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GIRIS VE AMAC

Sir Alexander FLEMING ' 1928 yitinda Staphylococcus ' lara etkili oldugunu
gozledigi Penisitin'i kesfeimesi ile infeksiyon hastahklanmin tedavisinde yeni bir donem
agilmistr. Bulunan bu ifk antibiyotifin klinik kullantma girmesi ile 6zeflikle 1940 i yillarda
Penisilie hayat kurtanci mucize ilag olarak ortaya gikaughr. Bu yillarda Staphylococeusiann
Penisilin' e gok duyarh olduklar tesbit edilnugtir. Minimal inhibitory concentration (MIC):
1-10 ng/ml. Ancak Penisilinin kiinik kullamma girmesinden kisa bir sire sonra
Staphyiococcus 'larda Penisilin direnci tesbit edilmis (MIC: 100 mcg/ml) ve bu direng inzla
yayimsur. Bugiin bu bakterilerin % 85 * den fazlasi Penisilin * e direnglidirler. Direncin
sebeplerinden en énemlist Penusilin ' i pargalayan Beta laktamaz enzimidir. S.aureus ' da
Penisilin direncinin hizla vayilmasinda kuskusuz beta laktamaz enzim sentezini saglayan
genin bityiik 6nemi vardir. Bu gen bir plazmid iizerinde tasinmakta ve horizontal olarak ¢ok
hizla yayilebilmektedir (1 ).

Bilim S.aureus ' un bu meydan okumasma 1960 yiinda Beta laktamaza dayanklt
Penisilinlerin keshi ile cevap vermigtir Metisilin , Nafsilin , Oksasilin gibi Beta laktamaza
direngli antibiyotiklerin kesfi ile bu baktenlerin neden olduéu hastaliklann kontroli bir siire
mimkiin olmus , ancak 1961 yiinda Beta faktamaz enzimi lretmenin diginda yenmi bir
mekamzma ile basta Metisiin ve Oksasilin olinak {izere biitin Beta laktam antibiyotiklere
dirench olabilen suglar saptannug ve bunlar Metisilin 'e rezistan S.aureus {MRSA) clarak
tanumlanmustir. Once Avirupa'da ; sonra ABD , Avustralya gibi iilkelerde MRSA ' ya bagl
infeksiyonlar ; gerck hastane salgmlan seklinde |, gerekse endemik sekilde gorilmeye
baglanmugur (2). Baslangigta biiylik efiitim hastanelennin nazokommyal patojem olarak
beliren MRSA , hastaneler arasi hasta naklinin yaygin oldufu ginimizde yalnizca
hastanelerde sorun ohnakla kalmayip , hastane digt infeksiyonlardan da sorumlu olabilecek
duruma gelmistir (3). Baglangigta tami ve tedavideki giiglakler nedeni ile MRSA tim
diinyada énemli bir problem haline gelmistir. Tirkiye 'de yapian galismalarda Metisilin

direncinin  koagilaz pozitif Staphylococcuslar igindeki oram % 18-48 arasmda




degismektedir (4). MRSA suglan sadece Metisiin ‘e degit , peneri grubu antibiyotikler de
dahil olmak dzere , tiwe Beta laktam antbiyotiklere direnghidirler. Bu suslann klinik
mikrobiyoioji laboratwvarlannda saptanmalart bu sebeple ayrt bir énem tasimakiadir. MRSA
suglariun  duyarli  olarak rapor edilmesi &zellikle sepsis ve endokardit gibi ciddi
infeksiyonlarda hastamn hayatina mal olabilen basarisizhiklara yol agmaktadir ( 1,5).

Bu c¢aligmada MRSA suslaruun tamsinda " National Commirtee for Clinical
laboratory Siandards " kurallan dahilinde uygulanan disk diffiizyon , agar tarama , agar
diiisyon yontemlerinin dzgiillik ve duyarbbkianm Polimeraz Zincir Reakstyonu (PZR)
yontemine gore karglagirmak Metisilin'e direngli suglann kesin olarak saptanmasinda
yonteminin énemini oriaya koymak ve bu ydntemler kullamlarak Malatya bolgesinde farkl

ortamlarda MRSA suslanmn yayginligint belirlemek amaglanimstir,



aktivite posterebilir Aynica lokal schwartzman ofayma neden olur ve kompleman: aktive
eder.

3.Protein A: Mikroorganizmanin yiizeyuu kaplayan bu protein ; kovalan baglar ile
peptidoglikan tabakasina ve unmiinoglobitlinlerden IgG'min Fc reseptér pargasina ozel ilgi
duyarak baglanabiimektedir.

4. Teitkoik asit: Teikotk asit bir tarafian peptidoglikan tabakasina difier taraftan
sitoplazmik membrana baglanan kompleks fosfat igceren bir polisakkarittir. Teikoik asit zayif
bir imminojendir.Peptidoglikana baglandid takdirde spesifik antikor cevabi stmiile
edebilir.

5.Sitoplazmik membran: Sitoplazmik membranin protemn | lipid , karbonhidrattan
olusan kompleks bir yapisi vardir. Hiicre igin ozmotik bir banyer ; seliiler , biyosentetik ve
respiratuvar enzanler i¢m bir tutunma yeridir ( 7).

STAPHYLOCOCCUS AUREUS * UN VIRULANSINDA ETKILI ENZIiM VE

TOKSINLER :

A-TOKSINLER:

1. Hemolizinler: Alfa toksin , Beta toksin , Delta wksin ve Gamma toksin olmak
tizere dort sitohtik ve membran hasarlayici toksin meydana getirirler. Bu sitotoksinler etrafia
bulunan , zarar gémiig dokulardan salinan Lizozomal enzimlerle birlikte notrofilleri eritirler
(6-8).

a-Alfa toksin: Bu toksin eritrosit , Iokosit , hepatosit, trombosit , insan diploid
fibroblastlart , Hela hiicrelert gib: birgok hiicre igin sitotokstktir. Toksin ayni zamanda kan
damarlanindaki diiz kaslan da hasarlandinr. Degisik canlilann eritrositleri alfa toksine farkh
duyarliik gostenrler. Tavsan eritrositleri alfa toksine insan eritrositlerinden yiiz defa daha
fazia duyarhidir. Alfa toksin protein yapisinda olup, etki mekanizmasi kesin olarak
bilinmemektedir. Bununia beraber, toksinin hiicre membranmm biitiinligini bozdugu
diginilmektedir. Alfa toksinin S.aureus hastaliklannda doku hasaninin 6nemli mediatoris

oldugut gériisii hakimdir.



b-Bew 1oksin: Bu toksin termolabil bir protein olup; eritrositler, 16kositler ve
makrofajlar igin toksik erii gostertr. Katalaz enzimi ile birlikte duyarls hiicrelerin membran
fosfoliprdleriu hidrolize ederek etki eden bu toksin ; alfa toksin ile birlikie, karakteristik abse
olusumunda doku hasarindan sorumlu tutulmaktadsr,

c-Delta toksin:Termostabit, biyiik, heterojen bir protein olan toksinin genis
spektrurnlu sitolitik aktivizesi vardir. Etki mekanizmasinin; hiicre zaninin hasarinda deterjan
benzeri etki ile olugtuduna inamilmaktadir.

d-Gamma toksin: Insan tenfoblastik hiicrelerini ve insan , tavsan eritrositlerini eritme
yelenedmde olan bir toksindir.

2-Lokasidin :© F ve S olmak lzere iki komponenti bulunan bu toksinin, iki
kemponenti bir arada iken , idkesit hiicre membranini hasarlandirmada ve permeabilitesini
artwmada fonksiyonu vardir (8).

3-Eksfoliatif toksin : Bu: toksine epidermolitik toksin de denilmektedir. Antijenik ve
biyolojik dzellikderi bakunindan en az iki cesittir: Eksfoliatin A ; bakteride kromozomal bir
gen tarafindan olugturulan termostabil ve EDTA ile inaktive olan bir toksindir. Eksfoliatin B
ise ; bir plazmid tacafindan olusturulan termolabil ve EDTA ' ya direngli bir toksindir.
Eksfohatif toksin  Stafilokoksik  haglanamg  deri  sendromunun  olusmasindan
sorumludur. Toksinmn etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (6,8).

#-Toksik sok sendrom toksin 1 (TSST-1): Pirojenik toksin C veya Enterotoksin F
olarak da bilinen bu toksin , birgok Staphylococcus aureus susu tarafindan uretilir.insanda
ates, sok ve deskuamatif deri dokiintillerine neden olur.

S-Enterotoksinler: Yedi ayn Staphylococcus aureus enterotoksini vardir- A B, Cy,
Cy. D, E, F. Bunlar mide ve duodenumda enzimatik hidrolize ve 100 © C ‘de 30 dakika
sureyle 1sitmaya dayamihdiriar. Entero_toksin A sikhkla , C ve D genellikle kontamine siit
trinleri ile besin zehirlenmesi yaparlar. Enterotoksin B ise S.aureus ' un sebep oldugu
pseudomembrandz en;erokolit 'den sorumludur. Toksinin aktivitesinin mekanizmas

bilinmemektedir. Uretimi gogunlukia kromozomal genler tarafindan kontrol edilir , ancak



areunin regulasyonunu saglayan protein plazmid kaynakh olabilir (6-8).

B-ENZIMIER:

/- Koagitlaz: S.aureus tirleri bagh wve serbest koagilaz olmak iizere iki ayrti
koagiilaz meydana getirirler. Bagh koagiilaz fibrinojeni dogrudan fibrin haline degistinir ve
Staphylococcus  aureus' lann kime yapmatarma sebep olur. Serbest koagiilaz ise ayni
sonuca ; serumda bulunan * Coagulase reacting factor * yardimmyla ulagir. Koagiilaz;
Staphylococcus  aureus  abselerinin gevresinde  fibrin  tabakas: olugturarak,
mikroorganizmasnun fagositozdan korunmasm saglar(6).

2—Hya!i:’ru)1idaz . Hyaliironik asidi hidrolize ederek Staphylococcus aureus ' un
dokulara kolayca yayilmasim saglar.

3-Katalaz: Hidrojen peroksiti , su ve oksijene kataliz ederek, mikroorganizmay
hidrojen peroksitin toksik etkisinden korur.

4-Fibrinolizin : Stafilokinaz olarak da bilinir.Fibrini eriterek bakterinin yayilmasini
kolaylagturtr,

J-Lipaclar: Lipidleri hidrolize eden bu enzim ; Staphylococcus aureus 'un kiitandz
dokulara girmesini saglayarak ; fronkiil , karbonkiil , biil olusumuna sebep olur.

6-Niikleaz: Termostabildir. DNA ' yi parcalayarak cerahatin akiskan hale gelmesini
sadlar.

7-Beta laktamaz : Beta laktam halkasmin hidroksi! grubunu  pargalayan bir

enzimdir{7).



‘Tablo 1 : Klinik olarzk 6nem tagiyan Staphylococcus tiirlerinin ayinc 6zellikleri ( 8 ).

S.aureus S.epidermidis | S.saprophyticus

Pigment San-portakal - - k¥
Plazma koagiilaz enzimi + - -
Kimelenme Faktori + - -
Mannritolden Asit + - ik
Trehalozdan Asit + ' - +
Novobioesine Buyachhk (5 meg)* | Duvgrh Duyarlt Direncli

Table 1 ile ilgili aciklamalar:

* : 16 mm ' ye esit veya daha kiigiik ¢aph inhibisyon zonu novobiosine direnci

gosterir .
*x : Bazi suslar agik san pigmentlidir.

**#%  : Suglarin % 11-89 ° unda pozitifdir.

STAPHYLOCOCCUS AUREUS'A BAGLI OLARAK OLUSAN
HASTALIKIAR :

L.Deri ve Mukoza infeksiyonlart: Normal deri ve mukoza florasinda bulunan veya
dig kaynaklardan gelen mikroorganizma , ter bezlerinin agizlanindan , kil follikillerinden ya
da kestk , siyrik gibt travmatik yollarla deri igine girerek; deri ve mukoza infeksiyoniarini
olusturur. Boyle gelisen infekstyonlar genellikle fronkiil veya lokalize abse formundadirlar.
Bu tip infeksiyonlarda mikroorganizma irin olusturur. Plazma koagiilazlan sayesinde hem
kendi hiicrelerinin etrafinda olugan fibrin 6rtisit ile fagositozdan korunurlar ve hem de
bulunduklan boglufun etrafini fibrin duvan ile gevreleyerek , cevresel faktorlerden
korunurlar. Abse, fronkiil, sikoz, blefarit, panaris, hidroadenit , karbonkiil hordeolum gibi

infeksiyonlar bu mekanizma ile olusur. Mukozalar yolu ile organizmaya giren



mikroorganizma da  lokalize abse veya yaygin iltthaplanmalara  yol agabalir.
Mikroorganizmay cevreleyen fibrin engelinin zedelenmest |, mikroorganizmanin perifere
yayima egilim! le sonuglanir, Lokal invazyonlar sonucunda , den ve deri alti dokusu arasma
yayilarak flegmon , billoz impetigo ve yeni doganiann pemphigusu gibi infeksiyonlan
olugtururlar. Dogum kliniklerinde , yeni do@anlarda , deri lezyonlan salgin halinde ortaya
cikabilir (6,7).

2. Yaygn deri dokiintiilii S.anreus infeksiyonlar: Bu grupta S.aureus ' un lokalize
infeksiyonlan ile seyreden iki tablo yer alir (6-8).

a) S.aureus’a bagh haglanms deri sendromu: Genelhkle yemdogan bebekderde
gorilen bu sendrom; S.aureus un epidermolitik toksinine bagh olarak gelisir. Perioral
lokalizasyon ile baslayan eritem , birkag gin i¢inde tim vicuda yayihr. Mortalite orant
disuktir.

b) Toksik sok sendromu: Lokal ¢oZalan S.aureus ' un in vivo clusturdugu toksik sok
sendromu toksini sebebi ile geligir. Klinik tabloya yiiksek ate§ , hipotansiyon , diyare , deride
Jeneralize eriient , mental bulamiklik bulgulan ile renal yetmezlik hakimdir. Hastalik sikhikla
vaginal hiperabsorbsiyonlu tampon kuflanan menstruasyon donemindeki kadinlarda gériiliir
(6,7).

3.8epsis ve endokarditler: S.aureus bakteriyemisi akut endokardit ile sonucianabilir.
Bu valviiler disfonksiyonun da baglangicidur.

4. S.aurcus sebebi ile gelisen sistem ve organ infeksivonlare:

@) S.aurcus'a bagl olarak gelisen pnomoni: Bakteriyemi ile veya solunum yolundan
aspirasyon ile akcierlere yerlesen S.aureus sebebi ile gelisir Gems abse formasyonlan ile
mikroorganizmanmn periferik organlara yayilmast stk komplikasyoniandir.

b)Diger organ ve sistem lokalizasyonlars ile: Perikardit, plevra ampiyemi,
osteomiyelit , periostit , septik artrit , bursit , tromboflebit , menenijit , siniizit , otitis media .

{irner sistem infeksiyonlan | prostatir, perinefrik abse gibi infeksiyonlar gorilebilir.



5.Bzsin zehirienmeleri ve enieritler: S.avreus ' un olusturdugu enterotoksinler

sebebs ile olugan gastrowntestinal sistem infeksiyonudur(6,7).

S.AUREUS ' DA DIRENC MEKANIZMALARI :

Lilacmn bakteride hedef aldigit molekitling degismesi @ Bu tiir direng gelisimi
dzellikle Beta laktam antibiyotiklere karg: goriiliir. Omegin; PBP 2a' da olusan kromozomal
degiziklik Metisili'ne direng gelisimine neden olur. Makrolid, Linkozamid , ve Streptogramin
B { MLS ) direnct de en sik bu tiir mekanizma ile olugmaktadir. MLS antibiyotiklerine
direncli suslarda 23s riRNA' y1 metile eden bir enzim sentezlenmektedir. Bunun sonucunda
ribozomda konformasyenel bir degisiklik olugmakta ve ilacin ribozomal RNA'ya badlanmast
azalmaktadir. “Erythromycin resistance methylase” ( erm ) genleri ile yapilan ¢aligmalar en
az sekiz direng determnant sinufi olduZunu gostermistir.S aureus'da erm A |, erm B ve erm O
genlen vardr (9).

2.0lacin bakteri hiteresine giriginin engellenmesi : Tetrasiklin ve aminoglikozid'lere
direng kazanlmasinda oOnemli bir mekanizmadir. Aminoglikozid'lere direngte bu
antibiyotiklen modifive eden enzimler en onemli roli oynarlar. Etkiled az miktardaki
antibiyotifii modifiye ederek Aminoglikozid transport sistemini bloke etmek geklinde
belirdifinden bu enzimlerie kazanilan direng bu grupta incelenir. Aminoglikozid'leri
modifive eden enzimler asetiltransferaz ( AAC ) , fosfotransferaz (APH) ve nuk]éotidil
transfecaz (AAD) enzimleridir (9).

3.Bakterinin ilact inaktive eden enzimler sentez etmesi @ Beta laktam antibiyotiklere
direng gelismesinde Staphylococcus suslanmn olusturdugu Beta laktamaz enzimleri 6nemii
rol oynar. Beta laktamaz enzimleri Penisilinaz , Sefalosporinaz veya her iki grup Beta
laktam antibiyotifi inaktive eden genis spektrumlu Beta laktamaz enzimler olabilir.
Kloramfenikol , bakteride ribozomlann 50 s alt birimine baglanarak protein sentezini inhibe
etmekiedir .Bakteride direng Kloramfenikol'in 3 ve 1 hidroksil gruplarin: asetile eden

Kloramfenikol asetiftransferaz (CAT) enziminin sentezlenmesi sonucu olugmaktadir(9).



F Direngli metabolik yollarm geligtivilmesi : Bu tip direng mekanizmas: Sulfonamid
ve Trimetoprim direncinde onemhidir . Bakterinin Sulfonamid'lerin digiik affinite gosterdiiy
degigtk  bir Dihidrofolat rediktaz enzimi (DHPS) sentezlemesi en sk gozlenen
mekanizmadic Trimetoprim'e kargt kazamilan direngte en sik gozlenen mekanizma | plazmid
veya transpozonlarda bulunan genler tarafindan yeni, Tnmetoprim'e direngli bir Dihidiofolat
reduktaz (DHFR) enzimi sentezlenmesidir(9).

Staphylococcus'larda  antibiyotik  direnci, birgok diger bakteride oldugu gibi
kromozom, plazmid veya transpozondaki genlerle saglanmaktadir. Plazmid kontroliindek
direng dedigik generik olaylarla bakteriden bakteriye gegebildii , aynca ¢ok defa yuksek
konsantrasyonda ilaca direng sagladigr igin daha énemlidir. Transpozonlarda taginan direng
genlen ise bu genetik elemanin 6zeiligi nedeni ile bakteri kromozomu , faj genomu veya bir
bagka transpozona aktarilabilir .S.aureus suglarinda gesitli antibakteriyel maddelere direncin

genetik yénleri Tablo 2 de gésterilmistir ( 9 ).

Tablo 2 : S.aureus'un antimikrobiyal direng genleri .

GEN DIRENC DIRENC MEKANIZMASI LOKALIZASYON ]
aacA-aphD  [Gm Tm Km AAC(6"YAPH(2") PP O iTe
aadA Sm Sp AAD (3") (9) P
aadE Sm AAD (6") P L
aadD Nm Km Pm Tm Ak |AAD (4") (4 ") 3
aphA Nim Km APH (3" 1 P, C, (Tn?)
aphC Sin APH(3") P
asa Asa Efflux PLCPITaY ~
asi - ant Asi Sb - P iin
bis Bi - P A
bla Fe Beta laktamaz C, (Tn?)
blaZ (pen P) |Pc Beta laktamaz PG PP 5Th
cadA Cd Zn Efflux P.C.P
cadB Cd Zn Iyon baglanmast P
cadC Cd Efflux C,(PD)
cat Cm CAT P

10



it

r ditA Tp DHFR duasiik affinite P, (Tn?)

dirB Tp DHER fazla uretuni C

erma MLS (Em) rRNA metilasyon C::Tn

ermB MLS {(Em) rRNA metilasyon P Ta

ermC MLS (Em) rRNA metilasyon P

fusA Ta G faktdr azalmes aktivites: (7) C

fusB3 Fa Permeabilite azahmast P

lea Ph - P,.C::p

mec Mc PBP'de affinite azalmasi C..Tn

mer A Hg Mercuric reductase P, C::P, (Tn?)
mer B Om Organomercunal lyase P.C: P, (Tn?)
nov Nv DNA gyrase azalmus affintesi (7) | C

qacA Ac Eb Qa Pi Dd Efflux : P

gacB AcEbQa Efflux (?) P

qacC EbQa - Efflux P |
nf Rf RNA polimeraz azalmig affinitesi {C

sga SeA Streptogramin o-acetyltransferase |P, C

sab SaRB Streptogramin hydrolase P

spc Sp AAD (9) C::Tn

strA Sm Ribozomal Degisim C

strB Sm - C

sulA Su p-amino benzoik asit C

sulB Su DHPS azalmis affinitesi P

tet Tc Efflux (7) P,C::P

tmn Tc Mn Efflux (7) C

Tublo 2 ile ilgiki agiklamalar:

L Amtimikrobiyal qjanlar: Ac; Acnflavine, Ak; Amikacin, Asa; Arsenate, Asi;

Arsenite, Bi; Bismuth, Cd; Cadmium, Cm; Chloramphenicol, Dd; Diamidinodiphenylamine

dihydrochloride, Eb; Ethidium bromide, Em; Erythromycin, Fa; Fusidic acid, Gm;

Gentamicin, Hg;Civa, Km; Kanamycin, Mc; Methicillin, MLS; Macrolidler Linkosamidler

Streptogramin B, Mn; Minocycline, Nm; Neomycin, Nv; Nnovobiocin, Om; Organik civa

bilegikleri, Pb; Kursun, Pc; Penicillin , Pi; Propamidine isethionate , Pm; Paramomyecin, Qa;
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Quaterner amonyum bilesikler, R, Rifampin, Sb; Antimon, Sg A; Streptogramin A, Sg B;
Streptogramin B, Sm; Streptomycin, Sp; Spectinomycin, Su; Sulfonamidler, Tc;
Tetracycline, Tm; Tobramyein, Tp, Trimetoprim, Zn; Cinko ' nun kisaltmaiaridar .

2.Gen Iokolizasyontarr: C, Kromozom, P; Plazmid, Tn:;Transpozon, C:P;
Kromozoma integre plazmid, C::Tn; Kromozoma integre transpozon, P:'Tn; Plazmide
mtegre transpozon 'u ifade etmektedir.

STAPHYLOCOCCUS AUREUS'BA METISILIN DIRENC
MEKANIZMALARI

LINTRINSIK METISILIN DIRENCI:

Intrinsik Metisilin diresci; S.aureus ' da Metisilin direncinin en ¢ok arastinimis , en
iyi belirlenmis olarudir. Bu tip direng gosteren suglara MRSA suglart denmektedir MRSA
suglanndaki direncin sebebi ; bu bakterilerin normal Penisilin baglayan protemnlerden ( PBP )
farkli olarak Beta laktam antibiyotiklere daha digiik affinitesi olan PBP 2a veya PBP 2'
denilen PBP * leni olusturmasidir (5 ). PBP' fer S.aureus ' un hiicre membraminda bulunan ,
baktende penisilin etkisinin primer hedefleridirler.Bu proteinler ayni zamanda hiicre duvar
sentez1 swrasinda peptidoglikan polimerlerinin ¢apraz baglanma reaksiyonunu katalizleyen
enzimlerdir. Beta laktam antibiyotikler PBP ' lerin akiif kisimlanna kovalan baglarla
baglamirlar ve boylece hiicre duvan sentezini inhibe ederler. PBP 2a yiiksek antibiyotik
yogunlufunda muhtemelen bakterideki diger PRP * lerin fonksiyonunu da tistlenmektedir;
akst takdirde normal PBP 'in fonksiyon eksikligi nedeni ile bakterinin 6limi s6z konusu
olacaktr. MRSA sugu , Beta laktam antibiyotik ile kargdastigi zaman ; diZer tiim PBP 'ler
anubiyotik tarafindan bloke edilir , ancak PBP Za dugtik affinite sebebi ile Beta iaktam
antibiyoti3i baglamaz ve tim fonksiyonlan iizerine alarak , bakten duvar sentezini devam
ettirir Ortamda Beta laktam antibiyotik olsun veya olmasin PBP 2a sentezlenir, ancak
ortamda Beta laktam antibiyotik yok ise fonksiyon gostermez. PBP 2a mikian ile bakterinin

Metisilin'e direng diizeyi arasinda bir iligki yoktur (10).
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PBP 2a Metisilin'e direngh tim S aureus ' larda gosterilmigtir, ancak Metisilin'e
duyarh olanlarda mevcul degildir (11). MRSA suslaninda PBP 2a olugturulmast kromozomal
genlerin kontroly alundadir.Cogu zaman Meusitin veya diger Beta laktam antibiyotiklerin
varhguida indiklenebilir \bazen de yapisaldir.Yapisal olusturulan PBP 2a igeren MRSA
tann  direng  fenotipl homojendi_r, yani bakteri oplulugundak: tlm  bireyler
direnchidirler Indiiklencbilir PBP 2a iceren MRSA ' larda ise direng fenotipi heterojendir,
ayni baktert toplulugunda direngli sus oram 1/ 103-1/108 arasinda degisir. Buaa
heierorezistans' da denir { 12 ).

PBP 2a yapinuna bagh Metisilin direncinin S .aureus'da genetik temeh olduke¢a iyi
antagtinigtir. Yapilan senctik calismalarda PBP 2 min Mec A geni denilen bir kromozomal
genin 2.1 kilobase 'lik bir kisou ile kodlandi posterilmigtir. Mec A gent muhtemelen bir

transpozon (zerindedir. Metsiin'e duyark  S.aureusfarda Mec A'ya uyan alel

gosterilemenustir. Yapilan ¢aligmalann verileri; PBP 2a genimin , S. aureus ' un Beia
lakramaz gemi ile difer cing ba.kterilerin. PBP genlennin fiizyonu ie olustgunu
disindiirmektedir ( 9).

Bakteride Meusihin direncinin ortaya ¢ikabilmes: icin, Mec A geninin eksprese
olmasi gerekir. Ancak bu ekspresyon, her baktenide ayn: sekilde olmamaktadir. Bu nedenle
Mec A gemn tapdi@ halde Metisiline, dedisik diizeylerde direngli, hatta duyarl S.aureus
suslan olabilmektedir. Yani_ Mec A geninin varh, bu tir Metisilin direnci icin mutlak
gerekhidir | ancak yeterh degildir. Muhtemelen Mec A geninin ekspresyonunu kontrol eden
bayka bazi geuler de direng olusumunda etkili olmaktadir. Bu genlerin Mec A geni ile
birlikte ¢aligmalan sonucuna gore PBP 2a nedeniyle meydana gelen Metisilin direnci
homojen direng ve heterojen direng olmak iizere iki sekilde olabilir:

a-Homojen direng: Bakten kolonisini olugturan tiin bakteriler Mec A genini tasirlar
ve hepsinde bu gen eksprese olmugtur, yani fonksiyoneldir. Yiaksek diizeyde dirence dirence
neden olur.Direncin tesbiti, ortamun PH 'si, 151, tuz konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi gibi

¢evresel fakidrlerden fazla etkilenmeyebilir. Ancak klinik mikrobiyoloji laboratuvarlannda
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izole edilen S.aureus’larn az bir kisminda Metisilin direnct bu sekildedir (113 ).

b-Heierojen direng: Klinik uygulamada daha stk goriten ve direng ekspresyonunun
ceviesel faktorlerden etkilenmesi sebebi ile tesbiti giiy olan direng tiriidir.Koloniy
olusturan tim bakteriler Mec A genini tazmalanma ragmen direng ancak 103 -108
bakteriden birinde tesbit edilebilmektedir. Bunun Mec A geninin fonksiyonunu kontrol ettigi
sanlan; “ Factor essential for methicillin resistance = Fem A" veya "Fakior X" gib
kontrol genlerine bagh olarak meydana geldigi samimaktadir (14,15). Ancak beterojen
direncin neden oluswfu kesin olarak bilinmemektedir. MRSA suglaninda Meca geninin
ekspresyonunu etkileyen , fenotipi belirleyen en az ii¢ regilasyon mekanizmasi
vardir:Bunlardan birincisi ; bakteride hem Mec A geni , hbem de Beta laktamaz plazmidi
varsa , PBP 2a olusumunun Beta laktam antibiyotikler tarafindan inditklendigi gozlemine
dayanmaktadir. Bu nedenle PBP 2a ve Beta laktamaz genlerinin kontrolinin benzer oldugu
ditstintilmektedir.Ikinci regiilasyon mekanizmasi Mec A geni igindeki bir kismun PBP 2a
yapimusu regile ettiii , bunun da fenotipi etkiledigidir. Ugiincii regiilasyon mekanizmas ise
Mec A geni diginda bir yerde lokalize olan Fem A geni tarafindan Metsilin direncinin
ekspresyonunun beludlendiidir ( 16 ).

S.aureus'da Mec A geninin fonksiyonunu diizenleyen Mec R ve Mec 1 genlende
aosterilmistir. Mec R gent Mec A gemini indikleyen gendir .Mec I geni ise Mec A genin:
represse eden gendir. Mec R mdiktor geninin Mec Ry - gen 1 ve Mec Ry -gen 2 olmak
izere tki botgesi vardir. MRSA suglarinim hepsinde Mec Ry - gen 1 ve Mec A gem
saptanmaktadir . MRSA'larm %73'ande ise Mec I ve Mec Ry - gen 2 saptanmir. Metisilin'e
duyark S.aureus'larin higbirisinde Mec A |, Mec Ky ve Mec [ genleri saptanmamistir. Mec
Ri-gen 1, Mec A genine yakindir. Mec R - gen 2, Mec I genine yakindir (17).

PZR yontemu ile S.aureus lizennde yapilan ¢aligmalarda Mec A geninin yamsira Fem
A, Fem B ve Fem C genlen de aragtindmgur. Mec A geninin S.aureus'da kromozomda
lokalize olan stritktiirel bir gen oldudu ve bakteride Metisilin direncinin ortaya ¢ikmasindan

soruntu oldugu bilinmektedir. Fem A , Fem B ve Fem C genleni ise Metisilin rezistansinin
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seviyesint artiran proteinfert kodlayan genlerdir (18). Bu genlerdeks baz swalamasinda ve
onun kodlanndaki defigimier; MRSA'larda ve MSSA'larda diizensiz olarak saptanmakia
olup genellikle bu mutasyonlar bu genlerin tiriinlerinde biyokimyasal fonksiyon artigina
sebep olmaktadir .Bu gen balgelerindeki mutasyonlar Metisilin rezistansinin regilasyonunda
tek faktor degildir , ancak Mec A ile birlikte fonksiyon gormeleri sebebi ile PZR yantemi tle
yapilan galismalarda Fem A ve Fem B genlerinin de aragtrimast MRSA tams) igin daha
onemb bir gostergedir ( 19 ).

Epidemik ve nonepidemik MRSA suglannn PZR yontemi ile yapilan incelemeleri;
Protein A. geninin X bolgesinin , protein A'min Fe baglayan bolgesinin daha 1yl ortaya
gkmasiu  safladife  ve -konak ytizeyinde epidemik suslann  kolonize olmalann
kolaylastrdigini gostermistir ( 20 ) . Epidemik MKSA suglanimun sidans: arnig egilimindedic
(21-23).

MRSA suglannda PBP 2a iiretimi Metisilin direncinin ortaya ¢ikmast i¢in esastir
fakat susun Beta laktamaz Gretim seviyesi sugun Metisilin igin MIC degeri ile dodru
orantilidir ( 24 ).

Intrinsik olarak Metisilin'e direngli S.aureus suglan sadece Beta laktam
antibiyotiklere degil , pekgok basgka antibiyotife de direnglidir. MRSA sugianmn gogunun
makrolid antibiyotikler , Klindamisin , Kloramfenikol , Teirasiklinler ve Aminoglhkozid
antibiyotiklere direngli olabilecekleri gosterilmistir ( 25 ). Bu nedenle bu antibiyotikler igin
duyarhilik testleri de rnutlaka‘ yapﬂmahdxr.. MRSA suslanmn degistic antibiyotik duyarkihklan

Tablo 3'de 6zetlenmigtir {26-28).



Tablo 3 : MKSA'larin difier antibiyotiklere kargt direng durumu:

Genellilde Duyarh Geunellikle Direncli 1 Dgrencli Oﬁlabilir
Vankomisin Penisilinler Makrolidler
Rifampisin Sefulosponnler Kimdamisin
TMP-SMX Diger p-Laktam antibiyotikler I Tetrasiklin “
Kinolonlar Kloromfenikol
| Minosiklin klwlikozidler

5-BORDERLINE METISILIN DIRENCI :

Buna kazanilmig Metisilin direnci de denmektedir. Metisilin'e karyi baktert direncinin
azalmasimun bir diger mekanizmasi, 1984 yilinda tammlanan, S.aureus ' un agn Beta
laktamaz Gretimine bagh direnglilifidir. Bu suglar Metsilin'e sinwrda direng gosterdigi igin
bunlara Borderline S.aureus suglan denmektedir (29,30). Penisilinaza direngli Penisilinler
ashnda S.aureus ' un Penisilinaz enzimlerinin hidrolitik etkilerine dayanikhidular. Baz
S.aureus suglan agm miktarda Penisilinaz olugturarak Metisilin ve Oksasilin "1 yavag fakat
onemli olgide pargalarlar.Ortama Sulbaktam veya Klavulanat eklendiginde bu suglara kargi
Penisilinaza direngli Penisilinlerin minimum inhibiitér konsantrasyonlari birkag misli
dismektedir. Borderline S.aureus suglan PBP 2a olugturmamalan ve direng kontroliiniin

plazmide bagiml oimasi ile Metisilin'e direngli S.aureus suglarindan farkhdiriar (31,32) .
3-INTERMEDIATE METISILIN DIRENCI :
S.aureus ' da modifiye PBP ' lere bagh olarak , Metisilin'e duyarlilk azalmas:

olmasidir. Bu tip direncin meveut oldugu suslarda normal yapida PBP 1 ve PBP 2 bulunur,

ancak bu PBP lerin Beta laktam antibiyotiklere affiniteleri diigiiktiir. Aynica yine bu suglarda
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noralden fazla miktarda PBP 4 vardir (5). Baktert disk chffiizyon ya da mikrodiliisyon testi

ile Oksasilin direncli . Amoksisilin + Klavulanik asite duyarh ise , agin Beta laktamaz yapim

nedeniyle direng sz konusudur. Bakien hem Oksasilin hem de Amoksisilin + Klavulanik

asite direnglt ise

. direag PBP 2a veya muhtenielen var olan PBP ' lerde Beta laktam

antibiyotiklere afinitenin azalmiy olmast nedeniyle olabilir. Ancak rutin laboratuvarda basit

testlerde bunu gostermek mimkiin olmadifindan bu suglar Oksasilin ' e intrinsik direngli

olacak kabul edilmelidirler . Metisilin'e direngli S.aureus (MRSA), Borderhne S.aureus

(BORSA) ve intermediate Metisdin direnci (MODSA) saptanan S.aureus suslannim

Metisilin ve Oksasilin* e MIC degerlen Tablo 4'de yer almakiadir:

Tablo 4: S.aureus ' un MRSA , MODSA ve BORSA suslaninda Metisilin ve Oksasilin

MIC degerierinin dagthm (5, 32) ¢

Kategori Melkanizma Beklenen MIC Degeri (meg/mi)
Metisilin Oksasilin
MRSA PBP 2a iiretimi 16 4
BORSA Asin f-Laktamaz Gretimi 2-4 1-2
MODSA Normal yapida  digik
affiniteli; PBP 1, PBP 2 ve 4 1-2
PBP4 olusumu
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MATERYAL VE METOID:

S.aureus suslan: Arasurma dort farkll kaynakian izole edilerek idantifiye ediden 200
S.aureus susu uUzerinde yapildr. Bu suglann 50 tanesi Inénii Universitesi Arastrma ve
Uygulama hasianesinde yatarak tedavi goren hastalardan , SO tanesi poliklinikie ayakian
tedavi soren hastalardan , 50 tanesi bu hastanede gorevli personelin burun siinintilerinden
ve kalan SO tanesi de hastane disi ortamdaki saghkh kisilerin burun stirintilerinden 1zole
edildi. Mikroorganizmalann ideniifikasyonunda katalaz ve koagilaz testieri ile koloni
morfolojist, hemocliz ozellidi, pigmentasyon duramu ve gram boyama 6&zelhklenyle

reparaitaki edriintimlerinden yararlamild:.
prep g

A. DISK DIFFUZYON TESTI ILE METISILIN DIRENCININ

ARASTIRILMASI:

a) Materyal:

1 Mikroorganizmalar : Disk diffuzyon testine alinan mikroorganizmalann 18 - 24
saat sireyle Giremis olmalarna dikkat edildi. Omeklerin ilk inokilasyonunda koyun kanli
agar besiyeri kullanild.

2 Besiyeri: Disk diffiizyon yonteminde Mueller - Hinton agar kulladdi. Bunun
tercih edilmesinin sebeplen; bu besiyeri ile yapilan duyarliik testlerinde tekrarlanabihir
sonuglann alinmasi, S. aureus'un dremesi igin yeterli olmasi, bu besiyen ile yapilan duyarhhk
testlen e ilgih ¢ok sayida verinin mevcui olinast ve antibiyotiklerle besiyerinin kimyasal
yapist arasmda herhangi bir olumsuz etkilegsimin olmamasidur..

Mueller-Hinton agarin hazirlanmasi: Tican olarak satilan preparattan { Oxoid )
Ureticinin Onerilerine uyularak hazirlandi. Otoklavda stenl edilen besiyeri su banyosunda
45 - 50 ° C' ye kadar sogutuldu ve diizgiin bir yiizeydeki steril cam petri kaplarina derinligi
4 mm olacak sekilde dokaldi. Agar katilasincaya kadar bekletildi ve aym gin
kullamlmayacak olan besiyerleri + 4 ° C 'de buzdolabinda sakland: Bestyerlerinin

kullanidmasindan once segilen bir tanesi 35 ° C 'de 24 saat siireyle bekletilerek sterilite
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kontroll yapildi. Hazwlanan besiyerlerinin pH’ st , pH metre ile kontrol edildi. Kullammdan
hemen onee besiyerinin yiizeyinde nem gozlenmemesine dikkat edildi.

3. Antibiyoﬁk diskleri: Uretici finmadan hazir ticari olarak ( Oxoid ) saglanan diskler
buzdolabinda dondurucu béliimde sakland:. Hemen kutlamlacak miktardaki disk bir hafia
siireyle + 4 © C ' de saklandi. Uretici tarafindan belirtilen son kullanma tarihini gegen diskler
kullandmadi. MRSA suglanimin saptanmas: igin sectlen. disk 1 meg ' hk Oksasilin diskidir.
Oksasilut disklen , Metistlin disklerine gore daha stabildirler. Nafsilin ve Kloksasilin diskleri
de tercih edilmemektedir,

4 Inokilum igin gerekli bakteri yofunlugu : Irolkiilum yogunlufunun standardize
edilmest icin 0.5 Mc Farland standardi  kullaniddi. Bu standard 1 x 108 cfi/m! bakteri
yoZunluguna esittir. |

Bu standard su sekilde hazirlandi:0.5 mi 0.048 M BaCl, (%1.175 w/u BaCl,.2H,0)
29.5ml 0.18 M (0.36 N ) HySOs'e (% | wv ) eldendi. Bu kangum 5 ml miktarda vidal
kapakh tipe konularak karanhkta ve oda isisinda saklandi. Kullandmadan hemen énce
vortex'de iyice kanistrildl.

b) Metod :

1. Bakteri yogunlugunun hazirlanmas: ve inokiilasyonu: Bir gece inkibe edilmig
kanh agar besiyerindeki saf kﬁltﬁr halindeki bakteri kolonilerinden , 5 ml serum fizyolojik
igerisinde homojeni;e edilerek hazilanan ve 0.5 Mc Farland bulamkh@ma ayarlanan
mikroorgzmizmaiﬁr molailasyonda kullanildi. Steril ekiivydﬁ qubuk | bakteri sispansiyonuna
deldmlp sivinin fazlas: tiip yiizeyine basurdarak vzaklagunldi ve sonra ekiivyon cubuk
besiyennin tiiin ylizeyine siiritldii.

2.Disklerin yerlestiritmesi: Diskler steril bir pens ile besiyeri yazeyine yerlegtirildi ve
tizerlerine hafifge bastinlarak besiyerine tamamen temas etmelerni saglandi.

3.Inkibasyon: Disklerin yerlestirilmesinden sonra plaklar ters gevrilerek 35 °C' de
etiive kaldunlds.

4.Sonuglann  degerlendirilmesi: Yirmidért saatlik inkiibasyondan sonra disklerin



etrafindz clugan  inlubisyon zon ¢aplann cetvel ile olgildi ve sonuglar NCCLS ' nin
Snerilerine adre; duyarh | orta derecede duyarh ve direngli  olarak degerlendinidi. Bu
sunrlar S.aureus' un degeilendiriimesinde | mcg igengt olan Oksasilin diski i¢in inhibisyon
zon ¢apt 10 mm ' den az ise direngli , 11-12 mm ise orta derecede duyarl: , i3 mm ' den
biliytik 1se duyarh ' dir.

5.Yontemin denetlenmesi: S.aureus ATCC 25923 susu kontrol susu olarak
kullanulde. Bu sus adi jeiczda + 4 © C ' de saklandi ve haftada bir kez pasajlandi. Kontrol
suglan e ardarda yapdan 20 testren binnde belirtilen kontrol simirlarinin disinda sonuglarin
alinmast kabu! edilebilir Buna karsin bir defadan fazla , bu sinrlann disinda sonug alimrsa
test tekrar pozden geqiﬁimelidir. Ayncs tek bir testte bir zon ¢api , belirtilen sturlann
ortalamasindan ( Maksimum - Minimum zon ¢apt ) 4 standard sapmadan az yada ¢ok olursa
test yeniden gozden gegirilmelidir. Mueller - Hinton agar ' da yapilan disk diffizyon
testlerinde S.aureus ATCC 25922 kontrol susu ile elde edilmesi gereken zon ¢aplannin
milimetre smurdan Oksasilin 1 mikrogram igenklt disk igin 18 - 24 milimetre 'dir. Kullandan
Mueller Hinton agar yada antibiyotik diskleri her degistinilislerinde , S.aureus 25923 susu ile

kontrol edildiler (34,35).

B. AGAR TARAMA TESTI ILE METISILIN DIRENCININ

ARASTIRIT.MASY :

a} Materyal :

{ Mikroorganizmalar : Agar tarama testi; disk diffizyon testinde kullamlan 200
S.aureus susu Gizerinde yapildr .

2 Besiyeri: Mueller-Hinton agar kulfamildi .Besiyerinin hazirlanmasinda ticari olarak
satilan preparatta (Oxoid) ireticinin onerilerine uyuldu . Besiyerine %4 oraminda NaCl
eklendi (36). Otoklavda steril edilen besiyeri 45-50 © C 'ye kadar sogutuldu .Alti gram toz
Oksasilin , 100 ml. distile suda ¢6zildi ve 900 ml. besiyerine eklendi .Oksasilin' in 6 mcg/ml

konsantrasyonu elde edildi .Besiverleni dizgiin bir ylizeydeki steril cam petri kaplanina
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kalmih 3t 4 mm. olacak gekilde dokuildi( 37 ). Besiyerlerinin sakianmasi | sterilite kontrolleri,
pH ayarlamalan disk difftizyon testinde anlaulan kurallar dahilinde yapildt. Agar tarama
younteruinde kullanilan besiyerlerinin stabilitesi beg gim olup , besiyerleri bes giin iginde
titketilebilecek sayida hazirlanmahdir .

3.Antibiyotik : Toz Oksastlin (Oxoid) direkt olarak iretict firmadan temin edildi .
Farmakolojik preparatlar potenslerinin farkli olabilmeleri sebebi ile tercih edilmediler .

4 Bulanikhk standard: Inokillum yogunlugunun standardize edilmesi igin 0.5 Mc
Ferland standardt kullaniddi . Bu standard 1 x 108 cf/ml bakteri yojunluguna esittir Bu
yoZunlukia hazirlanan bakteri siispansiyonu 1/100 oraninda sulandirdarak 106 cfia/mi

-yogunluk elde edildi.

b) Metod:

I.Bakterilenn inokiilasyonu : Bir gece inkibe edilmis kanh agar besiyerindeki saf
kiltdr halindek: bakteri kolonilerinden , 5 ml serum fizyolojik iginde homojenize edilerek
hazirlanan ve 10 cfu/ml. yogunlufuna ‘ayarlanan mikroorgamzmalar inokilasyonda
kullaruldr . Capi 4 mm. olan standard dze ile, bir 6ze dolusu (10 raikrolitre) ahinarak besiyeri
yuzeyinde 3 cm. caph bir alana inokiilasyon yaptldi. Herbir besiveri plaginda 10 ayn alan
tizeninde , 10 ayn sus gahisild: .

2.Inkibasyon : Plaklar ters cevrilerek 24 saat sireyle 35 °C ' de bekletildi .

3.Sonuglann degerlendirilmesi : 24 saatlik inkitbasyondan sonra ekim yapilan alanda
gbzlenebilen  {iremeler direnéli mikroorganizmalann gostergesi olarak degerlendirildi

(35.38).

C.AGAR DILUSYON YONTEMi ILE METISILIN DIRENCININ
ARASTIRILMASI :

A)Materyal :

. Mikroorganizmalar : Disk diffiizyon testinde ve agar tarama testinde kullanilan

200 S.aureus susu Uzerinde yapiid:.



2 Besiyen :Mueller-Hinton agar kullanuildi. Otoklavda steril edilen besiyeti 43-50 °C’
ve kadar sogumildu Besiyerinde 2 ve 4 mcg/inl Oksastlin konsantrasyonianmn elde
edtimest amaciyla ; Oksastlin'in 10 kat yogunlulkta gézeltileri hazirlands .Bu konsantre
antibiyotik ¢ozeltilen ayn ayn , dnceden hazirlanmug ve steril edildikten sonra 45-50 °C'ye
sogutulmug olan Mueller-Hinton besiyerine 1/10 oraninda seyreltilecek gekilde eklendiler.
Hauzirlanan besiyerlen diizgiin bir yizeydeki steril cam petri kaplarina derinligi 4 mm. olacak
sekilde dokiildi. Besiyerlerinin saklanmasi , steritite kontrolleri, pH ayarlamalart; disk
diffizyon testinde anlautan kurallar dahilinde yapild .

3.Bulantklik Standard: : Inokiium voguniufunun standardize edilmesi igin 0.5 Mc
Farland standardi kullanild:. Bu standarda uygun bakien siispansiyonu 1/100 oramnda steril
distile suda diliie edildi. Boylece 1 x 106 cfu/m! yogunlugunda bakteri siispansiyonn elde
“edild .

&) Metod:

I.Bakteri inokilasyonu :Hazirlanan 1 x 10 cfu/m! yogunluktaki bakteri
siispansiyonundan ¢apt 4 mm. olan standard 6ze ile , bir 6ze dolusu alinarak ( 10 mikrolitre)
bestyeri yiizeyinde 3 cm. ¢aphi bir alana inokiilasyon yapild1 .Herbir bestyeri plaginda 10 ayn
alan Gzerinde 10 ayn sus galigild: .

2 Inkiibasyon: Plakiar ters gevrilerek 24 saat sireyle 35 °C' de bekletildi .

3.Sonuglann deierlendirilmesi : MIC deferi iiremenin tamamen engellendigi en
digiik Oksasilin konsantrasyonudur .Oksasilin ' in S.aureus igin MIC degerleri 2 mcg/ml
duyarl ve 4 meg / ml direnglidir .

4.Sonuglarmn Denetlenmes:: S.aureus ATCC 29213 susu sonuglann denetlenmesinde
kullanildi. Yirmi testten birinde MIC deferinin belirtifen  sonuglarin digmda olmasi kabul
edilebilic ofarak degerlendirildi. Bu sayidan fazla olmasi halinde test kosullan yeniden
gozden geqirildi. S.aureus ATCC 29213 susu icin Oksasilin ' in kabul edilebilir MIC simrlan

0.12-0.5 meg/ml " dir (35).
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D} METISILINE BIRENCLI SUSLARIN TEDAVIDE ALTERNATIF
OLABILECEK BAZI ANTIBIYOTIKLERE DIRENC DURUMUNUN
BELIRLENMESI :

Mueller Hinton agar besiyerinin pH 'ss 7.2 ye avarlandi.Otoklavda steri} edildikren
sonra 4 mm. kalinlikia steril petri kaplarna dokaldii . Disk diffiizyon yontemi ile Metisiiin'e
diréncli oldugu belirlenen S.aureus suglannin 18 saatlik kaltirlerinden steril serum fizyolojik
iginde , Mec Farland ' in 0.5 numarab standard: bulanikhifina uygun siispansiyon hazirland.
Disk diffiizyon yonteminde uyulan kuraltar dahilinde steril ekiivyon ile mnokalasyon yapilds.
Deneyde kultandan antibiyotik disklerinin igerdiii madde mikitan ve denev sonucunu

degcrlendirme kriterleri Tablo 5 * de verilmistir .

Table 5: Disk diffizyon yéntemi ile MRSA olarak saptanan suslara karsi denenen

antibiyouklerin disk konsantrasyonlan ve inhibisyon zonfannin yorumu ( 35 ).

Antibiyotik Disk f¢erigi (mcg} Zon Cap

Diren¢li_ Orta duyarli Duyarh
Vankomisin 30 <9 - =12
Amoksisthin + Klavulanik asit 20+ 10 <19 - 220
Azitromisin 15 <13 1417 =18
Nortloksasin - i0 £12 - 217
Gentamisin 10 <12 - 215
Penisilin G 10 iinite <28 - 229
Seftriakson 30 <13 14 -20 =21

E) PZR Y6NTEMi iLE METiSiLiN DiRENCiNiN ARASTIRILMASI :
a) Materyal :

Disk diffizyon yontemi ile direngli olarak saptanan suglardan 30'u , orta duyarh
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olarak saptanan 1 sus ve duyarl olarak sapianan suslardan 409nda PZK yontenu ile Mec A

geni araguunilde |

KULLANILAN TAMPON VE COZELTILERIN HAZIRLANMASI :

1) TE Tamponu:

10 mM Tiis HClI ve 1 mM EDTA hazirlanmass : Total hacimi 200 ml gin |, a) 10
mM Tris Cligin 315,12 mg Trs Cl 150 mi steril distile suda ¢ozildi. Toplam hacim 200 ml
‘ve tamamlandi . b)Yukandaks ¢6zelt iomde I mM EDTA hazirlamak igin; 74,45 mg EDTA
¢ozeliiye eklendi. lyice goziindiiktcn sonara pH 8.0 ayarlands.

2) % 2" tik SDS hazwrknunssi ©

2 g SDS 90 ml distile suda g¢oziindi , iyice ¢dziinmesi igin 68 °© C 'deki su
banyosunda bekletildi. Sonra total hacim 100 ml ' ye tamamlandi.Bir normal HCI tave
edilerek pH 7.2' ye ayarland.

3} Sodyum hidroksit - Sodyum sitrat stok ¢ozeliisi hazirlanmasi :

a) 1 N NaOH igin 40 g NaOH 10600 ml distile suda ¢oziindiikten sonra otoklavda
stenil edild;.

b) Tri Sodyum Sitrat stok soliisyonu
Tri sodyum Sitrat.SHzo; 17.6 g alinarak 500 ml distie suda ¢oziiidi.

a ve b'den egit hacimde kangtinlarak otoklavda steril edildi. Buzdc_)labmda saldandi.

c) Caligma solisyonu; Kullanmadan hemen 6nce hazirland:. 100 m! NaOH- Na sitrat
igin 0.25 g N - acetyl - L - cysteine konuldu .

4) 1 N HCI hazirlanmasi :

8.5 ml konsantre HCI 91,5 mi distile suyun tzerine ilave edilerek hazirland: .

3) 0,067 M Fosfat tamponu (pH 6,8) hazwrlanmas: :

a) Stok alkali tampon ;

NaHPO4 2H,0 =5935¢g

Distile su =500 ml
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b} Stok asit tamponu |

KEHPO4 =4,535 &
Disule s = 500 mi

a ve b ayn ayr iyice ¢ozilditkien sonra egit hacimde birbirine karizunldi. pH's1 6,8' e
ayarlandiktan sonra kullanifincaya kadac buzdolabinda bekletildi .

6 L M HCI - T M Tris HCI hazirlanmast :

| M HCl igin 17 m! konsantre HClL + 183 ml distile su ile hazirlandr. 200 mi T M
HC! ye 31,5 g Tris HCI eklenerek tyice ¢oziindt. Buzdolabinda saklandh.

7) TBE Buffer ( Tris Base - Borik asit - EDT4 ) hazirlanmast :

Stok solisyon : { 5 X konsantre ) 54 g Tris base, 27.5 g borik asit, 20 m] 0.5 M
EDTA (pHS8,0)

Hazirtanmas: : Tris base ve borik asit belirtilen miktarlarda taruldt ve 980 mi distile
suda c¢ozildii. Uzerine 0.5 M EDTA' dan 20 m! ilave edildi. Iyice kangtmildi. Oda
sicakliginda saklanan materyalde , kullenim esnasinda presipitat olugmanusg olmasma dikkat
edildi .

8) 0,5 M EDTA hazwlanmast ;

37.22 gram EDTA . 2H,0 alarak 160 mi distile suda manyetik kangtine: yardumn
ile ¢oziindi. pH' min 8'e ayarlanmasi igin NaOH peleu ilave edildi. pH 8' de EDTA tamamen

¢oziddid. Otoklavda steril edildikten sonra buzdglabinda sakland: .

9 Elhidirm.: bromide ¢ézellisi hazalanmasi :

100 mg Ethidium bromide { Sigma Chemicai Co) ve 100 ml Distife su manyetik
kansurict ile kangurifarak ¢oziindii. Renkh sigeye konuldu. Sisenin ¢evresi alurninyum foil
ile kapatildi. Ethidium bromide mutajenik bir madde oldugu igin dikkatli c¢aligiimasi
gereklidir :

a } Tartimlarda mutlaka eldiven giyiimelidir .

b) Mutlaka maske kullanilmahdir .

¢ ) Cabigtlan ortamin kontamine edilmemesine ¢alisglmahdir |
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Hazulanan bu cozeluden her 100 ml agaroz’ a 5O mikrotitre eklend:

{10} “Gel Loading Dye” soliisyonunnn hazirfanmass

4 mg/m! Bromochiorophenol blue (Sigma Chemical Co) oraninm hazirlanmasi igin;
40 mg Bromochlorophenol blue, § ml Gliserol, 1.5 ml 6.5 M EDTA, 3.5 m! Distile su
eklenerek total hacim 10 ml'yve tamamland:.

Hazirlandiktan sonra 300 nukrolitre  olarak 1.5 mi'lik mikrotiplere dagitilarak
buzdolabinda sakland: .

11) % 1.5 ' luk Agarose hazolanmast : 1.5 gram agarose, 100 ml 1 x TBE iginde
manyetik kanstnc: yardum de iyice ¢oziindikten sonra buna 100 mikrolitre Ethidium

bromde ¢ozelusi lave edildi( 39 ).

b) Metod :

1. BAKTERIVEL LIZIS VE DNA EKSTRAKSIYONU :

1) 1 ml TE tamponu 1gerisinde 24 saatlik bakteri kaltiiriinden birkag koloni alinarak
0.5 Mc Farfand bulanikligada (1 x 108 cfu/ml ) bakteri sispansiyonu hazirland.

2) Bu stispanstyon mikrosantrifly tipine aktarlarak 13000 g devirde 5 dakika
stireyle santrifiijlendi. Uzerindeki sivi atilarak gokelti tizerine 100 mikrolitre lizis soliisyonu
eklendt,

Lizs solusyonunun hazirtanmasi:

TE tamponu igerisinde ; 20 miligram / m! lysozym { Boehringer Mannheim GmbH -
W.-Germany 13000 E / mg ) ve 100 mikrogram / ml fysostaphin (Sigma chemical co ; 900
U/ mg solid ) bulunmaktadu- ¢ 40 ).

3) Uzerine 100 nukrolitre lizis solitsyonu eklenerek siispanse edilen materyal 35 °C'
de 6 saat mkiibe edildi . Bundan sonra Gzerine 100 mikrolitre %2 ' lik SDS eriyigi
eklenerek 95 °C'de 10 dakika bekietildi ve oda sicakhfina kadar sogutuldu .(Jzerine 50
mikrolitre 1 M HCI - 1 M Trs HCl ilave edildi .Bu esnada kansunlinca kaybolan presipitat

olustu . Stispansiyon coda imsinda 13000 g’ de 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Stipernatant



yent bir ependoit tipiine alinarak Gizerine 450 mikrolitre sature fenol ekiendi . Vorteks ile
kangurddiktan soara 13000 g' de 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Ust faz yeni bir ependorf
tipine alinarak bir kez daha fenol islemi tekrar ediid: Bu islemin ardindan yent bir ependorf
tiiptine aliara Gst fazin iizerine 450 mikrolitre Koroform eklendi . Vorteks ile kanstinldiktan
soma 13000 g'de 5 dakika sireyle santfiy edildi .Ust faz yeni bir ependoif tiipiine
aktartlarak Gzenine % 100’ lik etanol eklendi. Vorteks ile kanstinldiktan sonra oda 1sisinda
5 dakika beldetldi ve [3000 g de 5 dakika santrifiij edildikten sonra ist stvt atild. Yiizde
yetmiglik etanol ile tupiin dibindeki DNA yikand:. 13000 g' de 5 dakika siireyle santnifii)
edildikten sonra tizerindeki sive kisim dolkiilerek peler kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra
tizerine 20 mikvolitre sterit bidistile su (Sigma water) konularak iyice kansmasi icin pipetaj

yapildi(39).
2. AMPLIFIKASYON :

Ornelderden hazirlanan DNA ¢ozeltisinden 5 mikrolitre alinarak 45 mikrolitre
amplifikasyon ¢ozeltsine kanstirildi. Amplifikasyon gézeltisinde 1.5 mM MgCl,, 2 U Taq
DNA polymerase . 0.2 mM herbir INTP ( dATP , dCTP , dGTP ,dTTP ), % 1 (wt/v)
Triton X - 100, 0.1 mikrogram / mikrolitre bovin serum albiimin 10 mM Tris - HCI , 50
- mM KCl ve 50 pikomol herbir primer bulunmaktadic Primer dizilimleri soyledir :

Mec A; : 5-GAT GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATA A-3'

Mec Ay :5'-CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA A-3'

39,41). Bu kangm thermal cycler ( Ericomp , Delta cycler TMI system)
kullamlarak ; 94 °C'de 4 dakika tutuldu. Bundan sonra 30 siklus , 94 °C'de 45 saniye , 50
°C'de 45 saniye , ve 72 °C'de 60 saniye uygulandi Bundan sonra 72 °C'de 2 dakika tutuldu
(42.43).

Uygun MgCl, konsantrasyonunu saptamak amaciyla amplifikasyon ¢ézeltisindeki

MgCl, konsantrasyonu 1 mM ve 1.5 mM olarak hazirlanarak pozitif kontrol susu lizerinde
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amplifikasyon deaendi

MRSA kontrold olarak S.aureus SR 1587 susundan elde edilen DNA ; MSSA
kontrolii ofarak S.aureus 23923 standart susundan elde edilen DNA ve negatif kontrol
olarak da bidistie su kullanddr . |

Amphiibasyon urindndn gozlenmest icin ; amplifikasyon Griiniinden 9 mikrolitre ve
Bromochlorophenol blue indikatoriinden 3 mikrolitre alinarak dililsyon yapildi .Bu karisimin
10 nukrolurest Ethidium bromide igeren % 1.5 " luk agarozda elektroforeze tabi wiutdu 150
V 'da 60 dakika yGritilditkten sonra UV giklt transilluminatér ile sonuglar degerlendirildi.
Marker olarak QX 174 DNA / Hae III kullanildi. Ugytiz on bp Gritniiniin gézlenmesi Mec

A geni igin pozitif olarak degerlendirildi (44.45).

28



BULGULAR:

a) Disk diffiizyon yontemi ile alinan sonuclar ;

Hastane polikliniklerine bagvuran hastalann klinik érneklerinden izole edilen 50
S.aureus susundan 16" st (%32) Oksasilin'e direngli ve 34" i (%68) duyarh olarak
degerlendinld: .Orta duyarh sug saptanmadi . Hastanede yatarak tedavi géren hastalardan
izole edilen 50 S.aureus susundan 17'si {%34) Oksasilin'e direngli ; biri (%2) orta duyarli ve
321 (%e64) duyarh olarak bulundu .

Hastanede yogun bakim ve yatakii hasta bakim: servislerinde gdrevli doktor, hemgire
ve personelin burun stirtintillerinden izole edilen S.aureuslann 13'it (%26) Oksasilin'e
direngli ve 37 si (%74) duyarh olarak degerlendirildi .Orta duyarl sus saptanmadi. Hastane
dist , nomual populasyondan izole edilen S.aureus'fann 12'si (%24) direngli ve 38'1 (%76)

duyarh olarak bulundu ( Tablo 6) .

Tablo 6 : Farkh ortamlardan izole edilen sustann, disk diffizyon yéntemi ile Qksasilin'e

direng durumlarn .

Direncli Orta Duyarh Dayarly

Sayi Yo Sayx Yo Say %

Poliklinik hastalanndan 16 (%32) 0 (% 10) | 34 (% 68)

izole edilen suslar

Yatan hastalardan izole edilen| 17 (%34) I | (%2) 32 (% 64)

suglar

Hastane personelinden izole| 13 (%26) 0 (%% 0) 37 (% 74)

edilen suslar

Normal populasyondan izole] 12 (%24) 0 (% 0) 38 (% 76)

edilen suglar

Toplam 58 (%29) 1 (%0.05) 141 1(% 70.5)
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) Agar tarama yintemiyle alinan sonugiar:

Hastane polikliniklerine bagvuran hastalanin orneklerinden izole edilen suglann
QOksasilin direnci agar tarama yontemi ile galjpildiganda ; 17 sug (%34) direngh ve 33 sug
(%66) duyarlt olarak degerlendinildi . Hastanede yatarak tedavi goren hastalardan izole
edilen suglar icin bu degerler sirasivia 19 sug {%38) ve 31 sug { % 62) olarak bulundu .
Hastanede gorevli personelin burun siriintiterinden izole edilen suglarn 13 ' G (%26)
direngli ve 37'st (%74) duyarh olarak bulundu . Hastane dit , normal populasyon
sahislanindan izole edilen suglann 10w (%20) direngli ve 401 (%80) duyarlr olarak
degerlendirildi ( Tablo 7).

Tablo 7 : Farkh ortamiardan izole ediien suslanin agar tarama yontemi ile Oksasilin'e direng

durumlan
Direncli Duyarh
Sayi Y Savi %o
Polikiinik hastalarindan 17 | (%34) | 33 | (%66)

izole edilen suslar

Yatan hastalardan izole edilen 19 (%38) 31 (%662)

suslar

Hastane personelinden izole] 13 .| (%26} | 37 (%74)

edilen suglar

Normal populasyondan izolej 10 (%620) 40 (%:80)

edien suslar

Toplam 59 (%295} | 141 [(%70.5)

c)Agar diliisyon yéntemiyle alinan sonuglar :
Hastane polikliniklerine bagvuran hastalanin 6rneklerinden izole edilen susiarn

Oksasilin direnci agar diltisyon ybntemi ile ¢alisiidifinda 16 sus ( % 32 ) direncli ve 34 sus
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(% 68) duyarh olarak degerlendirildi . Hastanede yararak tedavi goren hastalardan 1zole
edden 50 S aureus sugundan 19'u (% 38 ) direngli ve 31'i (¥ 62 ) duyarh bulundu.Hastanede
yogun bakim ve yatakh hasta bakimui servislerinde gorevit doktor, hemsire ve personelin
burun siriatiterinden izole edilen suglarnn 14' ( % 28 ) direngh ve 36's1 ( % 72 ) duyarh
olarak degerlendirildi . Hastane disi , normal populasyon saluslarindan izole edilen suslann

12 st (%24) direngli ve 38'i (%76) duyarh olarak saptand: { Tablo 8 ).

Tablo 8 : Farkh ortamlardan izole edilen suslann agar ditiisyon yontemi ile Qksasilin'e

direng durumlan

Direncli Duyarl:

Sayi Y Says Y%

Polillinik hastalarindan 16 {“e32) 34 (%668)

1zole edilen sustar

Yatan hastalardan izole edilen] 19 {%38) 31 (%62)

susiar

Hastane personelinden izole] 14 {%28) 36 (%72)

edilen suslar

Normal populasyondan izole| 12 (%624) 38 (%676)

edilen suslar

Toplam | 61 (4305 139 | (%69.5)

2 meg / ml Oksasilin konsantrasyonu igin 2 sug direngli bulunmus olup , bu suslar

yatan hastalardan tzole edilen suglardir .
d) MRSA olarak saptanan S.aureus’larn altermatif antibiyotiklere direng

duramu:

MRSA olarak saptanan suglarin Amoksisilin + Kiavulanik asit, Vankomisin,
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Gentamisin, Norfloksasin, Azitromisin, Penisilin G, Sefiriakson antibiyotiklerine direng

durumu Tablo 9 'da 6zetlenmistir .

Table 9 : Disk diffizyon testi ile MRSA olarak saptanan suslara karst denenen

anbibiyotikiermn direng durumu .

Autibiyotik Duyarh Direncli
Sav: Yo Sawvi Yo
Amoksisiin + Klavulanik asit 24 4} 34 59
Vankomisin 58 100 0 0
Gentamisin 15 26 43 75
Norflaksasin 35 60 23 40
Aziromisin 18 31 40 65
Pensilin G 0 0 58 100
Sefiriakson 32 56 | 26 44

¢) PZLR yontemi ile alinan sonuglar :

Disk ditfizyon yontemi ile duyarii olarak saptanan ve PZR yontemi ile incelemeye
ahnan kark sugtan ikisinde , orta duyarli olarak saptanan bir susta ve direngli olarak saptanan
otuz suyun hepsinde Mec A geni pozitif bulundu. $ekil 1'de pozitif ve negatif sonug alinan
orneklerden birkagi kontroller ile birlikte gorilmektedir. Amplifikasyon igin uygun MgCl,
konsantrasyonunu saptamak amact ile pozitif kontrol susu iizerinde yapilan deneyler 1.5

mM 'in | mM konsantrasyondan daha iyi sonug verdifini gosterdi ( Sekil 2 ) .



Sekil 1 : PZR yontemi ile Mec A geni arastinlan suslardan bazilan |

sebdl 1ile ilgili apidana;

L. Pozitif’ kontrol S.aureus SR 1587 sust; 2,3 ve 4. MRSA suslan ; 5. Negatif
kontrol S.aureus ATCC 25923 sugu; 6, 7 ve 8. MSSA suslan: 9. Steril bidistile su; 10,
Muarker (OX 174 DNA/Hae 111)
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Tuiin dinyada B ve tedavi giigtublen sebebi iz peobtein halme gelon MRSA 'un
svben vlduga wicksiyoitann redavisinde kulianabifecek Krsith sayidu antibiy 0Lk reaventur
ve bu antibiyoaklena Gnemit yan etkileri vardic ( 46 ).

Itetisibn direncinine belirleinmesinde kullandan yéutemicrdeki degisehliklenn farkh

sonuilira seoep olinast nedent ile tim deney kosullannds standaidizasyon saglonalidir

Su vabgmada NCCLS ' o dnerdigi kogullar saglanarak disk diffuzyon | agar tarama
ve sz diliiyon yontemleri Gyguizanugtiy Bu deneylerden ahinan sonuglar keadi araseada
ve PZR yontemi ile kryastamrustir .

Disk diffozyon |, agar tarama ve agar diisyon ydntemlerinde uysulamada:
besiyeriniy pH 't , Nall konsantrasyonu | mkiibasyon srest ve sicaklk gibi farkl kosullarin
cticiterl Ozellikle  heterorezistan susiana  taninilanabilmesi amaciyla birgok ¢aligmada
denenmigtir(48-50). Bu galismada uygulanan NCCLS' nin Onerdifi kosullar Metisilin
direncinin saptanmast igin optimal kosullar olarak belirlenmigtir.

Kirby-Bauer disk difftizyon testi ile MRSA arasttedmast bircok klinik mikvobiyoloji
laboratuvarinda rutin olarak kullamilmakra olup . bu ysitemin ueuz olmas: , 6zel geregler
gercktinmenesi  ve alternatif ilaglar icin de kullandabilicligi avantajlandir. Bu yéntemin
uysufanima kogulanndan kaynakianan hatalarnun bilinerck , hatalt sonuglanin ahnmamasma
calealmulidie Bu yéntem ile yapilan cahgmalarda; Muelter-Hinton agann hatal: hizirlanmasi,
besiyert kulinhGiun uygun olmamasi | siiresi aecen besiyert plakiarunn kullandmasy, farkls
firmalar ratindan uretilen Muelter - Hinton agarlar arasinda olabilecek farkhlikiar, disklerin
hatall yerlegtinlmesi yada oda 1sisina gelmeden kullandmalary, inokiifum yogunlugunun
standurda gore  ayarlanmamasi, plaklara inokiilasyonun  dogru  sekilde yapilmamasi,
inokitum hazirlandiktan sonra plaklara inokiile edilmes igin gereken siirenin uzatdmast,

plakiore inokiilasyon yapikdhikian sonra disklerin ge¢ yerleyurilmesi, inkiibasyonun yanhy



durecede veya stbhsal OO Roercnnasyenaeda yapilmas, sonuclonn ecken okumimasi,
wluhiyon can capharnn e okomeis test eitden Bl lerin kards oluass ve kontrol
suglann dlizeeh kedlendieanas b rastiuian bute sebeplendin By yonemie  vapdae
vabgmalarda nnbisyan zona nde ek il drawetenn olup obmadid dikkatle aranmalidir,
Bu boluedcla weme de ditencin géstergesildiv £513 Yoateinde b hats varsa bu siklikla
diyarh olan seslann yanby olarake dicengl seldondi deferlendinilmestdir. Testten alinaa
souughurie agar tarama test He dogrulanmasy yarachidu, Disk diilizyon testi ile yapofinniz
gidinada dicenghi sug oram % 29 |, ona duyarh sug orans % 0.5 bulunmugtur  Agar tarama
ylutenii e yapugdimiz caligmada direnchi sug oram % 29.5 bulunmustur. Agar diliisyon testi
e MRSA wragtirdimas igin 2 ve 4 mikcogram / mililire Oksasilin konsantrasyontanini igeren
Mueller-Hinton agar e |, en az iki seri caligma vapilmast onerilmzktedir. Yaptifimiz
calistadz direngli sug oram % 30.5 bulunmustur, Metisilin'e direncin arasuriimasinda; disk
diliizyon | agar tarama ve egar dilisyon yontsmleri ile vaplan calismalacda Fuki
arianilarduts izole edilen suglar arasinda Medtisilin direnci yoninden istatistiki fark olmadigi
suptatinige (p > 0.05 )

ioéna dniversit=si Tip Fakiiltes: Arastirma ve Uygulama Hastanesinde yatarak veya
poitklinikici: redavi gbrea hasialardun izole editen S.aureus suslarinn Metisilin'e direng
durumlan ile hastane personelinden ve normat populasyondan izale edilen S.aurcus
suglarinin Motisifin'e diress derurlan arasmde fark olmamas | hastane infekstyon konto!
konutesimin bagark q:éligmaiarnun sonuCU ol.'u'en..'k.: vorumbanuabilir .

hetisitar'e direncin aragtndmasinda , g Kenvansiyonel yontem arasmda fark olup
olmadigi weciendiginde ; fwrkh oreandaidan izole edifen S.aureus suslarinda Meusiiin
direncini tesbit eden yontemler arasinda istatisuki furk s;i{itunmmm3ur'( p= 0057

PZR yonteni referans vanrem olarak almchgf,mdgf ; disk ditfuzyon yomeminin PZR

yontemine gore duyarhhg (Sensiiivite) % 90.9 ve segicilidi (Spesifite) %100 bulunmustur.
Disk difflizyon youtemi Mee A geni pozitif ofan suslar %% 9. 1'ind2 direnci tesbit edememis,

ancak Mee A geni pegatif olan suslarm  tunaminm duyarlt olarak tesbit etmistir. Ug
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dicigte oldibiane gosteringr Se bulgalar | agar ddisyon yéntemi ile bu suslarda
supticliaas - b mekrogran iaddive UG degedenan sebebinin asin Beta lakramaz
Ui ldbrenu dogindgnaeede | 29

Britn Llinils ikrobiyoloji eboraluvaitannds | uygulanan yonteruin duyarlili ve
segiclizt yansire ucuz ve pragk olmast ve ayn zananda alternatif Haglar icin de
Rutlatabalie obinustun terail ediimest sebebi ile uygun omam kogullarinun saglaninasi kosulu
e L disk diiftizyon testinin S.aurens suglannda Metisilin direneinin resbit editimesi amaci tle
kufliwenn oncriiebilir. Agar tarama testi © gok sayida baktertye karst az sayida antibiyotigin
degertendialdii deneyler igin dnerilebilir. Agar diliisyon yéntemi ; ¢ok sayida susu
colpmnays imian vermesi ve BORSA - MODSA sustan hakkinda daha iyl fikir vermesi
batuntndan yararh olmaktadir. PZR yoatermi yitksek duyarhilik gerektiren ¢alrsmalarda tercih
edilmichdir (59).

S.aureus suslaninda Metislin'e  direncin giderek artn@. Tirkiye ‘de yapilan
catzmalurda direng oranimn % 31.7-59 arasinda degistigi (4) , Ispanya 'da % 13.9 , Ingiltere
‘e % 241 olduBu bildirilmistic { 4,25 )-Bu ¢aligmadan elde edilen oran Tiirkiye ‘de bildirilen
degerler arasmdadir. Direng orani tdlkeler arasinda oldugu gibi , aym ilkedeki hastaneler
aciemda da fackbbikler  goscermekeedin Degisik  sonuglann  alinmasinda  hasta
populasyoudanimin farkh olmast | hastanelerdeki antibiyotik  kullamum  politikalanadaki
farkhitiklar | infekesiyon kentrol aktivitelend gibi faktorler yaniada S aureus suslarinin biyolojik
karaleerder: :u'a,_gt:r':nn yonrenlert arasmdali farkidiblann ve arastrma yapilan vilin da rola
vardi ¢ Gl-02 ).

Dk difflizyon yantend ile MRSA olurak saptanan suglarin %o 59'unda Amoksisilin +
Flavalanik  asite, 475" inde Gentamusin'e, % 401nda Norfloksasin'e, % 65 ' inde
Aziromsia'e , Y% 100 'iinde Penisilin G * ye ve Y 44" tinde Seftriakson ' a direng saptanmig ,
bu suglarnn tugbirisinde  Vankomisin ' e direng saptanmamistic. Bu  bulgular bircok
arajuriceun bulgadan ile de uyum séstermelctedis (25,63).

MRSA suslonna bagh infeksiyonturnin sik gorilmest ve bu bukterilerin birgok



Tty Gy diretie gostertiwcleri nedent e Metsiin direncinm yamsis diger antbiyouklerne

bar ducian de sapuamase | edavi ve infeksiyon koutre! programdan wgin yararhdiv,
chesine wilckeiyon kowwol binmiennm akif faalivetted | dzellikle bu nokuda Guem

bl cduy GG )



SONUCLAR

L teond Onversitest Arasurma ve Uygulana Hastanesi'nde yatun 30 hastadan |
poliklinirerde wakip edilen 50 hastadan | hastanede gorevli 50 personelden ve normal
popatwyondan 30 tipden izole edifen oplum 204 S.aureus susunun NCCLS kuralian
dubilincle sk ditilizyon |, agar tarama ve agar dilisyon yéntemleni ile incelemnclar
sotucunds D MRSA suglaninm sikhid siras ile % 29, % 29.5 | % 30.5 olarak bulundy.

2.8kl kaynaklardaa izele edilen S.aureuslarda saptanan Metisilin'e direng oranlai
arusinda wtaustihsel olarak anlami fark bulunmad: (p > 6.05 ).

S.MESA suglariin incelenmesinde kullanilan ¢ konvansiyonel yontem arasmda
afamb fark saptanmads ( p > 0.05).

+.PZR yontemi referans yontem olarak alindizinda; G¢ Kosvansiyonel yonaiemin
spestlitesi ¥4 100 | sensitivitesi % 90.9 bulundu.

5.Disk diffiizyon yontemi ile MRSA olarak degerlendirilen 30 susun hepsinde | oria
cuyarl olarak degerlendirilen 1 susta ve MSSA olarak degerlendirifen 40 susun 2'sinde PZR
yontemi tle Mec A geni bulundu.

6.PZR yontemi ile Mec A geni aragnrlmasinda | amplifikasyon riplindeki 1.5 mivi
MgCly i, F mM konsantrasyondan daha iyi sonug verdigdi sapiandi.

7.MRSA suglaniuin alternatif antibiyotildere direnc durumlan disk diffizyon yontemi
e degerlendmildiginde, Amoksisilin + Klavulauik asite Y 59 | Geatamisin 'e % 75.
Norlloksasin'e % 40 , Azitromisin ‘e % 65 . Penisilin G 've %o 100 , Scftriakson 'a % 44

oramnda dweng butunurken . Vankonusin ‘e direng saptanmad.
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Bu catiniada Liond Universiiest Tip Fakultesi Arvastirme ve Uysulama hastanesiide
vunin S hastadan , polikdicib laride takip edden 30 hastadan | hasianede adrevii 50
personclden ve normal poputasyordan 50 Kiziden izole edilen woplam 200 S.aursus susunda
Ricosdne direncimnne aragunbmasinda; disk  ditflizyon, agar wrama ve agar  diliisyon
yortetiivonim spesitite ve sensitivitelen keadi aralarinda ve PZI yontemi ile karsilustirtd,
Malatya balgesinde MRSA oramt % 29-30.5 arasinda bulundu. Izoie ediien suglarin
kuvaaklas aiusinda fark saptanmad: (( p > 0.05 ). Ug konvansiyonel yontem arasinda
speditite ve sensitivitz farke saptanmadi. Ancak  bu yontemler PZR yontemi  ile
kiyustandiklannda % 90.9 oramnda sensitif ve % 100 oranmda spesifik bulundular,
Disk diffiizyon ybntemi ile MRSA suslanmin Amoksisilin + Kiavulanik asit,
Vankomisin. Geniamisin, Norfloksasin, Azitromisin, Penisiiin G ve Sefiriakson’ a direng
durwiolan arayonaidi,. MRSA suglaninin Amoksisilin + Klavulanik asit 'e 9% 59, Gentamisin

‘e " 73 Nortloksasin'e % 40 | Azitromisin'e % 65 . Penisilin G 'ye % 100 Sefiriakson'a %

44 oraninda divengii olduklan | kicbirinin Vankomisin'e direng gostennedidi saptand:
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SUMMARY

Thiz siudy was done at inanit Umversity Medical Facully, Research and Application
Hospiial, For the study, 50 inpaiens, 50 outpaiices, S0 hospital staff and 30 people not
relaied Lo the hospital were chosen. Methicillin resistance was detected from the total of
260 S.aureus sieains isolated from the people menuoned above.

by this siudy, (e specifities and sensitivities of disc diftuston, agar dilution and agar
serecn methoss were compaired with themselves and with the PCR method.

There was no significanr specifity and sensitivity ditference between ihose thiec
conventional methods. However; if those three methods were compaired with the PCR
method. it was found that, they were 90.9 % sensitive and 100 % spesific.

By using this method, the frequency of MRSA strains; isolated from differeat
sources and their resistance to Amoxycillin + Clavulanic acid, Vancomycin, Gentamycin,
Nortloxacin, Azithromycin, Penicillin G and Ceftriaksone were detectad.

it was also found that, MRSA ratio in Malatya is 29-30.5 %. There was no
sienificant ditference between the origins of isolated strains (p > 0.05).

MESA strains had resistance, 59 % o Amoxycillin + Clavulanic aad, 75 % tw
Gentarycin. 40 % 1o Norfloxacin, 65 % to Azithromycin, 100 % to Penicillin G and 44 %

1 Ceftrimyone. None of the MRSA strains had resistance (0 Vancomycin.
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