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Staphylococcus aureus, toplum ve hastane kaynakl enfeksiyon etkeni olarak en sik izole edilen
mikroorganizmalardandir. Stafilokoklar gecmisten glinimize dek gelen siirecte dnce penisilinlere
ardindan metisilin ve glikopeptidler olmak tzere ¢ok sayida antibiyotige direnc gelistirmelerinden ve
epidemilere yol acabilmelerinden dolayr 6nemli bir sorun haline gelmistir. Metisilin direnci, makrolidler
gibi alternatif antibiyotiklerin kullanimina neden olmus; ancak tim diinyada gelisen makrolid direnci
bu antibiyotiklerin kullanimini sinirlamistir. Makrolid direnci, hedef bélge degisikligi (MLS, fenotipi, erm
genleri tarafindan kodlanir), aktif atim pompasi (MS fenotipi, msrA/B genleri tarafindan kodlanir) veya
hiicre duvar gecirgenliginin azalmasi seklinde olusabilir. Bu calismada, klinik S.aureus suslarinda MLS,
direncinin fenotipik ve genotipik yontemlerle arastinlmasi amaclanmistir. Calismaya, ayaktan (%6.7) ve
yatan (%93.3) hastalarin yara (%50), trakeal aspirat (%15) ve diger (%35) 6rneklerinden izole edilen
toplam 404 S.aureus susu alinmustir. Suslarda MLS, direncinin fenotipik olarak arastinlmasinda cift disk
sinerji testi (D-test), genotipik olarak arastirnimasinda ise PCR yontemi kullaniimistir. S.aureus suslarinin
158 (%39.1)'i metisiline direncli (MRSA), 246 (%60.9)’si metisiline duyarli (MSSA) olarak bulunmustur.
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Klinik Orneklerden izole Edilen Staphylococcus aureus Suslarinda Makrolid, Linkozamid

ve Streptogramin B Direncinin Fenotipik ve Genotipik Yontemlerle Arastiriimasi

D-test ile 19 susta yapisal (cMLS;) klindamisin direnci, 111 susta indlklenebilir (iMLS;) klindamisin
direnci, bes susta MS fenotipi ve 268 susta S fenotipi (eritromisin ve klindamisine duyarli) saptanmustir.
Fenotipik olarak MLS, direnci bulunan 136 susun direng genleri genotipik olarak arastirildiginda, iMLS,
fenotipi gosteren 111 susun %81.9’unda (83 MRSA, 8 MSSA) ermA, %10.8'inde ermC (7 MRSA, 5
MSSA), %10.8'inde msrA (11 MRSA, 1 MSSA), %1.8’inde msrB (2 MRSA) ve %0.9’unda (1 MRSA) ermB;
cMLS, fenotipi gosteren 19 susun %57.9'unda (10 MRSA, T MSSA) ermA, %36.8'inde (6 MRSA, 1 MSSA)
ermC ve %15.8’inde (3 MRSA) ermB; MS fenotipi gosteren bes susun %80’inde (2 MRSA, 2 MSSA) ermA,
%75’inde msrA (3 MSSA), %50’sinde (2 MSSA) msrBve %25’inde (1 MSSA) ermC geni saptanmistir. ermA
ve ermC genleri 14 izolatta; ermA, ermC ve msrA genleri bir izolatta; ermA ve msrA genleri 11 izolatta;
ermA, msrA ve msrB genleri g izolatta; ermA ve ermB genleri ¢ izolatta birlikte saptanmuistir. Bu ¢calismada
farkli olarak D-testi negatif olan MS fenotipindeki iki MRSA susunda tek basina ermA, iki MSSA susunda
ise msr genlerine ilaveten erm genleri de saptanmistir. Calismamizda klonal benzerligin arastirnlmasinda
RAPD-PCR yontemi kullaniimis ve diren¢ genleri saptanan suslar arasinda bir veya birkag¢ klonal tipin
hakimiyeti gézlenmemistir. Sonug olarak, S.aureus izolatlarinda MLS, direncinin arastinlmasinin, bu
bakteriyle gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotik secimi yapilirken yonlendirici olacagi kanisina
variimigtir.

Anahtar sézciikler: Staphylococcus aureus; indiiklenebilir klindamisin direnci; MLSB direnci; fenotip;
genotip.

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is one of the most common cause of both community and healthcare-associ-
ated infections. As staphylococci have developed resistance to various antibiotics, initially to penicillins
then to methicillin and glycopeptides and have the ability to cause epidemics, they continue to be a
major problem from past to present. Methicillin resistance gave rise to the use of alternative antibiot-
ics such as macrolides, however worldwide development of macrolide resistance limited the use of
these antibiotics. Macrolide resistance occurs either through target site modification (MLS, phenotype,
encoded by erm genes), efflux pumps (MS phenotype, encoded by msrA/B genes) or decreased cell
wall permeability. The aim of this study was to investigate the MLS, resistance of clinical S.aureus strains
with phenotypic and genotypic methods. A total of 404 S.aureus strains isolated from different clinical
samples (50% wound, 15% tracheal aspirate and 35% other samples) of inpatients (93.3%) and outpa-
tients (6.7%) were included in the study. Double disc synergy test (D-test) was used for the phenotypical
research and PCR was used for the genotypical research of MLS, resistance of isolates. One hundred
fifty eight (39.1%) of the S.aureus isolates were methicillin-resistant (MRSA), and 246 (60.9%) were
methicillin-susceptible (MSSA). By the use of D-test, constitutive (cMLS,) and inducible (iMLS,) clinda-
mycin resistance were detected in 19 and 111 isolates, respectively, while five isolates were MS pheno-
type and 268 isolates were S phenotype (susceptible to erythromycin and clindamycin). The resistance
genes of 136 isolates with MLS,, resistance phenotype were determined genotypically and among 111
isolates showing iMLS; phenotype ermA gene was found in 81.9% (83 MRSA, 8 MSSA), ermC gene in
10.8% (7 MRSA, 5 MSSA), msrA gene in 10.8% (11 MRSA, 1 MSSA), msrB gene in 1.8% (2 MRSA) and
ermB gene in 0.9% (1 MRSA). Among 19 strains with cMLS, phenotype, ermA was found in 57.9% (10
MRSA, 1 MSSA), ermC in 36.8% (6 MRSA, 1 MSSA) and ermB in 15.8% (3 MRSA). Among five strains
with MS phenotype, ermA was found in 80% (2 MRSA, 2 MSSA), msrA in 75% (3 MSSA), msrB in 50%
(2 MSSA) and ermC in 25% (1 MSSA) of the isolates. ErmA and ermC genes were detected together in
14 isolates, ermA, ermC and msrA genes in one isolate, ermA and msrA genes in 11 isolates, ermA, msrA
and msrB genes in three isolates and ermA and ermB genes in three isolates, respectively. In this study,
two MRSA isolates with MS phenotype and negative D-test had only ermA gene and among two MSSA
strains, erm genes were also determined in addition to msr genes. In our study RAPD-PCR method was
used to investigate the clonal similarity, however no dominance of one or a number of clonal type was
observed among the isolates in which the resistance genes were identified. In conclusion, the detection
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of MLS; resistance in S.aureus isolates is likely to influence the selection of antibiotics in the treatment
of the infections caused by this bacteria.

Keywords: Staphylococcus aureus; inducible clindamycin resistance; MLS, resistance; phenotype; genotype.

GiRis

Staphylococcus aureus, gerek toplum gerekse hastane kokenli enfeksiyonlardan en sik
soyutlanan etkenlerden biridir'-2. Giiniimiizde bu enfeksiyonlarin tedavisinde, mikroor-
ganizmanin beta-laktam grubu antibiyotiklere karsi diren¢ gelistirmesi ve penisilin alerjisi
olan hastalar nedeniyle, siklikla makrolid grubu antibiyotikler kullaniimaktadir. Makrolid
grubu yeni antibiyotikler 1990’ yillarin baslarinda, beta-laktam grubu antibiyotiklere
alternatif olarak sunulmus ve S.aureus enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin bicimde kul-
lanilmaya baslanmistir. Ancak bu antibiyotiklerin yaygin ve diizensiz kullanimlarina bagl
olarak hizla direng gelismektedir. S.aureus suslarinda makrolidlere karsi gelisen direncte rol
oynayan mekanizmalar arasinda; hiicre duvari gecirgenliginin azalmasi, aktif atim pompa
sistemi (efluks) ve hedef bolge degisikligi (50S ribozomal alt tinitesindeki 23S ribozomal
RNA’da adenin metilasyonu) sayilabilir. En sik goriilen diren¢ mekanizmasi hedef bolge
degisikligidir>>. Makrolid, linkozamid, streptogramin B antibiyotiklere (MLS,) direng ola-
rak tanimlanan direng profili, plazmid veya transpozonlarla aktarilir. MLS; direng fenotipi
indiklenebilir (iMLS;) veya yapisal (cMLS;) Ozellik gosterir. Yapisal olarak direncli suslar,
MLS, grubundaki tiim antibiyotiklere direnclidirler ve standart antibiyotik duyarlilik test-
leriyle kolayca saptanirlar. Indiiklenebilir direncte ise 14 ve 15 uyeli makrolidlerin metilaz
sentezini kuvvetle indiiklemeleri nedeniyle, sadece bu grupta yer alan makrolidlere kars
direncg gelisir; 16 tyeli makrolidler, linkozamid ve streptogramin B ise etkinligini stirddrdr.
Bu direncte erm geni (eritromisin ribozom metilaz) rol alir. Stafilokoklarda erm(A), erm(B),
erm(C), erm(F), erm(G), erm(Q), erm(T), erm(Y), erm(32) ve erm(43) genleri tanimlanmig
olup, MLS, direncinde en sik erm(A) ve erm(C) genleri saptanir®>®, Stafilokoklarda msrA
ve msrB genleri tarafindan kodlanan ATP’ye bagimli aktif atim pompasi, hiicre icine giren
makrolid ve streptogramin B'yi disar atarak dirence yol acarken, linkozamidlere karsi
direncte rol oynamaz’. Plazmidde kodlanan msrA geni bakteride 14,15 Uyeli makrolidlere
ve streptogramin B’ye indiiklenebilir (MS fenotipli direnc) dirence yol acan protein pom-
pasini kodlar®”. MLS, grubu antibiyotikler, 6zellikle de klindamisin, stafilokok enfeksiyon-
larinda kemik ve dokuya penetrasyonunun iyi olmasi ve potansiyel antitoksin nedeniyle
uzun sureli tedavi icin iyi bir secenektir; ancak induklenebilir klindamisin direncinin gelis-
mesi bu etkinligi sinirlandirmistir’-2. Bu calismada, cesitli klinik érneklerden izole edilen
S.aureus suslarinda, MLS, grubuna karsi gelisen direncin fenotipik karakterinin belirlenme-
si ve direncte rol alan genetik temelin saptanmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Bakteri Kokenleri ve Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Calismaya, Ocak 2011-Ocak 2012 tarihleri arasinda laboratuvarimizda cesitli klinik
orneklerden izole edilen 404 S.aureus susu dahil edildi. Ayni hastadan alinan birden fazla
ornekte lreyen izolatlar caisma digi birakildi.
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Suslarin eritromisin, telitromisin, klaritromisin, azitromisin, klindamisin, kinupristin-
dalfopristin, oksasilin, penisilin G, sefoksitin, ampisilin-sulbaktam, linezolid, tetrasiklin,
gentamisin, kloramfenikol, rifampisin, trimetoprim-siilfametoksazol (SXT), moksifloksa-
sin ve siprofloksasine kargi duyarhliklari, 2011 CLSI kriterlerine gore disk diflizyon yon-
temi ile saptandi®. Tiim testlerde S.aureus ATCC 25923 kékeni kontrol olarak kullanildi.

MLSB Direncinin D-test Yontemi ile Arastirilmasi

Makrolid grubu antibiyotiklere direnc fenotipinin belirlenmesi icin CLSI 6nerileri dog-
rultusunda cift disk sinerji testi (D-test) uygulandi®. Eritromisin ve klindamisine direncli
bulunan izolatlar yapisal MLS, fenotipi (cMLS;); klindamisin inhibisyon zonunun eritro-
misin diskine bakan tarafinda kiintlesme (D zonu) gorilen izolatlar indiklenebilir MLS,
fenotipi (iMLS,); eritromisine direncli, klindamisine duyarli olan izolatlar ise MS fenotipi
olarak kabul edildi®. Eritromisin ve klindamisine duyarli bulunan izolatlar duyarl (S)
fenotip olarak tanimland/®.

Diren¢ Genotiplerinin Arastiriimasi

D-test ile direncli bulunan S.aureus suglarinda ermA, ermB, ermC, msrA ve msrB gen-
lerinin varligi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastinildi. Bakteri DNA'sinin elde
edilmesinde ticari bir izolasyon kiti (G-Spin TM for Bacteria; Intron Biotechnology, Inc.
Guney Kore) kullanildi. PCR islemi, termal dongi cihazinda (BIO-RAD MyCycler, ABD),
kullanilan primerlere (Invitrogen, ABD) uygun reaksiyon kosullarinda gerceklestirildi.
Calismada Lina ve arkadaslarinin'® kullandigi primer dizileri ve déngiileri kullanildi
(Tablo 1). PCR driinleri 10x TBE tamponu icinde 2.5 pl etidyum bromir iceren %1’lik
agaroz jelde elektroforez cihazinda (BIO-RAD, ABD) 150 voltta 25 dk ydrituldikten
sonra DNA bantlar Gel Logic 2200 Imaging System (Kodak, ABD) ile gorintilendi.
Sonuclar molekiler agirlik standardi (100 bg; GeneOn, Almanya) ile karsilastirmali
olarak degerlendirildi.

RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) Analizi

Suslar arasindaki klonal iliskinin belirlenmesi amaciyla OLP6 (5'-GAGGGAAGAG-3),
OLP11 (5'-ACGATGAGCC-3’) ve OLP13 (5-ACCGCCTGCT-3") primerleri (Invitrogen,
ABD) kullanilarak RAPD PCR uygulandi''. PCR diriinleri 10x TBE tamponu icinde 2.5
pl etidyum bromiir iceren %1’lik agaroz jelde 150 voltta 25 dk yiratildikten sonra
Gel Logic 2200 Imaging System (Kodak, ABD) ile goruntilendi. Elde edilen bant
paternleri, 100 b¢’lik molekiiler agirlik standardi (GeneOn, Almanya) esas alinarak
Syngene GeneDirectory Application-Ver. 2.01.02 (ingiltere) kullanilarak degerlendi-
rildi.
istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS Ver.16.0 kullanilarak yapildi. Gruplar arasi degiskenleri
test etmek amaciyla ki-kare testi kullanildi; p< 0.05 degeri anlamli kabul edildi. Fenotipik
ve genotipik sonuglar arasindaki uyum, Measure of Agreement-Kappa testi ile belirlendi.
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Tablo I. PCR Yénteminde Kullanilan Primerler ve Déngiiler

Primer Dizi (5'—=3") Uriin (b¢)  PCR kosullan
ermA F GTT CAA GAA CAA TCA ATA 421 1x (94°C'de 10 d); 30x (94°C’de 30
CAG AG s, 52°C'de 30's, 72°C'de 1 d); 1x

(72°C'de 10 d)
ermAR  GGA TCA GGA AAA GGA CAT

TTT AC
ermCF GCT AAT ATT GTT TAA ATC 572 1x (94°C’de 10 d); 35x (94°C'de
GTC AAT TCC 305, 52°C’'de 1 d, 72°C'de 1 d); 1x

(72°C'de 10 d)
ermCR GGA TCA GGA AAA GGA CAT

TTT AC
ermB F CCG TTT ACG AAATTG GAA 359 1x (94°C’de 10 d); 30x (94°C’de 30
CAG GTA AAG GGC s, 55°C’'de 305, 72°C’de 1 d); 1x

(72°C'de 10 d)
ermB R GAA TCG AGA CTT GAG TGT

GC
msrA F GGC ACAATAAGA GTGTTT 940 1x (94°C’de 5 d); 35x (94°C’de 30
AAA GG s, 60.6°C'de 40's, 72°C'de 1 d); 1x

(72°C'de 10 d)
msrA R AAG TTA TAT CAT GAA TAG ATT

GTCCTGTT

msrB F TAT GAT ATC CAT AAT AAT TAT 595
CCAATC

msrB R AAT TTA TAT CAT GAA TAG ATT
GTCCTGTT

F: Forward; R: Reverse; bg: Baz cifti; d: Dakika; s: Saniye.

BULGULAR

Calismaya alinan 404 S.aureus susunun %6.7'si poliklinik, %93.3’0 yatan hastalara ait
yara (%50), trakeal aspirat (%15) ve diger (%35) érneklerden izole edilmistir. izolatlarin
%42'si cerrahi, %37'si dahili, %11’i pediatri ve %10’u yogun bakim bolimlerinden gon-
derilen orneklerden elde edilmistir. S.aureus suslarinin 158 (%39.1)'i metisiline direncli
(MRSA), 246 (%60.9)'s1 metisiline duyarli (MSSA) olarak bulunmus; izolatlarin antibiyo-
tiklere duyarhliklari Tablo IlI’de gosterilmistir.

Makrolid direnci D-test yontemi ile arastirldiginda, suslarinin %66.3°G S; %27.5'i
iMLS; %4.7'si cMLS, ve %1.2'si MS fenotipi olarak belirlenmistir (Tablo IlI). Bir sug D-test
ile siniflandinlamayan direng paterni gostermistir. Bu sus eritromisine duyarli, klindami-
sine direncli oldugu tespit edilen bir MRSA susudur. iMLS; direnci MRSA suslarinda, S
fenotipi MSSA suslarinda anlamli olarak ylksek bulunmustur (p< 0.05).

D-test yontemi ile direncli saptanan, induklenebilir klindamisin direnci pozitif 111
sug, klindamisin ve eritromisine direncli 19 sus, eritromisine direncli klindamisine
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Tablo II. S.aureus Suslarinin Antibiyotiklere Duyarliliklari

MRSA (n= 158) MSSA (n= 246) Toplam (n= 404)

Antibiyotikler Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)

Penisilin 0 52(21.1) 52(12.8)

Sefoksitin 0 246 (100) 246 (60.9)
Oksasilin 0 246 (100) 246 (60.9)
Azitromisin* 55 (34.8) 223 (90.6) 278 (68.8)
Klaritromisin* 56 (35.4) 219 (89) 275 (68)

Eritromisin* 55 (34.8) 219 (89) 274 (67.8)
Klindamisin 142 (89.9) 235 (95.5) 377 (93.3)
SXT 154 (97.5) 246 (100) 400 (99)

Linezolid 158 (100) 246 (100) 404 (100)
Telitromisin 147 (93) 240 (97.5) 387 (95.8)
Tetrasiklin* 26 (16.5) 233 (94.7) 259 (64.1)
Rifampisin* 28 (17.7) 244 (99.2) 272 (67.3)
Kloramfenikol 154 (97.5) 246 (100) 400 (99)

Siprofloksasin* 24 (15.1) 235 (95.5) 259 (64.1)
Moksifloksasin* 35 (22.1) 238 (96.7) 273 (67.6)
Gentamisin* 35(22.1) 245 (99.6) 280 (69.3)
Kinupristin/Dalfopristin 157 (99.4) 245 (99.6) 402 (99.5)

*p< 0.05
MRSA: Metisiline direncli S.aureus; MSSA: Metisiline duyarli S.aureus; SXT: Trimetoprim-siilfametoksazol.

Tablo Ill. S.aureus Suslarinda D-test Yontemi ile Belirlenen Direng Fenotipleri

MRSA (n= 158) MSSA (n= 246) Toplam (n= 404)
Direnc¢ fenotipi Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)
S* 54 (34) 214 (87) 268 (66.3)
MS 2(1.3) 3(1.2) 5(1.2)
iMLS, 89 (56.3) 22 (8.9) 111 (27.5)
cMLS, 12 (7.6) 7 (2.9) 19 (4.7)
Klindamisine direncli, 1 (0.6) 0 1(0.25)

eritromisine duyarli

* Eritromisin ve klindamisine duyarl suslar.

duyarh 5 sus ve eritromisine duyarli klindamisine direncli (siniflandinlamayan) 1 sus
olmak Uizere toplam 136 S.aureus susunda ermA, ermB, ermC, msrA ve msrB genlerinin
varhigr PCR ile arastinlmistir. Arastirlan gen bolgelerine ait bant goruntuleri Sekil 1'de
sunulmustur.
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Sekil 1. S.aureus suslarinda direng genlerine ait bant gériintiileri (M: 100 b¢'lik molekiiler agirlik standardi:
Hat 1: ermA; Hat 2: ermB; Hat 3: ermC; Hat 4: msrA; Hat 5: msrB).

iMLS, fenotipi gosteren 83 MRSA ve 8 MSSA susunda ermA, 1T MRSA susunda ermB, 7
MRSA ve 5 MSSA susunda ermC, 11 MRSA ve 1 MSSA susunda msrA, 2 MRSA susunda msrB
direng genleri saptanmustir (Tablo IV). iIMLS, fenotipi gosteren MRSA suslarinin 66’sinda ve
MSSA suslarinin 10°unda direng genlerinin tek basina; 18 MRSA ve 2 MSSA susunda ise
birlikte bulundugu izlenmistir (Tablo 1V). iIMLS, fenotipi gosteren S.aureus suslarinda en sik
ermA geni saptanmis ve bu iligki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05).

cMLS, fenotipi gosteren 10 MRSA ve 1 MSSA susunda ermA, 3 MRSA susunda ermB,
6 MRSA ve 1 MSSA susunda ermC genleri saptanmis; msrA ve msrB genlerine rastlanma-
mistir (Tablo IV). Bu suslarda izlenen gen birliktelikleri Tablo IV'te gorilmektedir.

MS fenotipi gosteren 2 MRSA susunda tek bagina ermA genleri tespit edilmig; 3 MSSA
susunda ise farkl gen birliktelikleri izlenmistir (Tablo IV). MS fenotipi gosteren suglarda
ermB geni saptanmamistir.

Suslar arasindaki klonal iliskinin belirlenmesi amaciyla RAPD-PCR uygulanmis (Sekil
2), OLP11 ve OLP13 primeri ile suslar arasindaki benzerligin daha iyi degerlendirildigi
saptanmistir. ermA pozitif 106 sus arasinda OLP11 primeri ile yapilan RAPD analizinde
82 ve 86, 82 ve 83, 80 ve 87, 86 ve 83 no’lu suslar arasinda %99 oraninda benzerlik
oldugu saptanmistir. 106 sus arasinda 13 farkli RAPD tipinin oldugu belirlenmistir (Sekil
3). Benzerlik oraninin %98-99 oldugu suglarin cogu, kalp damar cerrahi, plastik cerrahi,
beyin cerrahi ve gogus cerrahi servislerinden gonderilen yara strlintlsi ve trakeal aspi-
rat orneklerinden izole edilen suslardir. Kalp damar cerrahi servisinden génderilen 6rnek-
lerden izole edilen suslarin kendi aralarindaki benzerlik oranlari yiiksek olarak saptanmius;
bu suslarin birbirine yakin 2 ay icinde izole edildikleri belirlenmistir.

ermB pozitif 4 sustan 2'si arasinda %95 oraninda benzerlik oldugu, bir sus disinda
diger 3 susun ayni ay icinde izole edildikleri gorilmustir. ermC pozitif 20 sustan
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Tablo IV. iMLSB, cMLSB ve MS Fenotipi Gosteren Suslarda Direng Genleri ve Gen Gruplari

iMLS,, fenotipinde MRSA (n= 89) MSSA (n= 22) Toplam (n=111)
saptanan direng genleri n (%) n (%) n (%)
ermAa. * 65 (73) 6 (27.2) 71 (63.9)
ermB o 0 0 0

ermC o 101.1) 4(18.1) 5(4.5)
msrA 0 0 0

msrB 0 0 0

ermA + ermB 1(1.1) 0 1(0.9)
ermA + ermC 6 (6.7) 1(4.5) 7 (6.3)
ermA + msrA + msrB 2(2.2) 0 2(1.8)
ermA + msrA 9 (10.1) 1(4.5) 10 (9)
cMLS, fenotipinde MRSA (n=12) MSSA (n=7) Toplam (n= 19)
saptanan direng genleri n (%) n (%) n (%)
ermA o 2(16.6) 0 2(10.5)
ermB o 1(8.3) 0 1(5.2)
ermC 0 0 0

msrA 0 0 0

msrB 0 0 0

ermA + ermB 2 (16.6) 0 2(10.5)
ermA + ermC 6 (50) 1(14.2) 7 (36.8)
MS fenotipinde MRSA (n=2) MSSA (n=3) Toplam (n=5)
saptanan direng genleri n (%) n (%) n (%)
ermA o 2 (100) 0 2 (40)
ermB 0 0 0

ermC 0 0 0

msrA 0 0 0

msrB 0 0 0

msrA + msrB 0 1(33.3) 1 (20)
msrA + msrB + ermA 0 1(33.3) 1 (20)
msrA + ermC + ermA 0 1(33.3) 1 (20)

* p< 0.05; a: Tek basina gen pozitifligi.

2'si arasinda %97 oraninda benzerlik oldugu saptanmistir. msrA pozitif 15 sustan
8'i arasinda %99 oraninda benzerlik oldugu, benzerlik olan suslarin ayni ay icinde
izole edildikleri belirlenmistir. msrB pozitif 4 sustan 2’si arasinda %95 oraninda ben-
zerlik oldugu, bu suglarin ayni ay icinde izole edildikleri saptanmistir. RAPD analizi
sonucunda, suslarin dagihmi yoniinden tek bir servis ve 6rnek tipi baskinligr tespit
edilmemistir.
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Sekil 2. ermA pozitif suslar arasinda OLP11 primeri ile yapilan RAPD analizinin PCR gortinttisti (M: 100 b¢’lik
molekiiler agirlik standardi; Hat 1, 3, 4-8, 10, 11, 13, 14, 17, 20, 21: ermA pozitif suslar).

TARTISMA

Makrolidler, diisiik yan etkiye sahip olmalari, genis spektrumlari, yiiksek doku ve serum
diizeyine ulagmalari ile stafilokok enfeksiyonlarinda alternatif tedavi secenegi olarak kul-
lanilan antibiyotiklerin basinda yer almaktadir. MLS, grubu antibiyotikler icinde yer alan
klindamisin, tolere edilebilirligi, maliyeti, oral yoldan kullanim avantaji ve yiiksek doku
konsantrasyonu nedeniyle MRSA ve MSSA kaynakli deri, yumusak doku ve kemik enfeksi-
yonlarinin tedavisinde siklikla kullaniimaktadir. Bunun yani sira indiklenebilir klindamisin
direnci ile iliskili tedavi basarisiziklari da bildirilmistir'2. MLS, direncinin sikhigi cografi
olarak veya farkli hasta gruplarinda ve farkli klinik 6rneklerden soyutlanan izolatlar ara-
sinda degiskenlik gstermektedir'>'4. Diinya genelinde indiiklenebilir klindamisin direng
prevalansi %3.6 ile %94 arasinda degismekte ve farkli cografi bolgelerde, iilkeden Ulkeye
ve hatta ayni Ulkede farkli bolgelerdeki hastane ve hasta gruplarinda farkliliklar goster-
mektedir'>'®. Juyal ve arkadaslarinin® yaptiklari galismada, MRSA izolatlarinda cMLS,,
iMLS,, MS ve duyarli fenotipler sirasiyla %29, %19.4, %38.7 ve %12.9; MSSA izolatla-
rinda ise sirasityla %12.5, %6.3, %24.5 ve %56.7 oraninda saptanmistir. Bu arastiricilar,
MRSA suslarinda en sik MS fenotipinin goruldigunu ve farkli cografi bolgelerde MLS,
direnc paterninin degisebilecegini belirtmislerdir®. Seifi ve arkadaslarinin'” calismasinda,
MRSA izolatlarinda en sik cMLS; fenotipi (%52.3), MSSA izolatlarinda ise en sik duyarl
fenotip (%73.9) tespit edilmistir. Otsuka ve arkadaslar' ise, iMLS, fenotipini MSSA izo-
latlarinda, MRSA kokenlerinden ¢ok daha yaygin bulduklarini bildirmisler; S.aureus susla-
rinda fenotipik MLS; direng insidansinin ilag kullanimina, enfeksiyon cesidine ve tlkelere
gore degisebilecegdini vurgulamiglardir. Ulkemizde Saribas ve arkadaslarinin'® yaptiklari
calismada, eritromisine direncli S.aureus suslarinin %56.2'sinin iIMLS,, %40.2'sinin cMLS,
fenotipi gosterdigi; eritromisine direncli koagulaz-negatif stafilokok (KNS) suslarinin ise
%41.4’4nun IMLS,, %34.5'inin cMLS, ve %24.1'inin MS fenotipi gosterdigi saptan-
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Sekil 3. ermA pozitif suslara ait OLP11 primeri ile yapilan RAPD analizi.
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migtir. Bu arastincilar, daha 6nce yaptiklan calismada en sik saptanan yapisal direng
fenotipinin, indiiklenebilir dirence degistigini belirlemisler; bunun nedeninin klindamisin
kullaniminin azalmasina bagli olabilecegini ifade etmislerdir'®. Colakoglu ve arkadaslan'?,
892 S.aureus susu ile indiiklenebilir klindamisin direng prevalansini arastirdiklar calisma-
da, suslarin 226'sin1 eritromisine direncli ve klindamisine duyarli olarak bulmuglar; eritro-
misine direncli bu suslar icerisinde iMLS, direng oranini %76.5 olarak saptamslardir. Bu
oran tum suslar icin %19.4 olarak belirlenmis; standart duyarhlik testleri ile indiiklenebilir
klindamisin direncinin yanhs duyarlilik verebilecegi, indiiklenebilir direncin D-test ile belir-
lenmesinin tedavinin etkili ve giivenilir olmasi acisindan énemli oldugu vurgulanmistir'>.
Calismamizda, klinik 6rneklerden izole edilen S.aureus suslarinda toplam olarak indikle-
nebilir klindamisin diren¢ prevalansi %27.5 olarak bulunmus; bu oran MRSA suslari icin
%156.3, MSSA suslari icin %8.9 olarak saptanmistir. MRSA suslarinda en sik indiiklenebilir
klindamisin direncinin saptanmasinin sebeplerinden birisinin, hastanemizde yatan hasta-
larda klindamisin kullaniminin kisith olmasina baglh olabilecegi dustiniImustar.

S.aureus izolatlarinda makrolid, linkozamid, streptogramin B direnci, eritromisin
ribozom metilasyon (erm) genleri tarafindan kodlanmaktadir. Bu hem yapisal hem de
induklenebilir 6zellikte olabilir. Dirence neden olan diger mekanizmalar arasinda, msrA
ve msrB tarafindan kodlanan aktif atim pompasi genleri de tanimlanmistir. Antibiyotigin
enzimatik inaktivasyonu yoluyla olusan diren¢ sadece yapisal olarak ana antibiyotige
benzeyen antibiyotiklere dirence sebep olmaktadir®. Stafilokoklarda makrolid, linkoza-
mid, streptogramin B grubu antibiyotiklere karsi direncin fenotipik ve genotipik olarak
tanimlanmasina yonelik arastirmalarda, hangi tip fenotipik direncten hangi gen ve gen
gruplarinin sorumlu oldugu belirlenmeye caligilmustir. Lina ve arkadaslarinin'® yaptiklari
calismada, MLS, grubu antibiyotiklerden en az bir tanesine direncli toplam 144 S.aureus
ve 150 KNS izolatinda ermA, ermB, ermC, msrA, msrB, linA/linA’, vga, vgb ve vat genle-
rinin varhgr arastinlmistir. Bu calismada, S.aureus suslarinda ermA, erm, ermC ve msrA
genlerinin bulunma sikhigr sirasiyla %63.2, %0.7, %25 ve %2.1 olarak saptanmis ve
S.aureus suslarinda en sik ermA geninin bulundugu belirtiimistir'®. Bir baska calismada
da, 212 MSSA ve 314 MRSA izolatinda ermA, ermC ve msrA genleri arastirilmig; toplam
129 sugta (17 MSSA, 112 MRSA) ermA geni tek basina ve en sik bulunan gen olarak
saptanmig ve MRSA ve MSSA izolatlarinda ermA ve ermC genlerinin MLS; direncindeki
énemi vurgulanmistir'®. Ulkemizde 2010 yilinda yapilan bir calismada, ermA, ermB, ermC
ve msrA genlerinin varligi arastinlmistir'®. Fenotipik profil ile birlikte degerlendirildiginde,
cMLS, fenotipine sahip izolatlarin %77.7 (35/45)'sinde ermA ve ermC genleri bir arada
saptanmis, ancak msrA geni hicbir izolatta tespit edilmemistir'®. Ulkemizde yapilmis
bagka bir calismada, eritromisine direncli 24 S.aureus ve 78 KNS izolatinda ermA, ermB
ve ermC genlerinin bulunma sikligi sirastyla %50, %8.3 ve %62.5 olarak belirlenmistir?®.
S.aureus suslarinda fenotipik olarak toplam bes izolatta MS fenotipi saptanmis olmasi-
na ragmen Ug izolatta msrA geni belirlenmis; suslarin %58.3’Uinde cMLS,, %20.8’inde
iMLS,; fenotipi gorilmistiir®®. Bu calismada, S.aureus suslarinda ermA ve ermC geni
birlikteligi %37.5 oraninda tespit edilmistir?®. Bizim calismamizda, iMLS,; fenotipi goste-
ren suslarin %81.9'unda ermA, %10.8’'inde ermC, %10.8'inde msrA, %1.8'inde msrB ve

MiKROBiYOLOJi BULTENi 11




Klinik Orneklerden izole Edilen Staphylococcus aureus Suslarinda Makrolid, Linkozamid
ve Streptogramin B Direncinin Fenotipik ve Genotipik Yontemlerle Arastiriimasi

%0.9'unda ermB; cMLS, fenotipi gosteren suslarin %57.9’unda ermA, %36.8'inde ermC
ve %15.8'inde ermB; MS fenotipi gosteren suslarin %80‘inde ermA, %75’'inde msrA,
%50'sinde msrB ve %25'inde ermC geni saptanmustir. ermA ve ermC genleri 14 izolatta;
ermA, ermC ve msrA genleri bir izolatta; ermA ve msrA genleri 11 izolatta; ermA, msrA ve
msrB genleri Ug¢ izolatta; ermA ve ermB genleri Ug¢ izolatta birlikte saptanmugtir. Fenotipik
ve genotipik sonuglar arasinda %77.7 oraninda uyum tespit edilmistir. Molekdler olarak
direng genlerinin arastirldigi pek ¢ok calismada birden fazla gen kombinasyonlar sap-
tanmis; en sik ermA ve ermC gen birlikteligi bildirilmistir'®2%2, Bizim calismamizda da
ermA ve ermC genleri %10.3 oraninda bir arada saptanmustir. Yapilan calismalarda en sik
rastlanan genin ermA oldugu bildirilmistir'%192122_ Bu calismalarla uyumlu olarak bizim
calismamizda da en sik ermA geni saptanmistir.

Calismamizda, 23 S.aureus izolati fenotipik olarak eritromisine direncli saptanmasi-
na ragmen, bu izolatlarda sorgulanan diren¢ genlerinden hicbirisi belirlenememistir.
Benzer sonuclar bu konuda yapilan diger calismalarda da bildirilmistir'®23, Bu izolat-
larda arastirilan genlerin disinda, makrolid direncine neden olabilecek ereA/B, vat gibi
genlerin bulunmasinin olasi olabilecegi distinilmustir. Calismamizda ayrica, klindami-
sine direncli, eritromisine duyarli olan bir MRSA susunda diren¢ genleri saptanmamis;
bu direncten linA geninin sorumlu olabilecegi dustnilmistir. Calismamizda D-testi
negatif olan MS fenotipindeki iki MRSA susunda tek basina ermA, iki MSSA susunda
ise msr genlerine ilaveten erm genleri de saptanmistir. Ulkemizde yapilan calismalarda,
MS fenotipi gosteren S.aureus suslarinda msr genlerine ilaveten erm genleri bir arada
bulunmamig; ancak MS fenotipi gosteren KNS izolatlarinda msr genlerine ilaveten erm
genleri bir arada saptanmistir?*25. Bizim calismamizda, S.aureus suslarinda msr genlerine
ilaveten erm genleri de bir arada saptanmistir. Bu durum D-test sinerji testi negatif olsa
bile bazi suglarda erm genlerinin olabilecegini gostermektedir. Direng genlerini tasiyan
bu suslarda gen ekspresyonunun hangi mekanizma ile gerceklestigi heniiz tam olarak
bilinmediginden, in vitro olarak duyarli gériinen suslar in vivo sartlarda direng gelistire-
bilmektedirler. Bu durumdan dolay: klindamisine duyarli g6ziiken suglarin neden oldugu
enfeksiyonlarda tedavi basarisizligi gorilebilmektedir.

Klonal benzerligin arastinldigi calismalarda suslar arasinda tek bir klonal tip hakimiyeti
saptanmamustir’. Bu calismalardaki sonuclara benzer sekilde, calismamizda da direng
genleri saptanan suglar arasinda tek bir klonal tipin hakimiyeti g6zlenmemistir.

S.aureus suslarinda makrolid direng fenotip ve genotiplerinin belirlenmesi, bu suslarin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek antibiyotiklerin secimi acisin-
dan ¢ok onemlidir. Stafilokoklarin neden oldudu enfeksiyonlarda 6nemli bir yeri olan
klindamisinin diren¢ durumu bildirilmeden 6nce MLS, direng fenotipi belirlenmelidir.
Standart antibiyotik duyarllik testleri ile iMLS, direnci gosteren stafilokok suslarinda
klindamisin icin yanls duyarli sonug verilebilecegi icin, D-test ile iMLS; direng variginin
arastirimasi deger tasimaktadir. Diren¢ mekanizmasinin bilinmesi, klindamisin ve diger
MLS, grubu antibiyotiklerin kullanilabilmesi agisindan énemlidir. Ayrica MLS; direncine
neden olan genetik temelin belirlenmesi ile, klinik ve epidemiyolojik olarak 6nemli veriler
elde edilecegi ve ileriye donuk calismalarda da yonlendirici olacagi kanisindayiz.
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