26.7
(8/30) ve %28.6 (10/35) oraninda oldugu saptanmistir.

Heterojen fenotipin inklibasyon siresiyle olan iligkisi incelendiginde, 18. saatte zon
icindeki kolonilerin zayif ireme gosterdikleri ve dikkatli bir degerlendirme ile saptanabil-
dikleri gézlenmistir. inkiibasyon stiresinin 24. ve 36. saate uzatilmasi sonucunda yapilan
degerlendirmelerde, uzamis inkiibasyon siiresiyle dogru orantili olarak kolonilerin belir-
gin sekilde gorilebilir hale geldigi izlenmistir.

Heterojen direncli izolatlarin makrolid direncinin stabilitesi, izolatlarin tek koloni eki-
minden elde edilen kolonilerin 15 guinlik seri pasajlari sonunda D-test yontemiyle de-
gerlendirilmistir. Bu surenin sonunda izolatlarin hMLS, fenotipini gostermeye devam et-
tikleri saptanmustir. Ayni sekilde zon icindeki varyant koloniler test edildiginde, bu kolo-
nilerin de bu stire sonunda iMLS, fenotipini koruduklari belirlenmistir.

Heterojen direncli izolatlarin timiinde ayni antibiyotik duyarlilik profili saptanmistir
(Tablo Il). Bu izolatlarin Vitek-2 otomatize sistemi ile eritromisin ve kinupristin-dalfopris-
tin MIK degerleri < 0.25-0.5 pg/ml araliginda, klindamisin MIK degerleri ise < 0.25
pg/ml olarak bulunmus; tim izolatlar otomatize sistemle test edilen g antibiyotige kar-
st duyarli saptanmustir.

HMD izolatlarda arastirilan diren¢ genlerinden sadece erm(A)'nin varhigi belirlenmis;
erm(B), erm(C) veya msr(A) direnc geni saptanmamistir. Buna gore erm(A), heterojen mak-
rolid direncinden sorumlu tek mekanizma olarak degerlendirilmistir. Kontrol grubundaki
izolatlarin 9%93.7 (59/63)’sinde erm(A), %58.7 (37/63)'sinde erm(A) ve erm(C) birlikteligi,
%06.3 (4/63)'linde erm(B) diren¢ geni saptanirken, msr(A) diren¢ geni saptanmamistir.

Tablo Il. Heterojen Makrolid Direngli [zolatlarin Antibiyotik Duyarliliklari

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: Direngli; S: Duyarli; 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-siilfametoksazol; CHL: Kloramfenikol; RIF: Rifampin; TET: Tetrasiklin; TEL: Telitromisin.
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Klonalite

Toplam 104 izolatin (41 hMLS,, 42 cMLS,, 21 iMLS,) klonal iligkisi PFGE ile arastiril-
mis ve Ug farkli klon saptanmistir. Calismada saptanan klonlar ve varyantlarina ait PFGE
goruntusu Resim 2’de verilmistir. Hem heterojen makrolid direncli suslarda hem de ca-
lismadaki diger suslarda egemen bir klonun (A) ve varyantlarinin varhgr belirlenmistir
(Tablo IIl). Sonucta heterojen makrolid direncli izolatlara 6zgul bir klon varligr bulunma-
mistir. Bu durum hastanemizde saptadigimiz heterojen makrolid direncinin klonal bir ya-
yihm olmadigini gostermektedir.

erm(A) Regiilator Bolgesinin Dizi Analizinin Yorumlanmasi

HMD izolatlarin regiilatér bolgelerinin dizi analizleri yapilarak, Gen Bankasi AJ276730
no’lu erm(A) gen dizisinin regilator bolgesiyle karsilastinlmistir. Buna gore izolatlarin
34'linde erm(A) geninin 149. bazi olan “guanin”de delesyon belirlenmis; 16 izolatta iki
nokta mutasyonu (C368G ve T377C) saptanmis, 13 izolatta ise baz delesyonu ve iki nok-
ta mutasyonu birlikteligi gortlmustir.

Saptanan mutasyonlarin, lider peptid (256-303) veya erm(A) icin kodlayan bolgede
veya bu genlerin ribozom baglayan bolgelerinde (RBS) olmadigr belirlenmistir. Mutas-

A L3 a3 AS AB 7 3 Al2 14 3 c1 c2 c3

A% A0 At1 A2

TERET=gggEs=g"=

Resim 2. Calismada saptanan klonlar ve varyantlarina ait PFGE gériintisi.

Tablo Ill. izolatlar Arasindaki Klonal Dagilim

Klonlar ve varyantlar
izolatlar Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 Al12 A13 A14 B C1 C2 C3

hMLS, MmMm 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)
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Structure I Folding bases 1 to 167 of ermA Structare 1 Folding bases 1 to 167 of ermAmut
Initial 4G = -29.90 Initial 4G = -35.70
10 20 30 w0 50 10 20 2 © 50
-anag] CAACUAAMUCAAANTLAAY geuua .~aaa] e  asa assausa gouna
uucouual UOTULALEAUGAAC A\ JUUOJUTAT AACC OO ATDPFILATAADIALS \
JagIAALY Accaauauuacuug a CAMFIAALA UDQY  AQ BEACCANATIATTIIG a
e e acugu A et = aag gaa---- acugy
70 €0 90 (1] 70 0
80 100 110 120 130
- CAJAMAAACCCUAAA  CaCg a a- wo- a
- = g3 ©CMa AUUTT UDAC OO &
b ca U0 GAAMD AAGG QA &
ccaa a AAJCACE--====== &B== & as wa A&
\ qu 160 150 140
50
100 110 120 130
Agaaaaacccuaaa  cacg a a= uu- a
ga CA4 AuuuU  uuac cu a
€U QU UAMAG BALg ga A
ABgCACH-=-=~==~ aa-- a aa  uac a
A 160 150 140 B

Sekil 2. erm(A) reglilatér bélgesinin 167 bazinin ikincil yapisi ve AG dtizeyi (AG mutasyon olmadiginda -29.9
kcal/mol, mutasyon oldugunda ise -35.7 kcal/mol olarak hesaplanmustir).

yonlarin mRNA sekonder yapisindaki enerji tutari tizerinde etkisi olabilmektedir. Bu ne-
denle calismada mutasyonlu ve mutasyonsuz bolgelerdeki ayriima enerijisi farkliliklari
“RNA folding” programiyla 6lctlmds, toplam enerjide fark olmadigi bulunmustur. Mu-
tasyonsuz erm(A) regulator bolgesinde -110.9 kcal/mol olan ayrilma enerijisi, mutasyon-
lu bolge icin -112 kcal/mol olarak saptanmistir. Bununla birlikte nokta mutasyonlarin
saptandigi 361-527 bazlarinin bulundugu bolge RNA folding programiyla cahsildiginda
ayrilma enerjisinde farklik oldugu gorilmustir. Mutasyonsuz halde ayrilma enerjisi -29.9
iken mutasyonlu halde -35.7 olarak bulunmustur (Sekil 2).

TARTISMA

MLS grubu antibiyotikler kimyasal yapilari farkli, ancak protein sentezinin inhibisyonu
suretiyle benzer etki mekanizmasina sahiptir. Dirence neden olan mekanizmayla iliskili
olarak MLS direnci, laboratuvar degerlendirmeleri sirasinda yapisal veya indiiklenebilir di-
renc fenotipinde g6zlenebilir. MLS grubu antibiyotiklere karsi bilinen direng fenotiplerinin
disinda farkli direng fenotiplerinin varligi da cesitli calismalarda bildirilmektedir'#2%23, Ca-
lismamiza benzer sekilde, Yoon ve arkadaslari?® 2008 yilinda, klindamisin veya josamisi-
nin eritromisine bakan kenarindaki zonda bir kiintlesme (D zonu) ile zon icinde “foggy”
(bugulu) olarak tanimladiklari, zayif ama homojen bir Giremeden bahsetmisler ve bu fe-
notipi “foggy D-shape” olarak isimlendirmislerdir. Bu arastiricilar, calismadaki izolatlarin
timunde, bizim calismamizda oldugu gibi yalnizca erm(A) direng genini saptamislar ve
bu geni regiilator bélgeyi de icerecek sekilde dizilemislerdir?®. DNA dizi analizi sonucu ho-
mojen ve heterojen niikleotid dizileri olmak tzere iki grubun varligi ile 25 b¢’lik mutasyo-
nel degisiklikler belirlemislerdir?3. izolatlarda indiiklenebilir ve yapisal fenotipin birlikteligi-
ni gostermisler, bu durumun iki farkli erm(A) gen birlikteligi veya bir erm(A) geninin iki
farkli karakterde ekspresyonu sonucunda ortaya cikabilecedi yorumunu getirmislerdir.

Calismamizda izole edilen heterojen makrolid direncli (HMD) klinik MRSA suslari, fe-
notipik olarak glinimiizde tanimlanmis induklenebilir ve yapisal direng fenotiplerinden
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farkli bulunmustur. Bu fenotip daha énce Karabiber ve arkadaslar'* tarafindan Yiiksek ih-
tisas Hastanesi izolatlar arasinda tanimlanmis; ancak literatiirde bu suslarin direng me-
kanizmasina yonelik ayrintili genetik analiz verilerine ulasilamamustir. Dolayisiyla hMLS,
fenotipinin diren¢ mekanizmasinin ve suglarin klonal yayiliminin arastiriimasi ilk kez bu
calismada gerceklestirilmistir. Calismamizda erm(A), hMLS, fenotipinden sorumlu direng
geni olarak belirlenmis, ancak erm(A) geninin regulator bélgesinin dizi analizinde bu fe-
notipi aciklayacak yaygin ve 6zgll bir genetik degisiklik saptanmamustir. Her ne kadar
bazi izolatlarda bir baz delesyonu ve/veya bazilarinda iki nokta mutasyonu birlikteligi go-
rilse de, saptanan delesyonun lider peptid veya RBS bdlgesinde bulunmadigi ve ikincil
yapidaki enerji potansiyelini degistirmedigi icin, bu mutasyonlarin erm(A) ekspresyonu
Gzerine etkisinin olmadigr distinulmdstur. Regilator bolgede saptanan iki nokta mutas-
yonu lider peptidden sonraki bolgede, erm(A) geninin baslangic kodonundan 6ncesine
karsihk gelmektedir. Bu mutasyonlarin yer aldigi bolge, sekonder yapi olusumu agisindan
incelendiginde, mutasyonlarin varliginda ayriima icin gerekli enerjinin arttigr gorilmdus-
tdr. Bununla birlikte s6z konusu degisikligin de hMLS, fenotipini aciklayici diizeyde ol-
madigi distinilmektedir. hMLS, fenotipinde mRNA sentezinin de regulasyona dahil ol-
dugu ve antibiyotiksiz ortamda bu sentezin de ikincil bir regiilasyon sistemiyle yapilma-
sinin engellendigi distnilmektedir.

Hastanemizde heterojen direnc fenotipinin yillara gore dagihmi incelendiginde, 2006,
2007 ve 2008 yili izolatlarinda sirasiyla %57.5, %26.7 ve %28.6 oranlarinda oldugu go-
rilmektedir. Bu diren¢ halen hastanemiz MRSA izolatlarinda saptanmakta olup, en son
2011 yihnda yapilan bir degerlendirmede, MRSA suslarinin %46.7 (14/30)'sinde hetero-
jen direng fenotipi belirlenmistir (yayinlanmamis veri). Ancak ilging olarak hastanemizde
izole edilen MSSA izolatlarinda hMLS, fenotipine rastlanmamistir. Hastanemiz MRSA izo-
latlarinda gozlenen hMLS, fenotipinin izolatlar arasi klonal yayim arastinldiginda, izo-
latlar tek klonun varyantlar olarak iliskili bulunmustur. Ancak bu klon hastanemizin di-
ger MRSA izolatlari arasinda egemen klon olarak saptanmustir. Bu bulgu, hastanemizde
saptanan heterojen makrolid direncinin klonal bir yayim gdstermedigini distindirmek-
tedir.

Heterojen makrolid direncg fenotipinin stabilitesi arastirldiginda, makrolid tirl antibi-
yotiklerle temas etmeyen koloninin seri pasajlart sonucunda hMLS, fenotipini korudugu
gOzlenmistir. Bununla birlikte, eritromisin inhibisyon zonu icinde treyen kolonilerden se-
ri pasaj yapildiginda heterojen fenotipe tekrar donisim olmadigi ve bu izolatlarin da
iMLS,; fenotipini koruduklari gérilmistdr. Bu durum, hMLS, fenotipine sahip bakteriler-
de var olan genotipin korundugunu, ancak ekspresyon diizeyini etkileyen ikincil faktor-
lerin de bulunabilecegini dustindirmektedir. HMD izolatlarin timinde erm(A) direng
geninin saptanmasi ve makrolid inhibisyon zonu icinde Ureyen kolonilerinin saf kultir
pasajlarindan gerceklestirilen antibiyotik duyarlilik testlerinde iMLS, fenotipinin bulun-
masi dikkat cekicidir. Bu durum, heterojen makrolid direnci tasiyan MRSA enfeksiyonla-
rinin tedavisinde, makrolidlerin veya klindamisinin tercih edilmesi halinde tedavide ba-
sarisizliga yol acabilecek bir faktor olmasi nedeniyle son derece 6nemlidir.
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Sonug olarak, calismamizda hMLS; direncinin klonal olmadigr gibi erm(A) regulator
bolgesindeki genetik degisiklige de bagh olmadigi gosterilmistir. Bulgularimiz, direncin
ekspresyona bagli oldugunu, ekspresyon diizeyindeki farkliigin ise regulator bolge disin-
da olabilecegini distindurmektedir. Bu calismada hMLS, fenotipinde translasyon asama-
sini etkileyecek genetik bir farklilik bulunamamus; ileri calismalarda regulasyonun farkli
bir diizeyde olmasi ve transkripsiyon asamasinda mRNA sentezini engelleyen bir regu-
lasyon olasihginin arastiriimasiyla konuya isik tutulabilecegi sonucuna varilmistir. Bu ¢a-
lismada elde edilen bir diger 6nemli sonug, otomatize sistemlerin hMLS 6zelligi goste-
ren izolatlarin eritromisin ve klindamisin duyarliliklarini degerlendirmede yetersiz kalabil-
digini gostermesidir. Bunun yani sira, heterojen makrolid direncinin saptanmasinda disk
diftizyon yontemi icin CLSI'nin 6nerdigi 18 saatlik inkiibasyon suresinin yeterli olamaya-
bilecegi, inkiibasyon suresinin uzatiimasinin (en az 24 saat) hMLS, fenotipinin saptan-
masina katki saglayabilecegi distinulmustdr.
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