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Ozet: Bu galigmada, Klinik drneklerden izole edilen 35 adet metisiline direngli Staphviccoccus aureus {MRSA) susunun
ptazmit DNA profilleri ve farkll antibiyotiklere kargi duyarlihklar incefenmigtir. Biitiin MRSA suglarinin vankomisine duyar),
fakat  beta-laktamlar,  kinolonlar, aminoglikozitter,  makrolit,  Kkloramienikol,  piperasilin+tazobaktam  ve
trimetroprim+siifametoksazole direngli olduklari belilenmigtir. Agaroz jel elektroforez sonuglar biitiin suglann 13.868 bp
molekill agiriginda tek bir plazmit igerdigini ortaya koymustur. Bu ¢alismamin sonuglari, metisiline ve birgok antibiyotige
direnglt 8. aureus suglanmin neden oldudu infeksiyonlarin etkin tedavisinde glikopeptit grubu antibiyotiklerin tercih edilmesi
gerektigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: MRSA, Antibiyotik duyarlihg:, Plazmit profilleri.

Isolated from Clinical Specimens

Abstract: in the present study, plasmid DNA profiles and susceptibility to various antibiotics of a total 35 methicillin
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains isolated from clinical specimens were investigated. All MRSA strains
were susceptible to vancomyein, but it was determined they were resistant to beta-lactams, quinclones, aminoglycosides,
macrolid, chioramphenicol, piperacillin+tazobactam and trimetroprim+sulfamethoxazole. The agarose gel electrophoresis
results confirmed that all strains consisted of only one plasmid, molecular weight 13.868 bp. The results of this research
indicated that in the effective therapy of infections caused by S. aureus strains resistant to methicillin and multiple
antibiotics, glycopeptide antibiotics should be chosen.
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Giriy

Metisitine direngli Staphylococcus aureus {MRSA)
suglar dimyada ve (lkemizde &nemli bir nozokomiyal
infeksiyon etkenidir (Panlilio ve ark., 1892; Furuno ve ark.,
2005; Kumar ve ark., 2003). Amerika Birlesik Devleri ve
Avrupa'daki klinik raporlar, tanimlanan MRSA suslarinm
diger antibiyotiklere direnc kazanmasimin bu suslanin neden
oldugu infeksiyonlann tedavisini gUglestirdidini bildirmektedir
{Mitscher, 1999; Harbart ve ark., 2001; Viksveen, 2003:
Lodise ve ark., 2003). Tirkiye'de klinik oérneklerden izole
edilen S, awreus suglarnmnda metisilin direncinin % 23-71
arasinda degigtigi, ancak yodun bakim Unitelerinde bu
cranin % 68-90 arasinda oldugu belidiimektedir (Glundes ve
ark., 2000; Zer ve ark., 2001; Kantarciodlu ve YUcel, 2002;
Ozkalp ve Baybek, 2003; Aygin ve ark., 2004; Citak ve
Karagocuk, 2004; Yerer ve ark., 2007). Avrupa'da ise oran
Fintlandiya'da % 11.5, Irlanda, italya, Yunanistan ve
Ingiltere’de % 30 civarinda iken yogun bakim tnitelerinde %
B4'e kadar cgiktid) ifade ediimektedir (Kluyimans ve
Kluytmans, 2006; Ridenour ve ark., 2006; Humphreys, 2007).

MRSA’larin beta-laktamlar, makrolidier,
klindamisinler, aminoglikozitler ve kloramfenikol, gibi
antibiyotiklere direng kazandiklart tespit edilmistir
(Bozdodan ve ark., 2003: Ozkalp ve Baybek, 2003; Kaya
ve ark, 2007). Bu ylzden, MRSA'larin neden oldugu
infeksiyonfarin  tedavisinde  kullamlabilecek  antibiyotik
saytsinin azh@ dnemli bir sorun olusturmzkta ve ileriye
ybnelik olarak tehlike arz etmektedir (Harbart, 2001;
Vandenesch ve ark., 2003; Furuno ve ark., 2005). Ayrica,
hastalarda es zamanh olarak MRSA ve vankomisin direngli
enterokoklann (VRE) birlikte kolonize olmasi durumunda
vankomisin direngli S. aureus (VRSA) suslarninin gérilme
riskinin artacad) rapor edilmektedir (Bozdogan ve ark.,
2003; Tenover ve ark., 2004; Furuno ve ark., 2005).

Hastane infeksiyon etkeni mikroorganizmalar birgok
antibiyotige kargl direng geni tagiyan plazmitler
icermektedirler. Bu nedenle plazmit  profillerinin
belirlenmesi hem hastalik etkeni bakterilerin antibiyotiklere
karsi duyarihiklaninin  tespit edilmesi hem de tam
agisindan gok faydaldir (Neuwirth ve ark., 1998). Insan
patojeni S. aureuslarin plazmit profilleri ile ilgili yapilan
galigmalarda, antibiyotiklere direng gésteren suslann bir
ya da birden fazla ortak plazmit icerdikleri ancak bu
plazmitlerin her zaman bir arada bulunmadid belirlenmigtir
(Lyon ve ark., 1983; Tveten ve ark. 1991; Alli ve ark,,
2007). Ayn aragtirmactlar bazi direngli suslarin plazmit
icermediklerini de tespit etmislerdir. .

Bu galismada, Van ilindeki baz hastanelere gelen
hastalardan izole edilen metisiline direngli S. aureus
suglarinin antibiyotik duyarhliklarn ve plazmit profillerinin
belirlenmesi amaglanmigtir,

Materyal ve Y8ntem

Arastirmanin materyatini 2006-2007 yillan arasinda
Yiiziinell Yl Universitesi Tip Fakiltesi Arastirma
Hastanesi, Van Deviet Hastanesi, Etfal Cocuk Hastanesi
ve Ipek Yolu SSK hastanesine gelen hastalardan izole
edilen toplam 81 S. awreus susundan MRSA oldugu
belirlenen 35 adet sus olugturmaktadir. Belirlenen hastane
ve Kliniklere gelen hastalann kan, idrar, yara, bogdaz, burun
akintisi, kateter, vajinal akinti, dren sivisi ve eklem siviss
gibi farkll anatomik bolgelerinden steril ekUvyonlar ile
alinan kilttr drnekleri % 5’lik koyun kanl agar besi yerine
ekilerek 37 °C’de 18-24 saat geligtirildi. Koloni morfolojileri
uygun, Gram (+), katalaz ve koagtilaz testleri pozitif koklar
8. aureus olarak tanimlandi. Ayrica, S. auretis olarak
tanimlanan suglann diger biyokimyasal ve fizyolojik
ozellikleri de belirlendi (Lennette ve ark., 1985; Collins ve
ark., 1995). Bitun suslarin metisilin direnci % 4 NaCl
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igeren Mller-Hinton agarda 1 ug oksasilin (Oxoid) igeren
diskler kullamilarak 35 °C'de 24 saat gelistirildikten sonra
tespit edildi. Incelen suslarn 16 farkl antibiyotige
(vankomisin, siprofloksasin, sulbaktam+ampisilin, penisilin
G, amoksisilintklavulanik asit, ampisilin, netilmisin,
sefotaksim, kloramfenikol, seftazidim,
trimetroprim+stilfametoksazol, piperasilin+tazobaktam,
amikasin, gentamisin, eritromisin ve norfioksasin)
duyartliklan National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) M2-A6 énerileri dogrultusunda Kirby-
Bauer disk difluzyon y&ntemi kullamilarak belirlend
{Anonymous, 1996). Aynica, ¢aligmada kontrol amaciyla 2
adet referans (S. aureus ATTC 6538 ve S. aureus ATCC
25923) sus kullamildi. S. aureus suslarindan plazmit DNA
izolasyonu igin alkali liziz plazmit DNA izolasyon metodu
kullaniidi {Zhou ve ark., 1990). Izole edilen plazmitler
hazirianan % 0.8'lik agaroz jelde (Midicell® Primo Submarine
Gel Systemn, USA) 100 voltluk sabit akimda yaklagik 1.5-2
saat sOre ile yUrGtOldl. Plazmitlerin molekil agirhklarim
belilemek igin 1 kb DNA Ladder SM0311 (Fermentas)
melekiler marker kullamidi. Yurtme igleminin bitiminde jelin
fotografi UV transillaminatér (Cedex, France} atinda gekildi.

Buigular

Bu galigmada, S. aureus olarak tamimlanan toplam 81
sustan 46'sinin (% 56.7) metisiline duyarh ve 35inin (%
43.3) de metisiline direngli oldugu belidenmigtir, Aragtirma
kapsamina alinan 35 MRSA sugu en sik yara ve bodaz
drneklerinden izole edilmigtir (Cizelge 1). Yapilan antibiyotik
duyarilik testlerinde MRSA'lanin hig birinde vankomisine
direng saptanmazken, en y(iksek direng seftazidim (% 97.1),
ampisilin (% 88.8) ve penisilin G've (% 85.7) karg
belifenmigtir. Bununla birlikte, piperasilinttazobaktama %
62.8, amoksasilintklavulanik asit,
trimetroprim+siiifametoksazol, gentamisin ve
sllbaktam+ampisiline ise % 60 direng tespit edilmigtir.
Ayrica, sefotaksime % 57.1, siprofloksasine % 54.3,
netilmisin, amikasin ve norfloksasine kars! da % 45.7 direng
belirlenmigtir. MRSA'larin vankomisinden sonra en duyarl
oldugu antibiyotiklerin ise sirasiyla kloramfenikol (% 14.3)
ve eritromisin (% 20) cldugu gortilmagtur (Cizelge 2).

ATCC 2592:

Nt W v o Ul o o g o e O

Gizelge 1. S. aureus suglanimin izole edildigi dmekier,

Ornek MSSA MRSA Toplam
Yara 15 12 27
Bogaz 11 10 22
Eklem sivis) 4 2 6
Kan 3 2 5
Idrar 6 4 10
Burun akintist 2 1 3
Kateter 2 2 4
Dren sivisi 1 1 2
Vajinal akinti 2 1 3
Toplam 46 35 81

MSSA: Metisilin duyarh S, aureus,
MRSA: Melisilin direngli S. aureus.

C}iielge 2. MRSA suslarimin antibiyotiklere direng oranlari.

. MRSA (n=35)
Ant_iblyollkler Direng Orani (%)
Vankomisin 0.0
Siprokloksasin 54.3
Sulbaktam+ampisitin 60.0
Penisilin G 85.7
Amoksasilin+kiavulanik asit 60.0
Ampisilin 88.6
Netilmisin 45.7
Sefotaksim 57.1
Kloramfenikol 14.3
Seftazidim 9741
Trimetoprim+s(ilfametoksazol 60.0
Piperasilin+tazobaktam 62.8
Amikasin 45.7
Gentamisin 680.0
Eritromisin 20.0
Norflcksasin 45.7

Aragtirmada 35 MRSA susunun plazmit DNAlan
alkali liziz ydntemiyle izole edilmis ve % 0.8°1ik agaroz
jelde yUrdtiéimUsttr. Analiz sonuglarina gére, MRSA
suslarinin  hepsinde 13.868 bp'lik bir adet plazmitin
bulundugu tespit edilmigtir (Sekil 1).

METISILIN RESISTANTS. aureus (MRSA) SUSLARI

o Wi e

§ekil 1. MRSA susglanimin plazmit profilleri (ok plazmiti gdstermektedir).
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Tartigma ve Sonug

§. aureus toplum ve hastane ortamindan kdkenlenen
onemli bir insan patojenidir. Son yillarda, dinyada ve
Olkemizde MRSA'arin neden oldugu infeksiyonlarda sirekli
bir artis oldugu bildirilmektedir (Panliic ve ark., 1992,
Ozkalp ve Baybek, 2003; Lodise ve ark., 2003; Vandenasch
ve ark., 2003; Celen ve ark., 2005; Yetkin ve ark., 2008;
Yerer ve ark., 2007; Humphreys, 2007). Ozellikie
hastanelerin yogun bakim unitelerinde MRSA infeksiyonlari
daha Ust siralara ylkselme egilimindedir. Bu galismada,
izocle edilen 8. aureus suglannin % 43.3'Unde metisilin
direncliligi  saptandi. Bu oran (lkemizdeki diger
arastirmacilarin belirlemis olduklar degerlerle uyumludur.

Hastane infeksiyonlaninda o&nemli bir vyerl olan
MRSA'larin dider beta-laktamlara karsi direngli oldugu kabul
ediimekiedir (Koksal, 1892; Citak ve Karagocuk, 2004).
Konuyla ilgili yapilan bir ¢ok ¢alisma beta-laktam halkasi
igeren antibiyotiklere karg! yilksek (% 24-100) oranda direng
geligtigini dogrulamaktadir (Ozkalp ve Baybek, 2003; Gul ve
ark., 2004, Yetkin ve ark., 2008; Kaya ve ark, 2007).
Galismamizda, MRSA'lanin sulbaktam+ampisiline % 60,
penisilin G'ye % 85.7, amoksasilin+kiavulanik asite % 60 ve
ampisiline % 88.6 direngli oldugu bulunurken, en yiiksek
direng sefalosporin tirevi olan seftazidime (% 97.1) karsi
saptanmigtir. Diger sefalosporin tlrevi sefotaksime karsi ise
% 57.1 direng belirfenmigtir. Aynica, tanimlanan MRSA'larin
kinclon tarevi antibiyotiklerden siprofloksasine % 54.3 ve
norfloksasine % 45.7 diregli oldugu da tespit edilmistir.

Aminoglikozitler daha gok gram negatif bakterilere karg
etkili olmakla birlikte stafilokoklara karsi da etkili olduklar
bildiriimektedir (Akahin, 1294; Citak ve Karagocuk, 2004). Bu
grup antibiyotikler vankomisin ile kombine olarak
kullamimaktadir (Akalin, 1984). Baz galismalar S. aureus
suglarinda aminoglikozitlere kargi yiksek oranda direng
oldugunu gostermektedir (Namiduru ve Karaaglan, 2003,
Citak ve Karagocuk, 2004). Aragtirmamizda aminoglikozit
tirevi antibiyotiklerden gentamisine %. 60, amikazin ve
netimisine % 45.7 direng belirlenmistir. Dider taraftan, biitin
MRSA'larda trimetoprim+silfametoksazol (% 60.0) ve
piperasilin+tazobaktam (% 62.8) antibiyotiklerine yiksek
direng saptanmigtir, Bu galigmadan elde edilen sonuglar
konuyla ilgili yapilan diger calismalarla paralellik arz
etmektedir (Namiduru ve Karaoglan, 2003; Citak ve
Karagocuk, 2004).

Aragtirmada  incelenen  MRSA'larin  hi¢  birinde
vankomisine kargl direng belidenmezken, suslann en
duyarl olduklari diger antibiyotiklerin kloramfenikol (% 14.3)
ve eritromisin (% 20) oldugu tespit edilmistir. Tirkiye'de
yapilan benzer caligmalarda da MRSA suslarinda
vankomisin direncine rastlanmadidi rapor edilmektedir
{Azap ve ark., 2003; Namiduru ve Karaoglan, 2003; Ozkalp
ve Baybek, 2003; GUI ve ark., 2004; Citak ve Karagocuk,
2004; Kaya ve ark., 2007). Ancak, Avrupa ve Amerika'da
vankemisine direngli MRSA  suslan  izole edilmigtir
(Anonymous, 2002; Bozdodan ve ark., 2003). ABD'de
yapllan bazt aragtirmalarda, MRSA suglarinin izole edildigi
hastalarda ayni anda VRSA ve VRE infeksiyonu
belirlenmisgtir (Tenover ve ark., 2004; Furuno ve ark., 2005).
Difler taraftan, lran'da da bir arastrma hastanesinden
VRSA varlidn rapor edilmigtir (Emaneini ve ark., 2007).
Hendz Olkemizde vankomisine direngli MRSA suslarina
rastlanmarnas! bu suglarm neden oldudu infeksiyonlarin
tedavisi igin gok Snemlidir.

Plazmit profil analizi hastane kékenli bakteri suglarinin
epidemiyolojik durumlannt belirlemek agisindan anlamiidir

!

(Tveten ve ark., 1991). Lyon ve ark. (1983) 152 S. aureus
sugu Ozerinde yaptiklar calismada, suglann molekl
agwrliklan birbirine yakin g farkll plazmit igerdigini tespit
etmiglerdir. Aragtirmacilar bazi suglarin (g plazmiti birlikte
bulundurmalarina kargin, suglann gogunda bu Gg
plazmitten bir ya da ikisine rasttanildigim belirlemislerdir.
Tveten ve ark. (1991) S. auwreus'lar tzerinde yaptd
caligmada, incelenen suglarin % 8&inin tek bir plazmit
igerdidini ve ayni plazmitin infeksiyon yapan ve yapmayan
suglann % 50.6'stnda ortak oldudunu tespit etmislerdir,

Ayni caligmada plazmit profil  analizinin  bir gok
epidemiyolojik arastirmada kullaniimasina karsin, 8.
aurgus’larda  kullanimasimin - uygun  olmadi§y  ifade
edilmistir. Al ve ark. (2007} Ingittere’'nin farkl

bélgelerinden tanimlanan 15 adet S. aureus’un plazmit
igeriklerini incelemigler ve farkll antibiyotiklere direnglilik
gosteren suglanin ayni melekdl agirhdina sahip plazmitleri
tagidiklanini, ayrica ayni antibiyotie direngli suslarda
farkl molekitl adirhidina sahip plazmitlerin varligin tespit
etmislerdir,

Ulkernizde yapilan bir galsmada 133 S. aureus
sugunun molekll agirhg 19.329 ve 7.743 bp arasinda
degigen bir veya birden fazla plazmit saptanirken, baz
suglann plazmit icermedigi belirlenmigtir. Ayni ¢alismada,
birden fazla plazmit igeren suslarin highir antiblyotige
direngli olmadidi, buna karsin plazmit icermeyen susglarin
ise bir veya birden fazla antibiyotife direngli oldugu tespit
edilmigtir (Arslan ve ark., 2004). Bizim g¢alismamizda,
bltin suslarin 13.868 bp molekil adiriidina sahip tek bir
plazmit igerdi§i saptanmistir. Ancak, birgok antibiyotije
kars: direngli olan ve olmayan MRSA suslannin tek bir
plazmit igermesinin  antibiyotiklere kargi  direnclilikte
plazmit sayisinin dnemli clmadidini gostermistir. Bizim
sonuglarmiz  yapilan  dier ¢aligmalarla  paralellik
gbstermektedir (Lyon ve ark., 1983; Tveten ve ark., 1991;
Matthews ve ark., 1994; Arslan ve ark., 2004; Alli ve ark.,
2007). Diger taraftan, plazmit igermeyen suslann birgok
antibiyotije direngli olmasi ise bu antibiyotiklere kars
direng genlerinin genom (zerinde bulunmasina bagl)
olabilir,

Dunyada ve Ulkemizde 6nemli bir nozokomiyal
infeksiyon etkeni olan MRSA'larin  sebep oldudu
infeksiyonlarin tedavisinde yaygin ve bilingsiz antibiyotik
kullanimi giderek artan antibiyotik direngliligine neden
olmaktadir. Bu arastwmadan elde edilen sonuglar,
metisilin direngli S. aureus suglarinda birgok antibiyotige
kargi y(lksek oranda direng saptanmasina karsin, suglarin
hig birinde vankomisin direncliligi tespit edilmemigtir. Bu
durum, MRSA infeksiyonlarinin tedavisinde tek secenegin
glikopeptit grubu antibiyotikler oldugunu gdstermektedir.
Ancak, MRSA infeksiyonlarinin tedavisi séz konusu
oldugunda  antibiyotik segimi  antibiyotik  duyarlilik
testlerine gbre yapiimal, eder sonug alinamaz ise
vankomisin tercih edilmelidir.
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