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1.GIRIS

Stafilokoklar, insan normal florasinda bulunmakla birlikte ciddi
enfeksiyonlara neden olan en 6nemli bakterilerdendir. Son zamanlarda gittik¢e artan
oranda hastane ve toplum kaynakli enfeksiyon etkeni olmaya baslamiglardir. Deri,
yumusak doku, yara enfeksiyonu ve besin zehirlenmesi gibi tablolardan osteomiyelit,
septik artrit, pndmoni, menenjit, endokardit ve sepsis gibi yasami tehdit eden ve
yiiksek mortaliteye yol acan ¢ok ¢esitli enfeksiyonlara sebep olurlar [1, 2].

Stafilokoklarin insanlarda cesitli firsat¢1 enfeksiyonlara yol agtigt uzun
zamandan beri bilinmektedir [3]. Bu cins i¢indeki en patojen tiir olan S. aureus
Ozellikle hastane kokenli enfeksiyonlarda Onemli morbidite ve mortaliteye yol
acmaktadir. 1980°’li yillardan itibaren metisiline direngli S. aureus (MRSA)
suslarinin pek ¢ok hastanede yaygin olarak goriilmeye baslamasiyla klinik ve

epidemiyolojik bir sorun haline gelmistir [4].

Koagiilaz negatif stafilokok (KNS) tiirleri insanlarin normal deri ve mukoza
florasinin 6nemli bir tyesidir [4, 5]. Son yirmi yildir basta S. epidermidis olmak
tizere KNS’lerin 6nemli nozokomiyal enfeksiyonlara yol agabildigi bilinmektedir [4].
S. epidermidis’in dogal ve prostatik kapak endokarditi, bakteriyemi, cerrahi yara
enfeksiyonu etkeni oldugu ve iriner sistem katater, intravaskiiler katater

enfeksiyonlarina ve sant enfeksiyonlarina yol agtigi bilinmektedir [6].

Makrolid (eritromisin v.b.), linkozamid (klindamisin v.b.) ve streptogramin
(kuinopristin-dalfopristin v.b.) grubu antibiyotikler (MLSg), stafilokoklar da dahil
olmak iizere Gram-pozitif bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir [7, 8]. Makrolidler ve klindamisin 6zellikle deri ve yumusak doku
enfeksiyonlar: ile penisiline alerjik hastalarda bir alternatif olarak sik kullanilan
antibiyotiklerdir [9, 10]. Klindamisin, deri, yumusak doku ve intraabdominal organ
enfeksiyonlarinda sik kullanilan bir antibiyotiktir [11]. MLSg grubu antibiyotikler,
kimyasal yapilar1 farkli ancak protein sentezinin inhibisyonu suretiyle benzer etki
mekanizmasina sahiptir. Bu grup antibiyotiklere direng, hedef bolge degisikligi,
enzimatik inaktivasyon ve aktif olarak ilacin disa atilmasi sonucu gelisebilmektedir.
Hedef bolge degisikligi, erm (eritromisin ribozom metilaz) geninin kodladig

enzimlerin etkisiyle, MLSg grubu antibiyotiklerin hedef bolgesi olan 23S rRNA’daki



adenin rezidiilerine metil grubunun eklenmesi sonucu veya 23S rRNA V. kangalinin
merkez kisminda ya da L4 ve L22 gibi ribozomal proteinlerdeki mutasyonlar
sonucunda olmaktadir. Birgok erm geni kromozomal yerlesimli olup transpozonlar
araciligiyla taginirken, bir kismi da plazmid kaynakli olarak tasinmaktadir. erm
geninin ekspresyonu yapisal-konstitiitif (CMLSg) veya indiiklenebilir (iMLSg)
karakterdedir. Yapisal ekspresyon indiikleyicilerin varligi veya yoklugundan
bagimsiz olarak siklikla erm genlerinin regiilator bolgelerindeki nokta mutasyonlari,
delesyon veya duplikasyon gibi degisiklikler sonucunda goriilir [12, 13]. Makrolid
direnci, disa atim mekanizmasina bagli olarak da gelisebilmektedir. Bu sekilde
gelisen dirence makrolid-streptogramin B (MSg) direnci adi verilir ve bu tiir direng
stafilokoklarda msrA geni tarafindan kodlanir [8]. MLSg grubu antibiyotiklere direng

gelismesi nedeniyle bu ilaglarin yeni tiirevleri gelistirilmistir.

Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) prevalansinda goriilen
artig, stafilokok enfeksiyonlarinin ampirik tedavisinde kullanilabilecek antibiyotik
seceneklerini siirlamaktadir. Glikopeptid grubu antibiyotiklerin stafilokoklara karsi
etkisi oldukca giicliidiir ancak 6nemli yan etkilerinin olmasi, sadece hastanede yatan
hastalarda kullanilabilmesi, tedavi maliyetinin yiiksek olmasi ve son ddnemde
vankomisine direngli suslarin da ortaya cikmasi, stafilokoklarin etken oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde glikopeptidlere alternatif olabilecek yeni antibiyotiklerin
arayigin1 giindeme getirmistir [14]. Klindamisin, MRSA’nin neden oldugu deri ve
yumusak doku enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan 6nemli bir alternatiftir.
Bununla birlikte klindamisine kars1 saptanan indiiklenebilir makrolid, linkozamid ve

streptogramin B direnci (iMLSg) direnci, bu antibiyotigin etkinligini azaltmaktadir.

Bu calismada, indiiklenebilir MLSg direncini eritromisin ve klindamisin
disklerinin kullanildig: ¢ift disk difiizyon testi (D test) ile saptamay1 ve polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile MLSg ve MSg direncine yol agan erm ve msr genlerinin

varligini tespit etmeyi amacladik.

Bu tez calismasinda, izmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk Egitim ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na ¢esitli yatan hasta
servislerinden gonderilen ¢esitli numunelerden izole edilen Stafilokok tiirleri

kullanildi. Stafilokok enfeksiyonlarinda hizli ve dogru bir sekilde taninin konmasi ve



antibiyotik duyarlilik profilinin belirlenmesi klinisyenin dogru bir sekilde tedaviye
baslamasi, hastanin prognozu, komplikasyonlarin azaltilmasi, hastanede kalis
siiresinin azaltilmasi ve hastane maliyetlerinin diisiiriilmesi acgisindan oldukga
Oonemlidir.

Bu tez calismasi ile makrolid direnci oranlart ve direng ile iligki genlerin

hastanemizdeki izolatlarda dagiliminin belirlenmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. STAFILOKOKLAR
2.1.1. Tarihce

Stafilokoklar ilk kez 1878’de Robert Koch tarafindan insan cerahatinde
bulunmustur. 1880°de Pasteur tarafindan sivi besiyerinde iiretilmis ve 1881 yilinda
Ogston bu mikroorganizmalarin ylizeyel siipliratif inflamasyona, septisemi ve
pyemiye yol acabilecegini, agiklayarak patojenitelerini vurgulamistir [5, 15].

Staphylococcus terimi Yunanca staphyle (iiziim salkimi) kelimesinden
tiiretilmistir ve kiimelenmeler yaptiklarindan dolay1 1882 yilinda Ogston tarafindan
bu mikroorganizmalara “Staphylococcus” ismi verilmistir [4].

Rosenbach 1884’te stafilokoklarin ilk kez saf kiltliriinli yapmis ve
karakteristik Ozelliklerini laboratuvarda inceleyerek, kati1 besiyerinde beyaz ve sari
renkli koloniler olusturan iki farkli stafilokok tespit etmistir. Beyaz renkli kolonileri
Staphylococcus albus, sari-portakal rengi kolonileri ise Staphylococcus aureus (S.
aureus) olarak isimlendirmistir. Winslow ve arkadaslari 1920 yilinda stafilokok
cinsini Micrococcaceae familyasina dahil etmistir [5, 16, 17].

Penisilinin kesfedilip 1941 yilinda klinikte kullanilmaya baslanmasiyla
stafilokok enfeksiyonlarinin prognozu degismistir. Penisilinaz {ireten stafilokoklar
1944 yilina gelindiginde ilk kez Kirby tarafindan bildirilmistir. 1960’11 yillarin
sonunda ise hem hastanelerden hem de toplumdan izole edilen suslarin %80’den
fazlas1 penisiline direngli hale gelmistir [18, 19]. Penisilinaza direngli ilk
semisentetik antimikrobiyal ajan olan metisiline kars1 1961 yilinda ilk direngli S.
aureus suslart bildirilmistir. 1970’11 yillarda birgok antibiyotige (klindamisin,
kloramfenikol, tetrasiklinler, makrolidler, rifampin, aminoglikozidler ve trimetoprim
sulfametoksazol) direng gelismistir [19]. Antibiyotiklere ¢oklu direng gosteren
MRSA suglart 1980’lerin sonlarinda ve 1990’11 yillarda tiim diinyaya yayilmis ve
hastanelerde en sik rastlanan nozokomiyal patojenler arasinda yerini almistir [20].

Elli y1l kadar 6nce klinisyenler ve mikrobiyologlar, 1958 yilinda septisemili
hastalarda elde edilen verilerle KNS’lerin olast patojenligine dikkat ¢ekmislerdir.
1970’li yillarda, KNS’lerin piyojenik enfeksiyonlar ile ventrikiiloatrial sant
enfeksiyonlarindan sorumlu olabilecegi saptanmistir. 1980’li yillara gelindiginde

KNS ile olustugu diisiiniilen enfeksiyonlar giderek artmistir. “National Nosocomial



Infections Surveillance System (NNIS)” verilerine gore KNS’ler 1980’li yillarin
sonu 1990’11 yillarin baslarinda tiim patojenler i¢inde ilk beste ve hastane kokenli
kan izolatlar1 arasinda da ilk sirada gelmektedir. Yine NNIS 1995-2001 yillar
arasinda KNS’lerin nozokomiyal bakteriyemi etkenleri i¢inde %30’luk oran ile ilk
sirada yer aldigini bildirmektedir [21]. Son yillarda intravaskiiler kateter ve protezler
gibi gecici veya kalici tibbi cihazlarin c¢esitli hasta gruplarinda (Yogun bakim
hastalari, prematiire yeni doganlar, kanser ve transplant hastalar1 gibi bagisik
yanitlar1 yetersiz hastalar) daha sik kullanilmasina bagli olarak bu firsatel

patojenlerin klinik 6nemleri artmistir [4, 21].

2.1.2. Siiflandirma

Stafilokoklar 6nceleri Planococcus, Micrococcus, Stomatococcus cinsleri ile
birlikte “Micrococcaceae” ailesi i¢inde simiflandirilirken molekiiler tekniklerin
gelismesiyle yapilan DNA-ribozomal RNA hibridizasyonlari, 16S rRNA sekans
analizleri gibi genetik c¢aligmalar ve kemotaksonomik analizler (hiicre duvari
kompozisyonu, hiicresel yag asitleri gibi) aslinda bu mikroorganizmalarin
birbirlerinden farkli olduklarimi goéstermis ve tek bir aile i¢inde toplanmamasi
gerektigini ortaya koymustur [2]. Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin
yeni baskisinda stafilokoklar Firmicutes subesi, Bacilli sinifinda, Bacillales

takimindaki Staphylococcaceae ailesi iginde Genus I olarak siniflandirilmistir [22].

2.1.3. Goriiniim ve Boyanma Ozellikleri

Stafilokoklar  birden fazla diizlemde boliinerek tiziim salkimi seklinde
diizensiz kiimeler olusturan 0,5-1,5 um ¢apinda, hareketsiz, sporsuz, gram pozitif
koklardir. Genellikle katalaz pozitif (S. saccharolyticus ve S. aureus subsp.
anaerobius harig), modifiye oksidaz negatif (S. sciuri, S. lentus ve S. vitulinus harig),

mikroorganizmalardir [2, 23].



2.1.4. Ureme Ozellikleri

Zorunlu anaerop olan S. saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius
disinda fakiiltatif anaerop olup c¢ogunlukla aerop iiremeyi tercih ederler. Kati
besiyerlerinde 18-24 saat iginde beyaz ya da altin saris1 pigmentli, 1-3 mm ¢apinda,
yuvarlak kenarli, kabarik parlak yiizeyli, tereyag1 kivaminda, S tipi, beta hemolitik
veya non hemolitik koloniler yaparlar. Alfa hemoliz yapan stafilokok tiirii tespit
edilmemistir. Hiicre zarinda yer alan kolonilere altin saris1 rengini veren karotenoid
yapisindaki pigmentler bazi S. aureus ve KNS’ler tarafindan tiretilir. Basit besiyerleri
dahil bir¢ok besi yerinde kolaylikla {iirerler. Besiyerine kan, serum, glikoz gibi

maddeler konularak zenginlestirilirse tireme daha ¢abuk ve kolay olur [2, 5, 16].

2.1.5. Biyokimyasal Ozellikleri

Optimal 30-37 °C ve 7-7.5 pH’da irerler. S. aureus suslar1 koagiilaz
pozitiftir. Koagiilaz pozitif olan diger stafilokoklar; S. intermedius, S. lugdunensis, S.
hyicus, S. delphini, S. lutrae, S schleiferi subsps coagulans ve subsps schleferi’dir.
Stafilokoklar, glukozu fermentatif olarak pargalar ve son iriin olarak laktik asit
olustururlar. Ayrica laktoz, siikroz, mannoz, trehaloz ve maltozu da fermente
edebilirler. Mannitolii ise sadece S. aureus fermente eder. Stafilokoklarin ¢ogunlugu
%7.5-10’luk NaCl iceren basit besiyerlerinde iireyebilirler. Nitratlar1 nitritlere
indirgerler furazolidon ve lizostafine duyarli olmalarina karsin, basitrasine direng

gosterirler [2, 5, 16].

2.1.6. Virulans ve Patojenite

S. aureus konakta enfeksiyon olustururken yapisinda bulunan bir¢ok yapisal
elemanlardan, enzimlerinden ve toksinlerinden yararlanir. Bu patojenite faktorleri
sayesinde fagositozdan kagabilir, deri ve deri altina kolayca yayilabilir ve tipik apse
formunu olusturabilirler. Ayrica toksinleri araciligi ile farkli enfeksiyonlara da neden

olurlar.



2.1.6.1. Yapisal Komponentler

Kapsiiler Polisakkarit: S. aureus 'un 6zellikle mukoid tiirlerinde polisakkarit yapida
bir mikrokapsiil vardir. Bu yapi, bakteriyi fagositozdan korur, mitojenle
karsilasmasindan sonraki mononiikleer hiicrelerin proliferasyonunu inhibe eder ve
konak hiicreleri ile sentetik materyallere yapismasini saglar. Bugiline kadar
tanimlanan 11 kapsiiler serotip i¢inde insan enfeksiyonlarinin %75’ inden sorumlu

olanlar tip 8 ve 5°tir [5, 24, 25].

Peptidoglikan Tabaka: Bakteri hiicre duvari; mikroorganizmaya seklini veren,
yapisal sertlik saglayan ve dis ¢evre sartlarina karsi fiziksel bariyer olusturan bir
yapidir. Hiicre duvarina sertlik veren kisim peptidoglikan tabakasidir. Bu tabaka N-
asetilglikozamin ve N-asetilmiiramikasitin p-1,4 bagi ile baglanmasiyla olusan
tekrarlayan disakkarit birimlerden olusur. Polimerdeki N-asetilmiiramikasit
rezidillerinin C3  karbonuna L-alanin, D-glutamin, L-lizin ve D-alanin
amioasitlerinden olusan kisa bir tetrapeptid zinciri baglidir. Bu zincirdeki D-alanin
rezidiisii diger peptidoglikan zincirindeki N-asetilmiiramik asite bagl tetrapeptidin
L-lizin rezlidisiine, 5 glisin aminoasitinden olusan bir pentapeptid ile baglanir [2, 5].
Stafilokoklarin peptidoglikan tabakasi, makrofajlarin sitokin salinimini uyarir,
kompleman aktivasyonuna yol acar ve trombosit agregasyonuna sebep olur. Ayrica
monositlerden interlokin-1 (IL-1) salinimini uyararak polimorfoniikleer 16kositlerin

enfeksiyon bolgesine toplanmalarina ve sonugta apse olusumuna yol agarlar [26].

Teikoik Asit: Bakteri hiicre duvarinda bulunur, mukozalarda bulunan &zgiil
reseptorleri (fibronektin, fibrinojen, laminin, trombospondin, elastin, kolajen,
vitronektin ve sialoprotein) ile birleserek stafilokoklarin enfeksiyon bdlgesine
yapismasint saglar. Teikoik asit, peptidoglikan tabakaya ya da lipofilik zincir
arasindan sitoplazmik membrana kovalan olarak baglanmis, tiire 6zgii fosfat igeren
polimerlerden olusur. Kalinligi, bakteri tiiriine gore degismekle birlikte 10-12 nm
arasindadir. Teikoik asitler bulunduklar1 yere gore 2 kisma ayrilir. Bunlar; hiicre
duvari ve membran teikoik asitleridir. Duvar teikoik asitlerinden N-asetil glukozamin

(GlcNACc) rezidiileri igeren ve polisakkarit A olarak da adlandirilan ribitol teikoik asit



S. aureus’ta, glikozil rezidiileri igeren ve polisakkarit B olarak da adlandirilan

gliserol teikoik asit ise S. epidermidis’te bulunur [27-29].

Protein A: S. aureus’un hiicre duvarinin dis yiiziinde bulunan ve ayni zamanda dis
ortama da salgilanan 42 kDa agirliginda bir molekiildiir. Bu protein IgGs hari¢ tiim
insan IgG alt smiflarmin  Fc bolgesine baglanabilme yetenegine sahiptir.
Immiinglobulinlerin Fc bolgelerine baglanan protein A, bakteriyi antikora baglh

fagositozdan ve komplemana bagli viicut savunmasindan korur [27].

2.1.6.2. Toksinler

S. aureus, bes sitolitik (membran eritici toksin) (alfa, beta, delta, gama ve
Panton-Valentine 16kosidin), iki eksfoliatif toksin (A ve B), 8 enterotoksin ve toksik
sok sendromu toksinini (TSST-1) {iiretebilmektedir. Sitolitik toksinler hemolizin
olarak da adlandirilmaktadir. Sitotoksinler notrofilleri eriterek, lizozomal
enzimlerinin aciga ¢ikmasina ve etraflarindaki dokular1 haraplamalarina neden olur.
Eksfoliatif toksin A, enterotoksinler ve TSST-1 siiperantijen olarak adlandirilan bir
polipeptid smifina dahildirler. Siiperantijenler makrofajlardaki MHC-2 (major
histocompatibility complex 2) molekiillerine baglanir. MHC-2 molekiilleri spesifik
olarak T-hiicre reseptorlerinin beta alt birimine baglanarak T-hiicrelerinin
proliferasyonuna ve doku hasarin1 baglatacak sitokinlerin salinimina neden olurlar

[30].

Alfa Toksin: Eritrosit, polimorfoniikleer 16kosit, trombosit ve fibroblast gibi ¢ok
degisik hiicrelere letal etki gosteren en dnemli hemolizindir [26]. Geg logaritmik
tireme safhasinda hiicre disina salgilanarak hedef hiicre membrani iizerinde por
olusturur, hiicre digina hizla potasyum ve diger kii¢ciik molekiiller ¢ikar, sodyum ve
kalsiyum iyonlari hiicre i¢ine girer [31]. Sonug olarak osmotik dengesi bozulan hiicre
parcalanir. Alfa hemolizin ayrica dermonekrotik etki ve ndrotoksik etkiye de sahiptir.
Norotoksik etkiyi miyelin kiliflarinda demiyelinizasyon olusturarak yapar. Kanl
agarda iireyen S. aureus kolonilerinin gevresindeki beta hemolizden de bu toksin

sorumludur [2, 5].



Beta Toksin (sfingomyelinaz C): insan eritrositleri, 16kosit ve fibroblastlar1 etkiler.
Hemolitik aktiviteye sahip hiicre disi ortama salinan ve 35 kDa agirliginda bir
proteindir. Aktivasyonu i¢in magnezyum ve kobalt iyonlarina gereksinimi vardir. Bu
toksin sicak-soguk hemolizin olarak da bilinir. Eritrositler soguga maruz kaldiginda
beta toksinin hemoliz etkisinde artis goriiliir. Dermonekrotik etkisi bulunmaz [2].
Beta toksin ayn1 zamanda B grubu streptokoklar ve Listeria monocytogenes
tarafindan tretilen ve S. aureus’un hemolizini artiric1 etkiye sahip olan CAMP

faktorle etkilesen ve sinerjik hemolize sebep olan yapidir [5].

Gama Hemolizin ve Panton-Valentine Lokosidin: Gama hemolizin proteinleri
hemolizin y A (HIgA), hemolizin y B (HIgB), ve hemolizin y C (HIgC), olmak {izere
ti¢ farkli proteindir. Panton-Valentine 16kosidin proteinleri ise olan LukS-P-V ve
LukF-P-V olmak iizere iki farkli proteindir. HIgA, HIgC ve LukS-P-V proteinlerine,
kimyasal olarak c¢oziicii iginde yavas ayristiklarindan S (slow-eluting protein)
proteinleri adi verilir. HigB ve LukF-P-V proteinlerine ise ¢oziicii i¢inde hizli
ayristiklarindan F (fast-eluting protein) proteinleri adi verilir [2, 32]. Ug¢ S
proteininden her biri, iki F proteininden biri ile baglanir. Béylece biyolojik aktiviteye
sahip alt1 farkli ¢esitte ikili kompleksler olusur. Bu bes proteinden hig biri tek bagina
hemolitik veya ldkosidal aktiviteye sahip degildir. Ikili kompleksler
olusturduklarinda tiimii 16kositleri etkili bir sekilde eritirken, hemolitik aktiviteleri
degiskenlik gdosterir. Bu toksinler hedef hiicrelerde por olusturur ve hiicre
membraninin basta potasyum olmak {izere katyonlara gecirgenligini artirir ve 16kosit
sitoplazmasinda degraniilasyona yol agarak erimelerine neden olmaktadir [2, 32, 33].
Diger por olusturan lokosidinlerin aksine Panton-Valentine Lokosidin (PVL)
eritrositleri haraplamaz, l6kositler ve makrofajlar1 etkiler. PVL geni bakteriye bir
bakteriyofaj araciligiyla gecer. Ozellikle pulmoner ve deri enfeksiyonlariyla iliskili

oldugu bulunmustur [34].

Delta Hemolizin: Heterojen bir toksindir ve non-iyonik deterjanlarin icinde alt
tinitelerine ayrisir; biyolojik membranlar1 parcalar ve adenilat siklaz1 aktive ederek
CAMP salinnmina neden olur. Bu enzimatik aktivite, stafilokoksik toksik sok

sendromu ve stafilokokal besin zehirlenmesinde rol oynar. Insan, tavsan, koyun ve



maymun eritrositlerini eritir. Biyolojik etkinligi genis olup, eritrosit, l0kosit,
makrofaj, lenfosit ve trombositleri hasara ugratan bir proteindir [2, 35]. Bu hemolizin
S. aureus tiirlerinin %97sinde ve koagiilaz negatif stafilokoklarin %50-70’inde
bulunur [36].

Eksfoliyatif (epidermolitik) Toksin: Stafilokokal haslanmis deri sendromuna yol
acan toksinlerdir. Eksfoliyatif toksin A ve eksfoliyatif toksin B olmak iizere iki
proteinden olusur. Eksfoliyatif toksin A 1siya dayaniklidir ve kromozomal
kaynaklidir. Eksfoliyatif toksin B 1s1ya duyarl bir proteindir ve plazmid kaynaklidir.
Bu toksinler siiperantijen o6zelligindedir ve proteolitik (serin proteazlar) aktiviteye
sahiptirler [2, 37]. Her iki toksinde epidermisdeki stratum granulosum tabakasini
olusturan hiicrelerin interseliiler baglarmin kopmasina ve stratum granulosum’un
ayrilmasina neden olurlar [37]. Toksin sitoliz ya da inflamasyon yapmadigindan
epidermis tabakalarinin gram boyamasinda stafilokoklara ya da 16kositlere

rastlanilmaz. Bu da tan1 koydurucu bir 6zelliktir [2, 27, 38].

TSST-1: Toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1) molekiiler agirligi 22 kDa olan
kiigiik bir protein olup 1siya ve proteolitik enzimlere direngli bir ekzotoksindir ve
stiperantijen yapisindadir [2]. Siperantijenler, antijen sunan hiicreler tarafindan
antijenik peptidlerin hiicre i¢inde islenip sunulma asamalarina gerek duymadan MHC
siif II reseptorlerine antijen baglanma bdolgesinin diginda, baska bir yerden
baglandiktan sonra T-hiicre reseptorlerinin degisken bolgelerine baglanarak bu
hiicrelerden asir1 miktarda IL-1, tiimor nekroz faktor ve interferon-y salinimina yol
acarlar ve ciddi sistemik etkilere neden olurlar [2, 5]. Koagiilaz negatif
stafilokoklarinda TSST-1 {iretebildikleri yapilan c¢alismalarla gosterilmis ve bu

organizmalar tarafindan olusturulan TSS vakalari bildirilmistir [35].

Enterotoksinler: Isiya direngli, 100 °C’ye 30 dakika dayanabilen, gastrik ve jejunal
enzim hidrolizine direngli, polipeptit yapisinda siiperantijendirler [17]. A, B, C1, C2,
C3, D, E ve F olmak tizere sekiz farkli serolojik stafilokokal enterotoksin tipi
tanimlanmistir. Enterotoksin F  TSST-1 olarak adlandirilir. En  sik  besin
zehirlenmesinee yol acan toksin enterotoksin A’dir. B ise hastane enfeksiyonlarinda

cok karsilasilan bir toksindir ve pseudomembranéz enterokolite neden olur [4].
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Entreotoksin B ve nadiren enterotoksin C mensturasyon dis1 toksik sok sendromu
vakalarmin yaklasik yarisindan sorumludur. Diger enterotoksinlerin prevalansi daha

diisiiktiir [26].

2.1.6.3. Enzimler

Katalaz: Stafilokoklar (S. saccharolyticus ve S .aureus subsp. anaerobius harig)
katalaz enzimi ile hidrojen peroksiti su ve oksijene doniistiiriirler. Stafilokoklarin
streptokoklardan ayriminda kullanilir. Bakteriler, bu enzim sayesinde fagositlerin

icinde toksik oksijen radikalleri tarafindan 6ldiiriilmeye direng kazanir [2, 39].

Koagiilaz : S. aureus suslarinda iki tip koagiilaz bulunur. Bunlar; fibrinojeni fibrine
direkt doniistiiren bagli koagiilaz (Clumping Factor) ve bu doniisiimii serumdaki
koagiilaz reaktif faktér (CRF) ile yapabilen serbest koagiilazdir. Serbest koagiilaz
protein yapisindadir ve proteolitik enzimlerle kolaylikla inaktive edilir. Ayrica bagh
koagiilaz stafilokoklarin kiimelesmelerini de saglar. Bu sayede stafilokoklar,
girdikleri organizmada fibrin bir zirh ile kaplanir ve fagositoza kars1 korunduklar
gibi ayni zamanda serumun bakterisid etkisini de Onlediklerinden patojenite
kazanirlar. Koagiilaz enzimi lamda ve tiipte koagiilaz olmak tizere 2 sekilde
arastirilmaktadir. Lam deneyi ile kiiltiir siizlintiilerinde bagli koagiilaz ortaya

konurken tiip deneyi ile kiiltiir siiziintiilerinde de bulunabilen serbest koagiilaz tespit
edilmektedir [17, 40, 41].

Hyaliironidaz (yayilma faktorii): Bu enzim S. aureus suslarmm %90’dan
fazlasinda bulunur ve antijenik ozellikte olan bir enzimdir. Konak bag dokusu
matriksindeki hiyaliironik asidi parcalar ve mikroorganizmanin dokudaki yayilimini

artirir [42].
Fibrinolizin (Stafilokinaz): Tim S .aureus suslari tarafindan firetilir. Bu enzim

plazmada bulunan plazminojeni aktive ederek plazmin olusturur. Plazmin de fibrin

pihtilarini eriterek bakterinin yayilmasina neden olur [16].
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Lipaz: Lipidleri hidrolize eder. Stafilokoklarin yagh deride yerlesmesini saglar [17,
43]. Stafilokoklarin yiizeyel dokulari invaze ederek fronkiil ve karbonkiil gibi

enfeksiyonlarin olusmasinda rol oynadigi diistiniilmektedir [42].

Niikleaz: Koagiilaz pozitif S. aureus’larin %90-96’sinda bulunan 1siya direngli
DNaz enzimleri endo ve ekzoniikleaz aktivitesine sahip, niikleik asitleri 3’-

fosfomononiikleotidlere pargalayan fosfodiesterazlardir [17].

Penisilinaz (p-Laktamaz): Penisilindeki beta-laktam halkasini hidrolize ederek
antimikrobiyallere diren¢ geliSmesine neden olur. Penisilinaz plazmidler tarafindan
kodlanir ve suslar arasinda direncin hizla yayilmasina neden olur. Ulkemizde ve

diinyada penisilinaz sentezleyen stafilokoklar son derece yaygin olup oranlar1 %80-

90’dir [43].

2.1.6.4. Slime Faktor

Slime, mikroorganizmanin konak hiicreye veya yapay yiizeylere adezyonunu
saglayan bir yapidir. Yiizeye adezyonda mikroorganizma ile yiizey arasindaki
hidrofobik etkilesim ve hidrojen baglari etkilidir. Konak matriks proteinlerine
baglanmada aracilik eden ve MSCRAMM (mikrobiyal ylizey komponentini tantyan
adezif matriks molekiilleri) olarak da adlandirilan adezinler; fibronektin, fibrinojen,
elastin, osteopontin ve kolajene baglanirlar [2, 44]. Stafilokoklarin viicut igine
yerlestirilen cihazlara yapismasi ilk asamayir olusturmaktadir. Biyofilm tabakasi
olustuktan sonra kolonizasyon meydana gelmekte ve biyofilmden ayrilan
mikroorganizmalar sepsise yol agmaktadir. Slime maddesi amorf kapsiil yapisinda,
glikokaliks materyali olup %40 karbonhidrat, %27 protein i¢ermektedir. Slime
pozitif stafilokok suslarmin daha viriilan ve antibiyotiklere daha direngli olduklar1
bildirilmektedir. Slime faktér hiicresel immiin yanit1 baskilar, opsonizasyonu,

notrofil kemotaksisini ve nétrofil fagositozunu inhibe eder [2, 38].

2.1.7. Epidemiyoloji

Stafilokoklar dogada yaygin olarak bulunur. Cilt ve nazofarinkste

bulunmalarindan dolay1 yayilmasi kolaydir ve bir¢ok hastane kaynakl
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enfeksiyondan sorumludurlar. Stafilokoklar yiiksek 1s1, dezenfektanlar ve antiseptik
sollisyonlara duyarli olmasina ragmen, kuru yiizeylerde uzun siire canliliklarini
siirdiirebilirler. Bu nedenle, mikroorganizmalar duyarli kisilere direkt temas veya
kontamine materyallerle bulasabilirler [45]. Bakterinin etken oldugu hastane
enfeksiyonlarinda en Onemli kaynak, hastalar veya hastane personelinin burun
tagtyrciligidir. S. aureus; basta burun olmak {izere aksiller bolge, vajen, farinks veya
yarali deri bolgelerinde enfeksiyon olusturmadan kolonize olabilir. Bu sekilde burun
mukozasi veya deride kolonize olan bakteri, kiiciik bir travma sonrasi kana veya
derin dokulara yayilir. Virlilans faktorleri ile konak savunma mekanizmalarinin
etkilerine bagli olarak ciddiyeti degisen sepsis veya toksik sok sendromu gibi

enfeksiyonlara yol a¢abilecegi unutulmamalidir [27, 28].

2.1.8. Enfeksiyonlari

S. aureus’un olusturdugu enfeksiyonlar; deri ve yumusak doku
enfeksiyonlari, bakteriyemi ve endokarditler, organ enfeksiyonlari, toksinleriyle
olusan hastaliklar olmak iizere dort grupta incelenebilir.

KNS’ler ise hastane kaynakli enfeksiyonlarda onemli oranlarda izole
edilirken, toplumdan edinilmis enfeksiyonlarda da sik karsilasilir hale gelmistir [21].
KNS’ler katater ve sant enfeksiyonu, protez kapak ve iiriner sistem enfeksiyonu

etkeni olabilmektedir.

2.1.8.1. Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlar:

Impetigo: Daha ¢ok kiiciik cocuklarda yiiz ve ekstremitelerde goriilen yiizeyel bir
enfeksiyondur. Baslangigta kii¢iik makiil tarzinda iken, sonradan kirmizi bir zemin
lizerinde iltihapla dolu bir vezikiil gelisir. Impetigo genellikle S. aureus tarafindan
olusturulurken tek basina ya da S. aureus ile birlikte A grubu streptokoklarin da
neden oldugu olgular tiim olgularin %20’sinde rastlanir [2, 45].

Folikiilit: Etken c¢ogunlukla S. aureus'tur. Kil follikiilleri ve apokrin bezlerin
epidermise lokalize enfeksiyonudur. Tedavisinde lezyonun temizlenmesi, tuz
kompresi ve topikal antibiyotikli ya da antifungal pomadlarin kullanilmasi yeterlidir

[46].
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Fronkiil ve Karbonkiil: Etken hemen daima S. aureustur. Fronkiil kil
follikiillerinin enfeksiyonudur, ancak dermis ve subkiitan dokuya da yayilim gosterir.
Birden fazla komsu fronkiiliin birlesmesiyle karbonkiil meydana gelir. Kiigiik
fronkiillerde sicak nemli pansuman drenaj i¢in genellikle yeterlidir. Karbonkdiiller ve
biiyiik fronkiillerde insizyon ve drenaj gereklidir. Eger lezyonu gevreleyen seliilit
veya ates yoksa sistemik antibiyotik verilmemelidir. Karbonkiil, ¢evresinde seliiliti
veya atesi olan fronkiil veya yliz bolgesindeki fronkiiller siklikla antistafilokokal bir
antibiyotikle (6rn. floksasilin, amoksisilin-klavulanik asit veya sefaleksin) tedavi
edilebilir. Daha 6nce hastanede yatis Oykiisii olanlarda toplum koékenli metisiline
direncli S. aureus (MRSA) etken olabileceginden dolayr trimetoprim-
stilfametoksazol (TMP-SMZ) tedavi icin diisiiniilebilir. Penisilin allerjisi olanlarda

ise klindamisin, makrolid veya TMP-SMZ kullanilabilir [47, 48].

Siipiiratif Hidradenit: Apokrin ter bezlerinin piyojenik enfeksiyonudur. Aksilla,
perine ve genital bolgede goriiliir. Lezyonlar bazen kendiliginden drene olabilir ve
genellikle hipertrofik skar dokusu ile iyilesir. Tedavide topikal antimikrobiyaller ve

drenaj uygulanir [27].

2.1.8.2. Organ Enfeksiyonlar1

Pnomoni: S.aureus pndmonilerinin %42’si 1 yas altindadir. Stafilokok pnémonileri
antibiyoterapi ve respiratuvar resiisitasyon tekniklerinin geligmesine ragmen
cocukluk c¢ag1 bakteriyel pnomonileri arasinda en ciddi pndémoni grubudur. Bu
hastalik daha ¢ok bebek ve kiigiik ¢cocuklarda goriiliiyorsa da bu yas grubu ile siirh
degildir [49]. Stafilokok sepsislerinde pulmoner tutulum %82 olarak bildirilmektedir
[50]. Toplumdan edinilen pnomoniler genellikle influenza epidemilerinden sonra
gozlenirler. Hastane kokenli S. aureus pndmonisi entiilbasyon yada aspirasyon
sonucu meydana gelir ve %10 oraninda ampiyem gelisir. Enfekte trombotik emboli
yada trikiispiddeki vejetasyonlara bagli olarak hematojen yolla S. aureus pndmonisi
geligebilir. Tedavide semisentetik penisilinler veya glikopeptitler iki hafta siireyle

kullanilmalidir [14].
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Ampiyem: Akciger enfeksiyonlarina sekonder olarak plevral boslukta biriken sivi
parapnomonik efiizyon olarak adlandirilir. Parapndmonik efiizyonlara siklikla
bakteriyel ve viral pndmoniler neden olurlar ve bu eflizyonlarin komplike olmasi ile
plevral boslukta pili birikerek ampiyem ortaya ¢ikar [51]. Tani plevral sivinin
bakteriyolojik incelemesi ile konulur. Akciger grafisi, bilgisayarli tomografi ve
ultrasonografi tanida yardimci olur. Tedavide ampiyem drene edilmeli ve

antistafilokokal antibiyotikler kullanilmalidir [14].

Osteomyelit: Akut osteomiyelitin en sik nedeni S. aureus’dur. En sik 12 yasin
altindaki ¢ocuklarda goriiliir. Yenidoganda daha ¢ok umblikal enfeksiyon sonrasi
hematojen yayilimla 6zellikle alt ekstremitelerde gelisir. Eriskinlerde S. aureus’un
hematojen yolla yayilimi sonucu vertabralarda osteomiyelit ortaya ¢ikar. Komsuluk
yoluyla olusan osteomyelit cerrahi ve travmalar sonrasi olusur. Beta lakamazlara

direncli semisentetik penisilin ya da vankomisin ile 4 hafta tedavi edilmelidir [14].

Septik Artrit: Septik artrit, gesitli mikroorganizmalarin neden oldugu eklem
enfeksiyonudur. S. aureus, Gram negatifler (E. Coli ve K. Pneumonia) ve grup B
streptokoklar en sik etiyolojik ajanlardir [52]. Genellikle hastane kaynakli
enfeksiyonlarla iligkilidir ve enfeksiyon ekleme en sik bakteriyemi sonucu
hemotolojik inokulasyan yoluyla ulasir [53]. Tutulan eklem sis, sicak ve agrilidir.
Tan1 eklem aspirasyonu ile konulur. Yaymada polimorfoniikleer 16kositler ve gram
pozitif koklar goriiliir [14]. Tedavi i¢in acil drenaj ve uzun sureli antibiyoterapi

gerekir.

2.1.8.3. Toksin Aracili Hastaliklar

Stafilokokal Haslanmis Deri Sendromu (Ritter Hastahigi): Ritter sendromu olarak
da bilinen tablo, stafilokoksik eksfolyatif toksin A ve B’nin yol agtig1 siddetli bir
enfeksiyondur. Yenidogan ve cocuklarda, eriskinlere gore ¢ok daha sik olarak
rastlanmaktadir [54]. Hastalik biiyiik biiller ve epidermisin genis katlar halinde
ayrilmasiyla karakterizedir. Biillerden mikroorganizma izole edilebilir. Saglam

goriinen deri hafif bir siirtiinme ile soyulur. Buna Nikolsky belirtisi pozitif denir.
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Hizla antistafilokokal intravendz antibiyoterapi baslanir, sivi-elektrolit kayb1 yerine

konmalidir [14, 55].

Toksik Sok Sendromu: Akut gelisen ates, dokiintii ve hipotansiyonla karakterize
stiperantijenlerle iliskili siddetli bir tablodur. Tabloya yol acan siiperantijenler S.
aureus 'un toksik sok sendromu toksin-1 ve enterotoksini (B ve C) ile streptokoklarin
pirojenik ve mitojenik toksinidir [56]. Vajinal tampon disinda vajinal enfeksiyonlar,
kontraseptif ara¢ kullanimi, diisiikler, cerrahi yara enfeksiyonlari ve ostemyelitler
sonrasinda da gelisebildigi fark edilmistir [55]. Tedavide agresif kardiyopulmoner
destek yasamsal Onem tasir. Toksin iireten odagin insizyon ve drenaj ile
uzaklastirllmas1 gereklidir. Tedavide stafilokok ve streptokoklara etkili intravenoz
antibiyoterapi  secilmelidir.  Intravenéz immunglobulin  (IVIG) bakteriyel
stiperantijenler {iizerinde notralizan etkiye sahip olup Toksik Sok Sendromu

mortalitesini azaltmaktadir [57, 58].

Besin Zehirlenmeleri: Stafilokokkal besin zehirlenmeleri 1siya dayanikli Tip A
enterotoksini tarafindan olusturulur. Sorumlu gida tiirli pasta, siit, krema, et, salam
gibi proteinden zengin seker veya tuz igeren besinlerdir [59]. Besin
zehirlenmelerinde el ve burun tasiyiciligt 6nemli rol oynar [60]. Toksinler 1siya
direngli olup kaynatmakla yada pisirmekle inaktive olmaz. Inkiibasyon siiresi 2-6
saattir. Akut sekresyon artigi, bulant1 ve kusma, kramp tarzinda karin agris1 ve ishal
goriiliir. Prognoz iyi olup tiim semptomlar 8 saatte diizelir. Tedavide sivi-elektrolit

kaybinin yerine konulmasi esastir. Antibiyotik tedavisi gerekmez [14, 55].

2.1.8.4. Bakteriyemi ve Sepsis

Stafilokok  kolonizasyon oranlar1  diyabetiklerde, intravendz ilag
bagimlilarinda, HIV enfeksiyonlu olgularda, hemodiyaliz hastalarinda ve cilt
biitiinliigli bozulan hastalarda artar [61]. Toplumdan kazanilmis stafilokokal
bakteriyemi genellikle selliilit, osteomyelit, endokardit ve pndmoni gibi bir odaktan
kaynaklanirken, hastane kokenli stafilokokal bakteriyemiler daha ¢ok kateterlerden
ve diger invaziv girisimlerden kaynaklanmaktadir. Stafilokokal bakteriyemilerin

%86’dan fazlast nozokomiyal kokenlidir [55]. S. aureus'a bagli bakteriyeminin
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sepsis, endokardit, vaskiilit ve metastatik enfeksiyonlarla komplike olabildigi
bildirilmistir [62]. Giliniimiizde toplum kaynakli suglarda da nazokomiyal suslardaki
gibi yiiksek antimikrobiyal direnglere rastlanmakta ve bu direngli suslarin neden
oldugu bakteriyemiler de en az nozokomiyal suslar kadar tehlike arzetmektedir. Hem
toplum kaynakli hem de hastane kaynakli bakteriyemiler antimikrobiyal tedavi

verilse bile yiiksek mortaliteye sahiptirler [17, 55].

2.1.8.5. Endokardit

S. aureus’un etken oldugu endokarditler akut baslar, hizli ilerler. En ¢ok
mitral kapagi tutar. Aort kapagi tutulumunda prognoz daha kotiidiir. Hastalarin
cogunda altta yatan baska bir kapak hastaligi yoktur. Mitral veya aort kapak
tutulumlarinda metastatik enfeksiyonlar ¢ok yaygindir ve mortalite %40’lara ulasir.
Intravendz ilag aliskanlig1 olanlar, yashlar, protez kapagi olanlar ve hastanede yatan

hastalarda S. aureus endokarditi goriilme olasiligi1 daha fazladir [4, 42].

2.1.8.6. Menenjit
Toplumdan kazanilmis bakteriyel menenjitlerin %2.4°4 S. aureus’a baglidir. Ancak
mortalitesi %43 lere varir. ileri yas, kardiyovaskiiler hastaliklar ve immun yetmezlik

predispozan faktorlerdir. Olgularin %57’ sinde endokardit goriliir [27].

2.1.8.7. Koagiilaz negatif stafilokok enfeksiyonlari

Izole edildiginde  kontaminan olarak kabul edilen koagiilaz negatif
stafilokoklarin (KNS) bircok calisma ile ciddi oranda enfeksiyonlara neden oldugu
gosterilmistir [21]. Insanlarda en fazla patojen olan tiirler S. epidermidis ve S.
saprophyticus 'tur. Bunu S. haemolyticus, S. lugdunensis, S. hominis ve S. schleiferi
izlemektedir. KNS’lerin etken oldugu enfeksiyonlarin ¢ogu kateter veya yabanci
cisim ile iligkilidir. S. epidermidis enfeksiyonlarinin biiyiik kismi hastane koékenli
iken S. saprophyticus enfeksiyonlar1 ise genellikle toplum kaynaklidir [55]. Protez
kapak endokarditlerin ise en sik nedenidirler. Cerrahiden sonraki 2-12 ay arasinda
goriilen protez kapak endokarditlerinin %60-80’inden S. epidermidis sorumludur.
Diger KNS‘ler ve ozellikle S. lugdunensis’in etken oldugu endokarditler

bildirilmektedir. S. lugdunensis kapak destruksiyonuna yol acarak normal kapaktada
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endokardit yapabilmektedir [63]. Katater ve sant enfeksiyonlarinda en sik etken S.
epidermidis’dir. Katater, sant, plastik protez gibi yabanci cisimlerin bulundugu
ortama ilgileri blyiiktir. Bu cisimlerin etrafina organizma tarafindan kaplanan
fibronektin, fibrinojen, vitronektin gibi proteinler stafilokoklarin cisimlere kolayca
yapismasinit saglar. Bu sekilde biyofilm olusturan S. epidermidis’ler olusturduklari
glikokaliks kapsiil niteligindeki bir maddenin igerisinde kalarak antibiyotiklerden ve
organizmanin bagisiklik sisteminden korunurlar [2, 4]. Ayrica ozellikle saglikli
kadinlarda S. saprophyticus komplike olmayan akut tiriner sistem enfeksiyonuna yol
acar [55]. Hastanede yatan hastalarda idrardan izole edilen tiim bakteriler i¢inde

KNS’ler %5°ten daha diisiik oranlardadir ve en sik etken S. epidermidis’dir [63].

2.1.9. Laboratuvar tanisi

Stafilokoklarin laboratuvarda identifikasyonu i¢in 6ncelikle Micrococcaceae
familyasi i¢indeki Micrococcus cinsinden ayrilarak Staphylococcus cinsi iginde yer
aldigimin belirlenmesi gereklidir. S. aureus’un tiir diizeyindeki identifikasyonu icin
koagiilaz varlig1, mannnitol fermantasyonu, termostabilniikleaz ve deoksiriboniikleaz
testleri yapilir. Buna karsin koagulaz negatif stafilokoklarin identifikasyonu daha

komplekstir ve ticari tanimlama sistemlerini gerektirir [5].

2.1.9.1. Gram Boyama

Stafilokoklar, klinik Orneklerin direkt Gram boyamasinda 0,5-1,5 pum
capinda, gram pozitif koklar seklinde goriiliir, besiyerinden hazirlanan preparatta ise

tiziim salkimi yapmis kiimeler seklinde Gram pozitif koklar goriiliir [2, 16].

2.1.9.2. Katalaz Testi

Stafilokok ve mikrokoklar1 streptokok, enterokok ve streptokok benzeri
bakterilerden ayirt etmede kullanilan bir testtir. Katalaz testinde temiz cam bir lam
tizerine bir damla %3’liik hidrojen peroksit (H,0O,) damlatilir, taze kiiltlirden alinan
birka¢ koloni ile karistirilir. Stafilokoklardaki katalaz hidrojen peroksidi suya ve
oksijene pargalar. A¢iga ¢ikan oksijenden 6tiirii hizli bir gaz ¢ikis1 (kabarcik) olur ve

test pozitif olarak degerlendirilir. Test kanli olmayan besiyerinden yapilmalidir,
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clinkii kanli besiyerlerindeki eritrositlerde bir miktar katalaz olabilir ve yanlis pozitif

sonuglara neden olabilir [2].

2.1.9.3. Lizostafin Duyarhlik Testi

Lizostafin  stafilokoklart ozmotik lizise duyarli hale getiren bir
endopeptidazdir, bunu peptidoglikan tabakasindaki pentapeptit  zincirlerini
parcalayarak yapar. Lizostafin testinde 0.2 mL steril salin iceren tiipte hazirlanan
bakteri soliisyonu iizerine 0,2 mL lizostafin eklenerek 35 °C’de 2 saat inkiibe edilir.
Stispansiyonun  bulanikliliginin -~ kaybolmasi lizostafin  duyarliligint  gdsterir.
Lizostafine duyarlilik agisindan stafilokoklar arasinda farklilik vardir. Bu durum
lizostafin testinin standardizasyonunu ve yorumlanmasini zorlastirmaktadir. Disk
difizyon yontemiyle de yapilan bu testte bakteri Mueller-Hinton agara 0.5
McFarland bulanikliliginda ekilerek 10 pg lizostafin igeren disk yerlestirilir. 24 saat
35 °C’de inkiibe edilir. Stafilokok tiirlerinde 10-16 mm inhibisyon zonu olusur fakat
bu zon mikrokoklarda olusmaz [2, 23].

2.1.9.4. Furazolidon Duyarhlik Testi

Kanli agara 0.5 McFarland bulanikliliginda hazirlanmis  bakteri
siispansiyonundan ekilir ve ortasina 100 pg furazolidon diski konur. 35 °C’de 24 saat
inkiibe edilir. Stafilokoklar furazolidona duyarlidir ve 15 mm’lik inhibisyon zonu

olusturur. Mikrokoklarin inhibisyon ¢api ise 6-9 mm arasinda degismektedir [23].

2.1.9.5. Basitrasin Duyarhhlik Testi

Bu testte 0.04 U basitrasin igeren diskler kullanilir. Stafilokoklar basitrasine

direnglidir, mikrokoklar ise basitrasin duyarlidir [23].
2.1.9.6. Eritromisin varhginda (0.4 pg/mL) Gliserolden Asit Olusturma Testi

Bu testte %1 gliserol, 0.4 pg/mL eritromisin ve bromkresol mavisi (indikator)
igeren agar bazli besiyerine koloni ¢izgi seklinde ekilir ve 3 giin 35 °C’de inkiibe

edilir. Stafilokoklar asit olusturarak ekim c¢izgisi boyunca sar1 renk olusturur,
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mikrokoklar asit olugturmadigindan degismeden ekim ¢izgisi boyunca mor renkli
kalirlar [2].

2.1.9.7. Modifiye Oksidaz Testi

Besiyerinden alman  bir koloni  dimetilsiilfoksit ve tetrametil
parafenilendiamin dihidroklorid emdirilmis filtre kagidi iizerine siiriiliir. 30 saniye
icinde mavi renk olusmasi testin pozitif oldugunu gosterir. Mikrokok tiirleri modifiye
oksidaz testi pozitif iken S. lentus, S. sciuri, S. vitulinus hari¢ tiim stafilokoklar
negatiftir [2].

Tablo 1. Mikrokok ve stafilokoklarin ayiriminda kullanilan fenotipik testler [17]

Testler Mikrokoklar | Stafilokoklar
Lizostafin Direncli Duyarli
Furazolidon (100 pg) disk Direngli Duyarh
Basitrasin (0.04 U TaxoA disk) Duyarl Direngli
0.4 pg/mL Eritromisin varliginda ) (+)
gliserolden asit olugturma

Anaeorobik sartlarda glikozdan asit ) (+)
olusturma

Modifiye oksidaz testi (+) )

2.1.9.8. Koagiilaz Testi

S. aureus’un identifikasyonunda kullanilir. Koagiilaz  aktivitesinin
belirlenmesi i¢in tiip veya lam testleri kullanilabilir. Her iki test icinde EDTA’l
tavsan plazmasmin kullanilmast Onerilmektedir. S. aureus’un disindaki bazi
bakteriler (P. aeruginosa, S. marcescens Ve bazi enterokoklar) sitrati metabolize
ederek plazmay1 pihtilastirip yanlis pozitif sonug verir. Hiicre digina salinan koagiilaz
plazmadaki koagiilaz reakting faktor (CRF) adi1 verilen globiilin benzeri bir proteinle
baglanir. Bu kompleks plazmada bulunan fibrinojeni pihtilastirir. Insan plazmasi
farkli miktarda CRF ve antistafilokokal antikor i¢erdiginden koagiilaz testinde insan
plazmasi kullanilmamalidir. Ayrica antikoagiilan olarak sitrat i¢ceren plazmalar da bu

test i¢in kullanilamaz [5, 16].
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Lam Koagiilaz Testi: Hiicre duvarinda bulunan bagl koagiilaz veya kiimelesme
faktorii (“clumping” factor) plazmada bulunan CRF’ye gerek duymaz. Bu faktor
fibrinojen ile direkt reaksiyona girerek plazmayi pihtilastirir. Bu test i¢in temiz bir
lama bir damla saf su damlatilir. Kuskulu stafilokok kolonilerinden 6ze ile alinarak
bu damlayla karistiritlip homojen silispansiyon elde edilir. Bu damlanin iizerine
EDTA’l1 tavsan plazmast damlatilir ve elde ¢evirme hareketleri yaparak karistirilir.
Pozitif sonuglarda 10-30 saniye sonra stafilokoklarin birbirine yapismasina bagh
kiimelesme olusur. Yiiksek tuz orani otoagliitinasyona yol agabileceginden mannitol
salt agar gibi besiyerlerindeki kolonilerden calisilmamalidir. Lam koagiilaz negatif
olan suslar tiip koagiilazla dogrulanmalidir. S. schleiferi ve S. lugdunensis gibi bazi
koagiilaz negatif tiirlerde var olan “clumping” faktor nedeniyle test pozitif

bulunabilir [2].

Tiip Koagiilaz Testi: Bu yontemde hiicre disina salinan serbest koagiilaz, plazmada
bulunan globiilin yapisindaki CRF ile birleserek trombine benzer yapidaki
stafilotrombini olusturur. Stafilotrombinde fibrinojeni fibrine doniistiirerek plazmay:
pthtilastirir. Bu test igin steril bir tiip i¢ine fizyolojik tuzlu su ile 1:5 oraninda
sulandirilmis EDTA’I1 tavsan plazmasindan 1 mL konulur, birka¢ koloni 6ze ile
aliip plazma igerisinde ezilir. 35 °C’de 4 saat bekletilerek piht1 olusup olusmadigina
bakilir. Eger pihti olusmazsa 1 gece oda isisinda bekletilir. Bazi koagiilaz negatif
stafilokoklar (S. intermedius, S .hyicus, S .delphini, S. schleiferi sp. schleiferi) da
pozitif reaksiyon verebilir. S. aureus hem lam koagiilaz, hem de tiip koagiilaz
pozitiftir [2, 5].

2.1.9.9. Mannitol Fermantasyonu

S. aureus ve koagiilaz negatif stafilokoklarin ayriminda kullanilir. Bu test S.
aureus kolonilerinde pozitiftir. Mannitol fermantasyon testinde %21 mannitol, %7.5
NaCl, pepton ve fenol kirmizisi iceren mannitol tuz agar kullanilir. S. aureus
kolonileri mannitolii fermente ederek koloni cevresinde sar1 bir zon olusturur.
Mannitol pozitif koloniler kanli agara ekim yapildiktan sonra koagiilaz testi

yapilmalidir [2].
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2.1.9.10. Deoksiriboniikleaz Testi

Koagiilaz testinde siipheli reaksiyon veren stafilokoklarin incelenmesi i¢in
koagiilaz sonuglarini desteklemek i¢in kullanilir. S. aureus niikleik asitleri hidrolize
eden DNaz ve 1siya direngli bir endoniikleaz enzimine sahiptir. DNA iceren DNase
agara koloni ekilir ve 35 °C’de 24 saat inkiibe edilir. DNase enzimini i¢eren S.
aureus besiyerindeki DNA’y1 pargalayacaktir. Besiyerinde olusan kolonilerin tizerine
1 N HCI ile eklendiginde asit DNA’y1 ¢okelteceginden S. aureus kolonisinin
etrafinda seffaf bir bolge olusur, diger bolgelerde DNA mevcut oldugundan bu
alanlar bulanik goriiliir. DNase testinde pozitifligi daha iyi gérmek ic¢in besiyerine
toluidin mavisi eklenir. DNase pozitif kolonilerin etrefinda pembe renkli bir hale

gortliir [2].

2.1.9.11. Termostabil Endoniikleaz Testi

Bu testte standart bir lam iizerine 3 ml toluidin mavisi DNA agar ilave edilir.
Agar katilastiktan sonra 2 mm ¢apinda kuyucuklar agilir. Ag¢ilan 10-12 kuyucuga su
banyosunda 15 dakika bekletilmis d6rneklerden 0,01 ml ilave edilir ve nemli ortamda
35 °C’de 4 saat inkiibe edilir. Sonrasinda toluidin mavisi igeren agarda DNA’nin
parcalanmasiyla aciga c¢ikan oligoniikleotidler nedeniyle kuyucuklarin etrafinda

pembe ya da mor bir zon olusmasi pozitif olarak degerlendirilir [2].

Tablo 2. En sik enfeksiyon etkeni stafilokok tiirlerinin ayirimi [17]

Test S. aureus S. epidermidis S. saprophyticus
Koagiilaz + - -
Mannitol fermantasyonu + - +
DNaz + - -
Anaeorop ortamda + + -
iireyebilme

Novobiyosin direnci - - +
Hemoliz + +/- -
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2.2.Makrolidler

Filipinler’de topraktan izole edilen bir Saccharopolyspora erythraea (orijinal
adi Streptomyces erythreus) susundan 1952 yilinda elde edilen eritromisin,
makrolidlerin ilk tyesidir [64, 65]. Eritromisin, hala baz1 enfeksiyonlarda primer
tedavide kullanilmakta ve bazen penisilin G ve diger antibiyotiklere alternatif
olmaktadir [64]. Ancak, emilim oranlarindaki degisiklik, kisa yar1 Omrd,
gastrointestinal yan etkiler ve artan diren¢ sorunu gibi klinik pratikte yasanan

dezavantajlar yeni arayislara neden olmustur [66].
2.2.1.Yapisi

Homojen bir antibiyotik grubu olan makrolidlerin ana yapisi makrosiklik
lakton halkasi ile buna eklenmis desosamin ve kladinoz sekerlerinden olusmaktadir.
Lakton halkas: iizerinde hidroksil, alkil, keton ve aldehid gruplar1 bulunur. Igerdikleri
lakton halkasi sayisina gore makrolidler simniflandirildiginda 14 iyeli (eritromisin,
roksitromisin, klaritromisin, diritromisin, fluritromisin), 15 {yeli (azitromisin), 16
tiyeli (spiramisin, josamisin, midekamisin, rokitamisin, miokamisin) gruplara

ayrilmaktadir [67-69]. Eritromisinin molekiiler yapisi Sekil 2.3’te gosterilmistir.

Sekil 1. Eritromisinin kimyasal yapisi
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2.2.2. Etki mekanizmasi

Makrolidler bakteriyel protein sentezini geri doniisiimlii olarak inhibe eden
bakteriyostatik Ozellikte bir antibiyotik grubudur [10]. Bakteri 70S bakteriyel
ribozomun 50S alt {nitesinin 23S rRNA birimine baglanip peptidil-tRNA
translokasyonunu engelleyerek peptid zincirinin uzamasini durdururlar [70].
Makrolidler yiiksek intraselliiler konsantrasyona erisip intraselliiler patojenlerin
tedavisinde yararli sonuglar vermektedir [71, 72]. Eritromisin, halen oldukga yararl
bir antibiyotik olmasina ragmen, Ozellikle gastrointestinal irritasyon, sinirlt etki
spektrumu, gastrik asit insitabilitesi, uygunsuz doz, az veya orta absorbsiyon ve doku
penetrasyonu ve nispeten kisa yar1 Omiir gibi dezavantajlarindan dolayr yerini
azitromisin ve klaritromisin gibi yeni makrolid antibiyotiklere birakmaktadir [64,

72].

2.2.3. Antimikrobiyal Aktivitesi

Enterobacteriaceae grubu ile Pseudomonas aeruginosa’ya etkili olmayan
makrolid grubu antibiyotikler bircok Gram pozitif mikroorganizmaya ve baz1 Gram
negatiflere etkili olmaktadirlar. Makrolidlerin etkili olduklar1 mikroorganizmalar
gozden gecirildiginde penisiline duyarli Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
viridans, Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae,
Neisseria meningitidis, Listeria monocytogenes, Moraxella catarrhalis, Bordetella
pertussis, Legionella pneumophila, Chlamydia pneumoniae, Chlamydia trachomatis,
Campylobacter jejuni, Mycoplasma pneumoniae, Ureaplasma urealyticum,
Helicobacter pylori, Borrelia burgdorferi, Mycobacterium avium ve bazi Rickettsia
suslar1 dikkat ¢cekmektedir. Metisiline duyarli Staphylococcus aureus suslarinin ¢ogu
eritromisine duyarlt bulunmakla birlikte, tedavi sirasinda diren¢ gelisme riski
yiksektir [73, 74].

Gram pozitif bakterilere eritromisinin etkinliginin en az iki kati oraninda
klaritromisin ve azitromisin etkinligi s6z konusudur. Klaritromisin ek olarak
Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium leprae,
Toxoplasma gondii ve Babesia microti iizerine etkilidir. H. influenzae, M.

catarrhalis, B. pertussis, N. gonorrhoeae, Campylobacter, Brucella melitensis,
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Gardnerella vaginalis, Yersinia enterocolitica, Plasmodium tiirleri azitromisinin
daha fazla etkili oldugu mikroorganizmalardir [69, 75]. Sipiramisin Toxoplasma
gondii tedavisinde kullanilan en etkili makroliddir [70].

2.2.4. Farmakokinetik Ozellikleri

Eritromisindeki yapisal degisikliklerle elde edilen yeni makrolidler ve
ketolidler sayesinde farmakokinetik Ozelliklerde iyilestirme elde edilmistir. Tim
makrolidler alindiktan sonra enterohepatik dolasima girmektedir. Eritromisin
karacigerde konsantre olup, demetilasyonla kismi olarak inaktive olur. Ilacin belli bir
boliimii safra ile atidigindan gaitada yiiksek diizeylerde bulunur. Tiim viicuda dagilan
eritromisin dokulara iyi niifuz eder. Hiicre icine kolayca girerek hiicre igindeki
bakterilere de etki eder. Bu sebeple hiicre icine yerlesen mikroorganizmalarin
tedavisinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Santral sinir sistemi ve beyin omur ilik s1vis1
(BOS) i¢ine inflamasyon halinde bile yeterli derecede gecemez. Anne siitiine ve
plasentay1 gecer ve gebelerde giivenle kullanilabilir. Klaritromisin ve azitromisinin
aside dayaniklilig1 daha fazladir ve oral biyoyararlanimi eritromisine gore daha iyidir
[10, 76]. Klaritromisinin doku konsantrasyonu serum konsantrasyonundan 2-20 Kat,
azitromisinin 10-100 kat daha fazladir [77]. Eritromisin, Klaritromisin ve diritromisin
karacigerde metabolize edilerek safraya salgilanir. Azitromisinin ise biiyiikk kismi

safrayla degismeden itrah edilir [70].

2.2.5. Klinik Kullanimi

Eritromisin birgok enfeksiyonda (M. pneumoniae pndomonisi, Legionella
pnomonisi, difteri, bogmaca, C. trachomatis enfeksiyonlari, diger klamidyal
enfeksiyonlar, eritrazma, basiller anjiomatosis) ilk segenek oldugu gibi penisilin
G’ye alternatif ilag olarak da kullanilmaktadir [64, 69].

Azitromisin H. influenzae ve S. pneumoniae’nin etken oldugu pnémonilerde,
M.catarrhalis’in neden oldugu KOAH’in akut alevlenmelerinde, streptokokal
farenjitte, S. pyogenes ve S. agalactiae’nin neden oldugu deri enfeksiyonlar1 ve
klamidyal iretrit ve servisitte kullanilir. Azitromisinin ayrica, klamidyanin (C.
trochamatis ve C. pneumoniae) neden oldugu respiratuvar enfeksiyonlarda,

Mycoplasma ve H. pylori’nin neden oldugu enfeksiyonlarda da etkili oldugu
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gosterilmistir. Cinsel yolla bulasan Haemophilus ducreyi, Treponema pallidum,
Ureoplasma, G.vaginalis ve gastrointestinal sistemde Shigella, Salmonella ve
Campylobacter tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarda da etkindir. Ayrica
azitromisin, Mycobacterium avium complex, Cryptosporidium, Toxoplasma, basiller
anjiomatosise neden olan visseral ve kutandz lezyonlar gibi, daha az goriilen
enfeksiyonlara karsi timit verici klinik etkinlik gostermistir [64, 68, 78-80].
Klaritromisin, streptokokal farenjit, S. pneumoniae, S. viridans, S. pyogenes,
H. influenzae, M. catarrhalis’in neden oldugu enfeksiyonlarda (maksiller siniizit,
KOAH’1n akut alevlenmesi gibi), duyarl stafilokoklarin veya S. pyogenes’in neden
oldugu deri enfeksiyonlarinda kullanimi s6z konusudur. Ayrica; toplum kokenli
pnomonide, Legionella pnémonisinde, Toxoplasma ve H. pylori enfeksiyonlarinda da
kullanilmaktadir. M. leprae’ye karsi bakterisidal etkili oldugu laboratuvar ve klinik
olarak gosterilmistir. AIDS’1i hastalarda M. avium 'un neden oldugu enfeksiyonlarda
klaritromisin kullaniminin tedavi ve profilakside oldukga etkin oldugu gosterilmistir

[64, 81, 82].

2.3. Linkozamidler

Linkozamidler 1962 yilinda Streptomyces lincolnensis’ten elde edilmistir.
Linkomisin bu ailenin ilk iiyesidir, daha sonra yarisentetik tiirevi klindamisin
tiretilmistir. Penisilin alerjisi olan kisilerin penisiline duyarli enfeksiyonlar1 ile
ozellikle kemik ve eklemlerdeki stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilirlar. Gram pozitif bakterilerin ¢oguna, anaeroplara ve bazi protozoonlara
etkili olan klindamisinin yan etkileri makrolidler gibi hafif olsa da bazen

pseudomembrandz enterokolit gelisebilecegi unutulmamalidir [83].

2.3.1. Yapisi

Linkomisin, kimyasal yap1 olarak prolin amino asidi ile kiikiirtlii amino oktoz
molekiiliiniin olusturdugu bir amiddir. Klindamisin linkomisin molekiiliinde 7.
karbondaki hidroksil grubu yerine klor atomunun yerlesmesiyle elde edilen yari
sentetik bir antibiyotiktir. Bu yapisal degisiklik bazi farkliliklara yol agar.
Klindamisin suda ve etanolde ¢6ziiniir. Klindamisin hidroklorid nétral pH'da zayif

¢Oziinlir ve asir1 irritan oldugundan parenteral kullanilmaz. Klindamisin fosfat
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parenteral kullanima uygundur ve inaktif klindamisin fosfat hidroliz edildikten sonra

serbest klindamisine doniiserek etkinlik kazanir [76, 83].
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2.3.2. Etki mekanizmasi

Linkozamidler bakteri ribozomumun 50S alt birimine baglanir ve
peptidiltransferaz enzimini inhibe ederek protein sentezini Onler [76, 83].
Linkozamidler, makrolidler ve kloramfenikoliin baglanma bdlgeleri birbirine ¢ok
yakin ve Ortiislir durumda oldugu i¢in 50S ribozomal baglanma boélgesi icin yarisip
birbirlerinin antibakteriyel etkinliklerini bloke ederler. Bu yilizden birlikte
kullanilmamalar1 gerekir. Linkozamidler ilag dozuna, mikroorganizmanin tiiriine ve

tireme Ozelliklerine gore bakteriyostatik veya bakterisid etki gosterir [64, 72]

2.3.3. Antimikrobiyal Aktivitesi

Etki spektrumlar1 iginde S.pneumoniae, S.viridans, S.pyogenes, S.aureus,
B.fragilis, Fusobacterium spp., Actinomyces, Propionibacterium, Eubacterium,
Peptococcus spp., Peptostreptococcus, Prevotella, Prophyromonas, C. perfringes,
Corynebacterium diphtheriae, Bacillus anthracis, B. cereus ve Nocardia spp.vardir.
Klindamisinin antibakteriyal aktivitesi linkomisinden daha iyidir. Stafilokok, S.
pneumoniae, S. pyogenes ve viridans streptokoklara etkinligi eritromisinden iyidir.
Klindamisin B.fragilis’e en etkin antibiyotiklerden biridir [64, 73, 76]. Metisiline
direncli stafilokoklar ile hastane kokenli stafilokoklar icin %12-34’liik direng
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bildirilmektedir. Bu nedenle stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde klindamisin

kullanilacaksa mutlaka duyarlilik testleri yapilmalidir [70, 83].

2.3.4. Farmakokinetik Ozellikleri

Linkozamidler dokulara ve viicut sivilarina iyi dagilirlar. Menenjit varliginda
bile beyin omurilik sivisina gegiglerinin yetersizligi bir sorundur. Klindamisin
polimorfoniikleer 16kositler ve makrofajlar icinde yiiksek konsantrasyona ulasir.
Klindamisin idrar ve safra ile atilir. Hafif ve orta derecede bobrek yetmezligi olan

larda doz ayarlamasina gereksinim yokken, agir bobrek ve karaciger yetmezliginde

doz ayarlanmalidir [64, 84].

2.3.5. Klinik Kullanim

Klinik kullanimda linkozamidler ilk se¢enek olarak anaerop enfeksiyonlarda
tercih edilmektedir. Menenjit disundaki tiim B. fragilis ve penisiline direngli anaerop
enfeksiyonlarda  klindamisin  tercih  edilebilir  [85].  Anaerobik  akciger
enfeksiyonlarinda, 6zellikle beta-laktam antibiyotiklere karsi allerjik olan hastalarda
klindamisin iyi bir segenektir. Karin ve barsagin penetran yaralanmalari sonrasi
gelisen karin i¢i enfeksiyonlarda, jinekolojik pelvik enfeksiyonlarda ve aspirasyon
pnoémonilerinde aminoglikozitler veya sefalosporinler ile kombine edilir.

Stafilokok ve streptokoklarin deri ve iist solunum yolu enfeksiyonlarinda
klindamisin segilebilecek alternatif ilagitir. Polimikrobik diyabetik ayak veya
dekiibitus iilser enfeksiyonlarinda kombine edilir. Kemige penetrasyonu cok iyi
oldugu i¢in 6zellikle stafilokoksik osteomyelit tedavisinde tercih edilir.

Kalp kapak hastalarinda, dis c¢ekim ve tedavisi islemleri Oncesinde
profilakside kullanilabilir. Bakteriyel vaginozis tedavisinde klindamisinin oral veya
vaginal formlar1 kullanilir. Akne vulgaris ve akne rozasea’da topikal klindamisin
soliisyonlar1 kullanilabilir. Klindamisin, toksoplazmozda primetaminle, P. jiroveci
pnomonisinde primakinle, P. falciparum sitmas: ve babesyozda kininle kombine

edilerek kullanilir [64].
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2.4 Ketolidler

Telitromisin klinik kullanima giren ilk ketolid grubu antibiyotikdir.

Telitromisin bir eritromisin derivesi olmasina ragmen makrolidlerden belirgin

derecede farklidir [86].

2.4.1. Yapisi

Ketolid grubu antibiyotikler yapisal olarak 14 iyeli makrolidlere
benzemektedirler. Ketolidler L-cladinose sekeri yerine 3-keto grubu i¢ermektedir ve
6. pozisyonlarinda hidroksi grubu yerine methoksi grubu tasirlar. Telitromisin ayrica

C11/C12 pozisyonunda siklik karbamat yan zinciri igermektedir [87, 88].

CH3

Telithromycin

Sekil 4. Telitromisinin kimyasal yapis1

2.4.2. Etki mekanizmasi

Telitromisin bakteri 50S ribozomlarinin 23S rRNA altiinitesine baglanarak
protein sentezinin translasyon elongasyon basamagini inhibe eder. 23S rRNA 5
domainden olusmaktadir. Hem makrolidler hem de telitromisin II ve V numarali
domaine baglanirlar ancak telitromisin daha siki baglanir. Siki tutunmayr C11/12

pozisyonundaki farkliliklar saglamaktadir. Direngli kokenler domain V’in yapisinda
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degisiklik yaparak makrolidlere direng kazanirlar. Ote yandan telitromisin domain
I[I’ye daha siki tutundugu i¢in domain V’deki degisikliklerin iistesinden
gelebilmektedir. Bunun yani sira telitromisin ribozomlari 50S ve 30S altbirimlerinin

olusumunu da bloke edebilmektedir [86, 89].

2.4.3. Antimikrobiyal Aktivitesi

Solunum yollar1 enfeksiyonlarinin basta gelen etkeni olan S. pneumoniae’ye
etkisi bircok in vitro c¢alismada gosterilmistir. Telitromisinin; makrolidlere,
kinolonlara ve B-laktamlara gore S. pneumoniae’ye etkisi 4-8 kat daha fazladir.
Tonsillofarenjitin baslica bakteriyel etkeni olan S. pyogenes’e karsi telitromisin
birgok ¢aligmada etkin bulunmustur [86]. Genel olarak telitromisin MSSA suslarina
etkili bulunurken, MRSA suslarina etkisiz bulunmaktadir. Telitromisinin enterokok
etkinligi sinirlidir [90].

Viridans grubu streptokoklar, Listeria monocytogenes ve ¢esitli difteroid
bakterilere etkili bulunmustur. Telitromisin Enterobactericeae, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter spp, Vibrio spp., Campylobacter jejuni, Pleisomonas
shigelloides ve Aeromonas hydrophilia gibi ¢esitli Gram negatif bakterilere
etkisizdir. Ote yandan nemli solunum yollar1 patojenleri olan Moraxella catarrhalis
ve Haemophilus influenzae’ye etkilidir. Telitromisin L. pneumophilia’ya karsi in
vitro oldukga etkili bulunmustur. C.pneumoniae’ye karsi telitromisin bakterisidal
bulunurken, azitromisin ve eritromisinden daha etkilidir [86]. Telitromisin, Neisseria
gonorrhoeae ve Ureaplasma urealyticum suslarina karsi oldukga etkili bulunmustur
[91].

2.4.4. Farmakokinetik Ozellikleri

Telitromisin viicuda alindiktan sonra karaciger ve gastrointestinal sistem
tarafindan metabolize edilir. Biyoyararlanim orami yaklasik %57°dir. Telitromisin
%60-70 oraninda serum proteinlerine baglanir. Ozellikle bronkopulmoner dokular,
alveolar makrofajlarda  ¢ok  yiiksek konsantrasyonlara ulasabilmektedir.
Telitromisinin post-antibiyotik etkisi diger makrolidlere esit yada daha fazla

bulunmustur [86].
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2.4.5. Klinik Kullanim

Telitromisin 6nemli solunum yollar1 patojenleri olan S. pneumoniae, H.
influenzae, S. pyogenes icin diisiik MIK degerleri ve aynm zamanda yiiksek solunum
sistemi konsantrasyonlarina sahip olmasi nedeniyle solunum sistemi enfeksiyonlari
icin uygun bir antibiyotikdir. Atipik pnomoni etkenleri C. pneumoniae, L.
pneumophilia ve M. pneumoniae’ye karst etkilidir. Telitromisin toplum kokenli
pnomoniler, akut maksiller siniizit, farenjit-tonsillitlerde ve kronik bronsitin akut

alevlenmelerinde kullanilabilmektedir [86].

2.5 Streptograminler

Streptograminler, Streptomyces spp’den izole edilen; Makrolid-Linkozamid-
Streptogramin (MLS) ailesi iginde yer alan semi-sentetik antibiyotik grubudur.
Sinerjik olarak ¢alisan ikili antibiyotiklerden olugmaktadir. Bu ciftler Streptogramin

A ve B, Pristinamisin I ve Il, Virginamycin M ve S dir [92].
2.5.1. Yapisi

Streptograminler,  Streptomyces  pristinaespiralis’ten  izole edilen;
pristinomisin, oestreomisin, mikamisin ve virginamycin’in dahil oldugu aileye
baglidir. Bu aile grup A ve grup B olarak iki molekiiler yapiya bolinmiistiir [93, 94].
Dalfoprustin  grup A, Kkinopristin  grup B streptogramindir  [95].
Kinopristin/dalfoprustin (Q/D) kombinasyonuna FDA tarafindan Eylil 1999’da
kullanim onay1 verilmistir [93]. Her ikisi de suda ¢oziinen bu bilesiklerin %30
Kinopristin - %70 dalfopristin (30:70, Q/D) seklindeki kombine preparati, intravendz
formuyla klinik kullanimda bulunmaktadir [94].
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2.5.2. Etki mekanizmasi

Q/D bakterilerde ribozomlarin 50S alt birimine irreversibl olarak baglanarak
protein sentezini inhibe eder. Dalfopristin aminoagil-tRNA molekiiliiniin ribozoma
baglanmasin1 engelleyerek, uzayan peptid zincirine yeni aminoasitlerin baglanmasini
Onler. Protein sentezinin erken basamagina etkili olur. Kinopristin, protein sentezinin
daha ge¢ donemine etki eder. Peptid uzamasini 6nler ve tamamlanmayan peptid
zincirlerinin olugsmasina neden olur. Dalfopiristin ribozomda degisiklige neden olur
ve kinopristinin ribozoma baglanmasini kolaylastirir. Tek basina oldukga sinirli bir
antibakteriyel etkisi olan bu bilesikler birlikte sinerjistik etki olusturmalar1 nedeniyle

diger protein sentezi inhibitorlerinin aksine bakterisidal etkinlik gosterirler [96, 97].

2.5.3. Antimikrobiyal Aktivitesi

Q/D baslica Gram pozitif bakterilere etkinlik gostermektedir. Gram pozitif
bakterilerin ¢oguna bakterisidal etki gosterirken enterokoklara karsi bakteriyostatik
etkiye sahiptir. Vankomisine duyarli ve direngli E. faecium, S. aureus (MSSA,
MRSA), koagulaz-negatif stafilokoklar (KNS), S. pneumoniae (penisilin ve
eritromisine direngli kokenler dahil), A grubu beta-hemolitik streptokok
(AGBHS)’lar, viridans streptokoklar, S. agalactiae ve Corynebacterium jeikeium,
Listeria monocytogenes etki spektrumu igindedir. Buna karsin E. faecalis kokenleri
Q/D’ye direncglidir. Bu nedenle enterokok enfeksiyonlarinda kullanilmadan once

mutlaka tiir tayini yapilmasi gerekir. MRSA ve MSSA etkinligi arasinda énemli bir

32



farklilik yoktur. Ayrica grup C ve G streptokoklar ve Leuconostoc tiirleri orta
derecede duyarlidirlar.

Aerop Gram negatif bakterilerden Moraxella catarrhalis ve Legionella
pneumophila’ya, atipik bakterilerden Mycoplasma pneumoniae ve Chlamydia
pneumoniae’ye etkilidir. H. influenzae’ya etkinligi daha disiiktir. Anaerob
mikroorganizmalardan Bacteroides tiirleri, Prevotella tiirleri, Fusobacterium tiirleri
ve Clostridium difficile’e in-vitro etkinligi iyi degildir. Enterobacteriaceae ailesi ile
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter tiirleri gibi nonfermentatif Gram negatif
bakteriler Q/D’ye dogal olarak direnclidir [95, 96].

2.5.4. Farmakokinetik Ozellikleri

Serum yarilanma Omrii ortalama 1.2 saattir. Proteinlere baglanma orani
kinopristin i¢in %23-32, dalfopiristin i¢in %50-56’dir. Gram pozitif bakterilere karsi
post-antibiyotik etkiye sahiptir [96]. Q/D karacigerde sitokrom p-450 enzim sistemi
yoluyla metabolize olur. Kinopristinin iki, dalfopiristinin bir aktif metaboliti vardir
[98]. Tlag ve metabolitleri; %75 oraninda fekal yolla, %15-19 oraninda degismeden
idrar ile atilmaktadir [99]. Karaciger ve bobrek yetmezliginde bazi farmakokinetik
ozelliklerinde degismeler saptanmakla beraber doz ayarlamasi gerekmedigi
bildirilmektedir. Q/D hiicre i¢inde yiiksek konsantrasyonlara ulasabilmektedir.
Beyin-omurilik sivisina gegisi ¢ok iyi degildir [96].

2.5.5. Klinik Kullanim

FDA Q/D kombinasyonunu MSSA ve S. pyogenes’in neden oldugu komplike
deri-yumusak doku enfeksiyonlar1 ve yasami tehdit eden VRE enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilmasini1 6nermektedir. Yapilan ¢alismalarda Gram-pozitif etkenler
ile olusan; bakteriyemiler, kateter iliskili enfeksiyonlar, Vankomisine direngli E.
faecium enfeksiyonlari, komplike olsun veya olmasin deri ve yumusak doku
enfeksiyonlari, nozokomiyal pnomonilerde, kanser hastalarinda ¢ogul ila¢ direnci
olan Gram-pozitif bakteriler ile olusan bakteriyemilerin tedavisinde etkin
bulunmustur [99]. Kateter ile iligkili S. aureus ve S. epidermidis enfeksiyonlarinda

vankomisin ile yapilan karsilastirmali ¢alismalarda benzer etkinlik oranlar
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bildirilmistir. Bu nedenle stafilokokal bakteriyemisi olan ve vankomisini tolere

edemeyen hastalarda Q/D kullanimi 6nerilebilir [96].

2.6. Makrolid, Linkozamid ve Streptogromin Antibiyotiklerine Kars1 Direng
Mekanizmalari

Stafilokoklarda MLS antibiyotiklerine karst direng gelisiminde 23S
rRNA’nin metilasyonuyla hedef bolge degisikligi, aktif efluks pompa sistemiyle
antibiyotiklerin disar1 atilmasi ve enzimatik olarak antibiyotiklerin direkt

inaktivasyonu olmak iizere ti¢ farkli diren¢ mekanizmasi tanimlanmstir [100, 101].

2.6.1. Hedef Bolge Degisikligi

MLSg grubu antibiyotiklerde en sik goriilen ve en 6nemli direng mekanizmast
hedef bolge degisikligidir. 23S rRNA’daki hedef bolge degisikligine baglh direng
meydana gelir. 23S rRNA’nin sekonder yapisi incelendiginde bes domain goriiliir.
‘Domain 5> MLSg direncinde 6nemlidir. Hedef bolge degisikligi iki yolla olur.
Birincisi, streptokoklar ve stafilokoklarda en yaygin gorillen mekanizma olan
eritromisin ribozomal metilaz (erm) proteinleri ile, 23S rRNA’daki ‘domain 5’ in
posttranskripsiyonel modifikasyonu; ikincisi ise streptokoklarda gériilmeye baslanan
‘domain 5’te mutasyona bagli gergeklesir [9, 89].

Ribozomal metilasyon; MLS grubu antibiyotiklerin ribozoma baglanmasinda
esas rol alan bolge domain 5’teki A 2058 rezidiisiidiir. Bu bolgenin metilasyonu
sonucu hedefe baglanma bozulmaktadir [102]. Gram negatif bakterilerden E.coli,
Haemophilus influenza, gram pozitif bakterilerden Streptococcus pneumoniae,
Corynebacterium spp’nin iginde yer aldigi genis bir bakteri grubunda farkli erm
genleri izole edilmistir. Ayrica cesitli gram pozitif ve gram negatif anaerop
bakterilerde, spiroketlerden Borellia burgdorferi ve Treponema denticola’da erm
genleri tespit edilmistir. Biitlin erm genleri ayn1 adenin rezidiisiiniin metilasyonuna
neden olan enzimleri kodlayarak MLSg fenotipindeki direncin olusumuna yol agar
[103]. Patojen bakterilerde goriilen dort 6nemli gen sinifi; ermA, ermB, ermC, ve
ermFdir. ermA ve ermC genleri stafilokoklarda sik goriiliirken ermB geni nadir
gorilir. ermF geni Bacteroides tiirleri ve anaeroplar arasinda yaygindir.

Streptokoklar ve enterekoklarda ise ermB geni yaygin olarak bulunur [8, 89]. Patojen
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bakterilerdeki direng genleri plazmidler ya da transpozonlarla aktarilir [104]. ermA
geni ilk Winsconson’da izole edilen S. aureus 1206 geninde saptanmistir. Tn554
transpozonunda bulunan gen S. aureus kromozomundaki tek bir spesifik bolgeye
girme egilimindedir (primer insersiyon alani). ermA genini igeren Tn554
transpozonu, tobramisin direncinden sorumlu olan pub110 plazmidini igeren 1S431
insersiyon dizisi ile birlikte stafilokokal genomun mec bolgesinde yer alir ve
eritromisin direncini kodlar. ermB geni ise, 28 kb’lik bir penisilinaz plazmidi olan
pl2582°nin bir parcasi olarak Tn551 transpozonunda bulunur. ermC geni ise 3,7-
kb’lik bir plazmid olan pE194’de bulunmustur [104-106].

MLSg tipi direngte rol alan erm geninin ekspresyonu yapisal veya
indiiklenebilir olarak iki sekilde goriiliir. Yapisal direncte metilaz mRNA tarafindan
aktif olarak tiretilmekte ve yapisal dirence sahip olan suslar, 14, 15, 16 karbonlu tiim
makrolitlere, linkozamidlere, ketolidlere ve streptogramin B’ye direnglidir [92].

IMLSg direnci olan bakteri metilaz kodlama yetenegini kaybetmis inaktif
mRNA iiretir. Bu mRNA ancak indiikleyici makrolitlerin varliginda aktiflesebilir.
Indiiklenebilir erm geni tasiyan suslar indiikleyici olan 14 ve 15 iiyeli makrolitlere
direngli, indiikleyici olmayan 16 iiyeli makrolitlere, streptogramin B, linkozamid ve
ketolidlere duyarlidir. erm genlerinin yapisina bagl olarak indiiklenebilir direng
farkli fenotiplerle karsimiza g¢ikarken, yapisal direng¢ MLSg grubu antibiyotiklere
yiiksek diizey gapraz direngle karakterize direng fenotipi gostermektedir [9, 13, 89].

Mutasyon; 23S rRNA'da domain 5’te goriilen mutasyonlar (delesyon,
duplikasyon ve diger mutasyonlar) nadir goriilmekle birlikte onemlidir. Metilaz
genlerinin yapisal ekspresyonuna yol acar. A 2058’deki mutasyon MLSg direncine
sebep olur, A2059°daki mutasyon ise sadece makrolit ve linkozamidleri

etkilemektedir [92, 103, 107].

2.6.2. Aktif Efluks Pompa Sistemi

Gram pozitif koklarda makrolidler ve streptogramin B’ye karsi direngten
sorumlu farkli pompa sistemleri bulunmustur. ATP bagimli bu pompa proteinlerinin
sentezinden msrA/B (metionin siilfoksit rediiktaz), mef (makrolid efluks) ve vga
genleri sorumludur [89, 108, 109]. Stafilokoklarda msrA, msrB geni tarafindan

kodlanan enerji bagimli efluks pompasi, hiicre i¢ine giren makrolid ve streptogramin
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B’yi disar atarak bu antibiyotiklere karsi dirence yol acar fakat linkozamidlere kars1
direngte rol oynamaz [100, 108]. pUL 5050 plazmidi tizerinde yer alan msrA geni ilk
olarak S. epidermidis’te tanmimlanmistir. mSrA geni tarafindan kodlanan ve ABC
stiper ailesine ait msrA proteinin homologu S. aureus’un klinik izolatlarinda da
gosterilmigtir [110, 111]. msrB geni S. xylosus’ta tanimlanmistir [110]. Plazmid ile
kodlanan msrA geni bakteride 14, 15 {iyeli kiigiik makrolidlere ve streptogramin B’ye
kars1 indiiklenebilir (MSg fenotipli direng) dirence yol agan protein pompasini kodlar
[112]. mef (makrolit effluks) geni siklikla eritromisine direngli Streptococcus
pyogenes, Streptococcus pneumoniae, grup C streptokok ve enterokoklarda goriilen
effluks M tipi bir pompayr kodlar. Bu fenotipi tasiyan suslar 14 ve 15 tyeli
makrolitlere direngli iken klindamisin ve streptogramin B'ye duyarli kalmaktadirlar

(MSg fenotipli direng) [107].

2.6.3. Enzimatik inaktivasyon

Antibiyotigin enzimatik inaktivasyonu yoluyla olusan direng, sadece yapisal
olarak ana antibiyotige benzeyen antibiyotiklere karsi1 dirence sebep olur [8, 89].

Linkozamidlere diren¢ gelisimi, plazmidde kodlanan, birbirleriyle yakin
iliskili linA ve linA' (linkozamid niikleotidil transferaz) genleri tarafindan kodlanan
iki niikleotidil transferaz ile olur. Bu enzimler linkomisinin {i¢iincii pozisyonundaki,
klindamisinin dordiincii pozisyonundaki hidroksil grubuna ATP, GTP, CTP veya
UTP’den Mg+2 varliginda niikleotid grubu eklenmesiyle linkozamidlere yiiksek
diizeyde dirence yol agar. Bu yolla makrolid ve streptograminlere karsi direng
gelismez. linA ve linA" genlerinin biiyiikk oranda homolog oldugu gosterilmistir.
S.aureus’ta linA' geni pIP856 plazmidi {izerinde bulunmaktadir. Tek basina
linkozamid direnci bazen S. aureus 'ta daha sik olarak da bazi KNS'lerde (S. sciurri,
S. cohnii, S. xylos) gozlenir. linA geni S. haemolyticus'ta, linA' S. aureus’ta
saptanirken, linB geni E. faecium’da saptanmistir [89, 103].

Stafilokoklarda streptograminleri enzimatik yolla inaktive eden vat
(virginamisin faktor A asetiltransferaz), vatB, vgb (virginamisin faktor b) genleri
tanimlanmistir. vat ve vatB geni streptogramin A ve tilirevi antibiyotikleri inaktive

eden asetiltransferaz enzimini kodlar. Streptogramin B’yi inaktive eden laktonaz
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enzimi ise vgb geni tarafindan kodlanir. vgb hicbir zaman tek basina bulunmaz, vat
veya vga ile birliktedir. Bu genler plazmid tizerinde yer alir [103, 113].

S. aureus’ta, eritromisin direncine yol acan ereA ve ereB (eritromisin
esterifikasyon) genlerinin kodladigi laktonaz enzimi makrolid halkasinin esteratik

keserek bu dirence yol agar [89].

2.6.4. MLSg Direncinin Saptanmasi

a. Fenotipik Yontemler

Indiiklenebilir direncin belirlenmesi ig¢in CLSI &nerileri dogrultusunda
eritromisin ve klindamisin diskleri kullanilarak yapilan ve D test (Cift Disk Difiizyon
testi) ad1 verilen 6zel bir disk yakinlagtirma testi kullanilmaktadir. Eritromisin ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda dahi MLSg direncini indiikledigi i¢in tercih edilir.
Klindamisin (2ug) ve eritromisin (15pg) diskleri 15-26 mm’lik mesafe ile
yerlestirilir [114].

Klindamisin inhibisyon zonunun eritromisin inhibisyon zonuna bakan
kisminda bir kiintlesme olmasi D test pozitif olarak yorumlanir. Bu durum iMLSg
direncini gosterir. Eritromisin ve klindamisin direngli olarak rapor edilir. Her iki
antibiyotige birden duyarli bulunan izolatlar S fenotipi olarak, her iki antibiyotige
birden direngli bulunan izolatlar yapisal MLSg fenotipi (cMLSg) olarak, eritromisine
direngli, klindamisine duyarli olan izolatlar ise MSg fenotipi klindamisin direngli,
eritromisin duyarli olan izolatlar L fenotipi olarak kabul edilir [89, 114, 115].

CLSI, eritromisin direngli klindamisin duyarli stafilokoklarin indiiklenebilir
klindamisin diren¢ testi yapilmadan rapor edilmemesi gerektigini bildirmektedir
[116]. Cinkii iMLSg direncinin belirlenmesindeki basarisizlik klindamisin
tedavisinde klinik basarisizliga yol acacaktir. Buna karsilik tiim eritromisin direngli
stafilokoklar klindamisine de direncli olarak degerlendirilirse ger¢ekten klindamisin
duyarl bir susun neden oldugu enfeksiyonun tedavisinde klindamisin kullanilmamasi
da yine tedavi basarisizligiyla sonuglanacaktir [9, 11].

Idrardan izole edilen S. saprophyticus suslar1 i¢in rutin D test uygulamasi
tavsiye edilmemektedir. Akut ve komplike olmayan iiriner sistem enfeksiyonlarinin

tedavisinde yaygin olarak kullanilan nitrofurantoin, kotrimaksazol gibi antibiyotikler
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idrarda yeterli konsantrasyona ulastigt i¢in D test yapilmasi gerekli goriilmemistir

[117].

b. Molekiiler Yontemler

D- testi uygulamasi ve degerlendirilmesi kolay, ucuz bir yontem olmasina
ragmen altin standart yontem PCR ile diren¢ genlerinin gosterilmesidir [118].
Stafilokoklarda MLSg direncinden siklikla sorumlu olarak gosterilen ermA, ermB,
ermC, ereA, ereB, msrA, msrB, vatA, vatB, linA ve linB genlerinin PCR yapilarak
molekiiler yontemlerle gosterilebilmesi miimkiindiir [119].

PCR, ii¢ farkli sicaklikta calisan basamaklarin bir dongii halinde
tekrarlanmasi ile gergeklestirilir. Ilk basamak denatiirasyondur. Bu basamakta 94
°C’ye dek 1s1t1lan DNA’nin iki zinciri birbirinden ayrilir. Tkinci basamak birlesmedir.
Sicakligin  diigtiriilmesi ile primerler ¢ogaltilacak bolgenin uglarinda yer alan
kendilerine 6zgiil dizileri tanir, hidrojen baglar: ile baglanir. Primerlerin ortamdaki
derigimlerinin, kalip DNA’dan milyonlarca kez daha fazla olmasi sayesinde, ayrilan
kalip DNA zincirleri tekrar birbirlerine degil, primerler kalip DNA zincirlerine
baglanirlar. Primerlerin 6zgiil olarak baglanmasi igin kullanilan sicaklik genellikle
50-70 °C arasindadir. Ugiincii basamak primerlerin uzamasidir. Karisim, DNA
polimerazin c¢alistigi optimum sicakliga getirildiginde primerlere baglanmis olan
enzim, bunlarin 3’ ucuna, kalip DNA’ya uygun niikleotitleri ekleyerek DNA sentezi
yapar. Bu ii¢ basamak bir dongiliyli olusturur ve her tekrarlaniginda iki primer
arasinda kalan 0zgiil DNA pargasinin her iki zincirinin birer kopyasi ¢ikarilir.
Cogaltilan DNA parcalar bir ¢ok degisik yontemle goriintiilenebilir. Bunlardan en
yaygin olan1 agaroz jel elektroforezdir [120]. Bu yontemlerden biri de ticari olarak
gelistirilmis, niikleik asit amplifikasyonu ile birlikte es zamanli artis gosteren

floresans sinyalin 6lglilmesiyle kisa siirede sonug veren real-time PCR yontemidir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Bakteri izolatlarinin Eldesi

Calismaya, 2014 Subat-2014 Temmuz tarihleri arasinda Izmir Katip Celebi
Universitesi Tip Fakiiltesi Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesinde cesitli yatan
hasta servislerinden gonderilen klinik numunelerden izole edilen toplam 308
stafilokok izolat1 dahil edilmistir. Ayni hastadan alinan birden fazla 6rnekte lireyen

izolatlar ¢alisma dis1 birakilmustir.

3.2. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Izolatlarin, antibiyotiklere duyarliliklar;, 2011 CLSI kriterlerine gore disk
difizyon yontemi kullanilarak saptanmistir [116]. Bakterilerin 18-24 saatlik
kiiltiirlerinden BHI Broth kullanilarak, 0.5 McFarland bulanikliginda hazirlanan
bakteri siispansiyonlart (1.5x10° kob/ml), Mueller Hinton agar yiizeyine steril
ekiivyonla yayilmistir. Antibiyotik duyarliliklari i¢in kullanilan diskler agar {izerine
yerlestirilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Antibiyotik diskleri ¢evresinde
olusan inhibisyon zon genisligine gore izolatlar duyarli, orta derecede duyarli ve
direngli olarak gruplandirilmistir. Tim testlerde S. aureus ATCC 25923 kokeni
kontrol susu olarak kullanilmistir.

Antibiyotik duyarliliklari i¢in eritromisin 15 pg (Bioanalyse), telitromisin 15
pg (Bioanalyse), klindamisin 2 pg (Bioanalyse), kinopristin-dalfopristin 15 ng
(Bioanalyse), oksasilin 1 pg (Bioanalyse), penisilin-G10 iinite (Bioanalyse),
sefoksitin 30 pg (Bioanalyse), sefazolin 30 pg (Bioanalyse), vankomisin 30 pg
(Bioanalyse), teikoplanin 30 pg (Bioanalyse), linezolid 30 pg (Bioanalyse),
tetrasiklin 30 pg (Bioanalyse), gentamisin 10 pg (Bioanalyse), rifampisin 5 pg
(Bioanalyse), trimetoprim-siilfametoksazol (SXT) 1.25/23.75 pg (Bioanalyse),
fusidik asid 10 pg(Bioanalyse), moksifloksasin 5 pg (Bioanalyse), norfloksasin 10 pg

(Bioanalyse) ve levofloksasin 5 pg (Bioanalyse) diskleri kullanilmistir.

3.3. S.aureus ve Koagulaz Negatif Stafilokoklarin Tamimlanmasi

Laboratuvarimiza gelen ornekler %5 koyun kanli ve EMB agara inokiile edildi.
Ekim yapilan petriler 2448 saat siireyle 37°C’de aerob ortamda inkiibe edildi. Kan
ornekleri BACTEC 9240 (Becton Dickinson Diagnostic Instrument System, Sparks,
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MD, USA) cihazinda 35°C + 1°C’de yedi giinliik inkiibasyona kaldirilarak takip
edildi. Otomatize kan kiiltiir cihazinda iireme saptanan siselerden %5 koyun kanl
agar, EMB agar besiyerlerine pasaj ekimleri yapildi. Kanli agarda tireyen koloniler
koloni morfolojisi, gram boyama, katalaz ve koagiilaz deneylerinin sonucuna gore S.
aureus ve KNS olarak tanimlandi. Geleneksel tanimlamanin dogrulanmasi ve
koagiilaz negatif stafilokoklarin tiir diizeyinde tanimlanmasi i¢in BD Phoenix 100
(Becton Dickinson Diagnostic Instrument System, Sparks, MD, USA) otomatize

sistem kullanildi.

Calismanin diger asamalari i¢in izolatlar saf olarak %15 gliserol igeren triptik
soy buyyon besi yerinde -40°C’de saklandi. Daha sonra izolatlar1 canlandirmak i¢in
“Brain-heart infusion broth” (BHI Broth), %5 koyun kanli agar, antibiyotik
duyarlilik testi icin de Mueller Hinton agar (MHA) kullanild:. izolatlarin antibiyotik
duyarliliklari, MHA besiyerinde CLSI standartlarina goére Kirby-Bauer Disk Difiizyon

yontemi ile arastirildi.

3.4. Cift Disk Difiizyon Testi (D Test)

Antibiyotik  duyarlilik sonuglarina gore eritromisine direngli olarak
degerlendirilen S. aureus ve KNS izolatlarinin iMLSg direng fenotipi eritromisin
(15pg) ve klindamisin (2 pg) disklerinin kullanildigr D test ile CLSI’da belirtilen
kriterlere gore saptandi. Diskler, 0.5 McFarland (1.5x108 kob/ml) bulanikliginda
hazirlanan bakteri siispansiyonundan yaygin ekim yapilan MHA iizerine merkezden

merkeze 15-26 mm arayla yerlestirildi [121].

Plaklar 35+2°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Eritromisin diski etrafinda
inhibisyon zon ¢ap1 13mm < ve klindamisin inhibisyon zonunda iki disk arasinda
eritromisin diskine yakin olan kisimda diizlesme goriilen izolatlar iMLSg fenotipi
direng; eritromisin ve klindamisinin her ikisine direngli olan izolatlar cMLSg fenotipi
direng; eritromisine direngli klindamisine duyarli izolatlar MSg fenotipi direng,

eritromisin duyarli klindamisin direngli izolatlar L fenotipi diren¢ olarak

degerlendirildi [100].
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3.5. ermA, ermC, msrA, msrB genlerinin PCR Yontemiyle Arastirilmasi

Cift disk difiizyon testi (D-test) yontemi ile saptanan, indiiklenebilir
klindamisin direnci (iMLSB) pozitif 71 izolat, klindamisin ve eritromisin direngli
(cMLSs fenotip) 68 izolat, eritromisin direngli klindamisin duyarli (MSg fenotip) 71
izolat ve eritromisin duyarli klindamisin direngli (L fenotip) 4 izolat olmak iizere
toplam 214 izolatta ermA, ermC, msrA ve msrB genlerinin varligi PCR ile arastirildi.
DNA ekstraksiyonu gerceklestirilinceye kadar stoklanan bakteri izolatlar1 -40°C’de
(Sanyo Biomedical Freezer, Japan) saklandi.

3.5.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu Thermo Scientific Genejet Genomic DNA purification
Kiti ile tretici firmanin (Thermo Scientific, USA Lot No:K0721, K0722) o6nerileri
dogrultusunda modifiye ederek asagidaki sekilde yapildu:

e Bakteri hiicre duvarini pargalamak i¢in 200 pl 0.1 M Trisbase (pH=S8)
hazirland. igerisine 100 pl koloni steril tek kullanimlik 6ze ile alinip
pipetaj yapilarak karigtirildi ve karisim derin dondurucuya kaldirildi (-
40 °C), ¢oziildiikten sonra 95 °C’de 10 dk kaynatildi.

e Karisim 3000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi ve siipernatant 180 pl
olacak sekilde alindi, pellet atild1.

e Kanisima 200 pl Lizis soliisyonu ve 20 pl Proteinaz K eklendi
vorteksle karistirildi.

e Hiicrelerin tam anlamiyla parcalanmasi i¢in 56 °C’de inkiibe edildi ve
ara ara vortekslendi.

e Karigima 20 pl Rnase A soliisyonundan eklenip vortekslendi ve 10 dk
oda 1sinda inkiibe edildi.

e Karisima 400 pl %50’lik Etanol eklendi ve vortekslendi.

e Hazirlanan lizat toplama tiipline yerlestirilen Genejet Genomic DNA
Purifikasyon (GGDP) tiipiine aktarildi. 1 dk 6000xg’de santrifiij
edildi. Alt siviy1 igeren toplama tiipii atildi. GGDP tiipii 2 mI’lik yeni
bir toplama tiipiine kondu (Her kullanimdan sonra GGDP tiipii sikica

kapatildi).
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e 500 pl Wash Buffer I (30 ml %96’lik Etanol eklenmis) eklendi ve 1
dk 8000xg’de santrifiij edildi. Alttaki siv1 atildi, GGDP tiipii toplama
tiipline geri kondu.

e 500 pl Wash Buffer II ( 30 ml %96’lik Etanol eklenmis) eklendi ve 3
dk max hizda(>=12000xg) santrifiij edildi. Toplama tiipii atild1 ve
GGDP tiipii yeni 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine kondu.

e DNA’y1 saflastirmak i¢in 200 upl Elution Buffer GGDP tiipiine
eklendi, 2 dk oda 1sisinda inkiibe edildi, sonra 1dk 8000xg’de satrifiij
edildi.

e GGDP tiipii atildi, mikrosantrifij tiiplindeki saf DNA kullanilincaya
kadar -40°C’de saklandi.

3.5.2. Direnc genlerinin saptanmasi

PCR islemi, Geneamp PCR System 9700 (Applied Biosystems®,USA )
termal dongii cihazinda kullanilan primerlere uygun reaksiyon kosullarinda ermA,
ermC, msrA ve msrB gen bolgeleri amplifiye edilerek yapildi. PCR i¢in kullanilan
primerler Tablo 3’te gosterilmistir. Calismada Lina ve arkadaslarinin kullandig
primer dizilimleri kullanilmigtir [110]. Calismada kullanilan ermA, ermC, msrA,

msrB primerleri Invitrogen (USA) firmasi tarafindan sentez edilmistir.

Tablo 3. PCR’da kullanilan 6zgiil primerler [110]

Primer  Dizi (5'-3") Uriin
ermA F GTT CAA GAA CAATCA ATA CAG AG

ermAR GGA TCA GGA AAAGGACATTTT AC 421 bg
ermC F GCT AAT ATTGTT TAAATC GTC AATTCC

ermCR  GGA TCA GGA AAAGGACATTTT AC 572 bg
msrA F GGC ACAATAAGAGTGTTT AAAGG

msrA R AAG TTATAT CATGAATAGATTGTCCTGTT 940 bg
msrB F TAT GAT ATC CAT AAT AAT TAT CCA ATC

msrBR  AAT TTA TAT CAT GAA TAG ATT GTC CTG TT 595 be
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3.5.3. ermA, ermC, msrA, msrB Genleri icin PCR Karisimlari: ve Uygun Dongii
Kosullarn

3.5.3.1 ermA geni varhgi arastirilmasi:

erm A geninin 421 bg gen segmentini hedef alan PCR karisimi toplam
reaksiyon hacmi 50 ul olacak sekilde 10 mmol/L Tris-HCI (pH:8.3), 50 mmol/L KCI
(10XMgfree, Thermoscientific), 1.5 mmol/lL MgCl, (stok 25 mmol,
Thermoscientific), dNTP karisimindan 200 mmol/L (stok her biri 10 mmol,
Thermoscientific), her bir primer ciftinden (stok 100 pmol/ul, Invitrogen) 60 pmol/
ul, Tag DNA polimerazdan 0,25 U (stok 5 U/ul, Thermoscientific) aliarak steril
30.55 ul distile su eklenerek amplifikasyon karigimi hazirlandi. Hazirlanan bu
karisima ekstrakte edilen DNA 6rneginden 5 pl eklendi ve amplifikasyon igin termal
cycler’a yerlestirildi. Negatif 6rnek olarak distile su kullanildi. ermA geni PCR ile
kuvvetli pozitif olarak bulunan bir izolat, diger PCR reaksiyonlart i¢in pozitif kontrol
olarak kullanildi.

PCR Amplifikasyon Asamalart ;
94°C’de 5dk  0n denatiirasyon
94°C’de 1 dk  hedef DNA denatiirasyonu
53 °C’de 1dk primer baglanma 35 dongii
72°C’de 1 dk  primer uzamasi

72 °C’de 7 dk son uzama + 4 °C’de bekleme konumu
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3.5.3.2 ermC geni varhigi arastiridmasi:

ermC geninin 572 b¢ gen segmentini hedef alan PCR karisgimi toplam
reaksiyon hacmi 50 ul olacak sekilde 10 mmol/L Tris-HCI (pH:8.3), 50 mmol/L KCI
(10XMgfree, Thermoscientific), 1.5 mmol/lL MgCl, (stok 25 mmol,
Thermoscientific), dNTP karisimindan 200 mmol/L (stok her biri 10 mmol,
Thermoscientific), her bir primer ciftinden (stok 100 pmol/ul, Invitrogen) 50 pmol/
ul, Tag DNA polimerazdan 1,25 U (stok 5 U/ul, Thermoscientific) aliarak steril
31.75 pl distile su eklenerek amplifikasyon karisimi hazirlandi. Hazirlanan bu
karisima ekstrakte edilen DNA 6rneginden 5 ul eklendi ve amplifikasyon igin termal
cycler’a yerlestirildi. Negatif 6rnek olarak distile su kullanildi. ermC geni PCR ile
kuvvetli pozitif olarak bulunan bir izolat, diger PCR reaksiyonlart i¢in pozitif kontrol

olarak kullanild.

PCR Amplifikasyon Asamalar:

94°C’de 5dk  On denatiirasyon

94°C’de 1 dk  hedef DNA denatiirasyonu |
52°C’de 1 dk primer baglanma L 35 dongi

72°C’de 1 dk  primer uzamasi

E—

72 °C’de 7 dk son uzama + 4 °C’de bekleme konum
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3.5.3.3 msrA geni varlig1 arastirilmasu:
PCR karisimu;

msrA geninin 940 bg gen segmentini hedef alan PCR karisimi; toplam
reaksiyon hacmi 50 ul olacak sekilde 10 mmol/L Tris-HCI (pH:8.3), 50 mmol/L KCI
(10XMgfree, Thermoscientific), 1.5 mmol/lL MgCl, (stok 25 mmol,
Thermoscientific), dNTP karisimindan 200 mmol/L (stok her biri 10 mmol,
Thermoscientific), her bir primer ¢iftinden (stok 100 pmol/ul, invitrogen) 50 pmol/
ul, Tag DNA polimerazdan 1.25 U (stok 5 U/ul, Thermoscientific) alarak steril
31.75 pl distile su eklenerek amplifikasyon karigimi hazirlandi. Hazirlanan bu
karisima ekstrakte edilen DNA 6rneginden 5 pl eklendi ve amplifikasyon igin termal
cycler’a yerlestirildi. Negatif ornek olarak distile su kullanildi. msrA geni PCR ile
kuvvetli pozitif olarak bulunan bir izolat, diger PCR reaksiyonlari i¢in pozitif kontrol

olarak kullanild.

PCR Amplifikasyon Asamalar

94 °C°de 5 dk On denatiirasyon
94 °C°de 1 dk hedef DNA denatiirasyonu
52 °C’de 1dk primer baglanma 35 dongii

72 °C’de 1,2 dk (80 sn)  primer uzamast

72 °C’de 7 dk son uzama + 4 °C’de bekleme konumu
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3.5.3.4 msrB geni varlig1 arastirilmasu:
PCR karisimi;

msrB geninin 595 bg¢ gen segmentini hedef alan PCR karigimi toplam
reaksiyon hacmi 50 ul olacak sekilde 10 mmol/L Tris-HCI (pH:8.3), 50 mmol/L KCI
(10XMgfree, Thermoscientific), 1.5 mmol/lL MgCl, (stok 25 mmol,
Thermoscientific), dNTP karisimindan 200 mmol/L (stok her biri 10 mmol,
Thermoscientific), her bir primer ¢iftinden (stok 100 pmol/ul, invitrogen) 50 pmol/
ul, Tag DNA polimerazdan 1.25 U (stok 5 U/ul, Thermoscientific) alarak steril
31.75 pl distile su eklenerek amplifikasyon karigimi hazirlandi. Hazirlanan bu
karisima ekstrakte edilen DNA 6rneginden 5 pl eklendi ve amplifikasyon igin termal
cycler’a yerlestirildi. Negatif o6rnek olarak distile su kullanildi. msrB geni PCR ile
kuvvetli pozitif olarak bulunan bir izolat, diger PCR reaksiyonlari i¢in pozitif kontrol

olarak kullanild.

PCR Amplifikasyon Asamalar:

94 °C°de 5 dk On denatiirasyon
94 °C°de 1 dk hedef DNA denatiirasyonu
54 °C°de 1dk primer baglanma | 35 dongii

72 °C’de 1,2 dk (80 sn)  primer uzamast

72 °C’de 7 dk son uzama + 4 °C’de bekleme konumu
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3.5.4. PCR Uriinlerinin Saptanmasi:

PCR ile amplifiye edien ilgili DNA bolgeleri agaroz jel elektroforezi ile
belirlendi.

3.5.4.1. Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi

PCR iirinii DNA’larin incelenmesi ve boyutlarinin belirlenmesi i¢in agaroz
konsantrasyonu %2 olacak sekilde 1X TBE (Tris Base, Borik asit, EDTA) tamponu
ile agaroz jel hazirlandi. 10X TBE stok soliisyonundan 100 ml alinarak 900 ml distile
su ile karistirilarak 1X yogunlugunda ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan soliisyonun 100
ml’sine molekiiler saflikta agarozdan 2 g eklendi. Bir cam balon igerisinde
mikrodalga firinda eritildi, sicakken agaroz igerigine 5 pl safe nucleic stain eklendi.
Mikrodalga firinda eritilen agaroz, yatay elektroforez jel tankina (Thermo Scientific
EASYCAST OWL Model B2 Midi Gel Electrophoresis System, USA) dokiildii ve
sogumaya birakildi. Oda sicakliginda 20-30 dk bekletilerek katilasmas: saglandi. Jel
donduktan sonra taraklar ¢ekilerek kuyucuklar hazirland: ve jel tanki hazirlanan 1X

TBE soliisyonu ile yeteri miktarda dolduruldu.

3.5.4.2. Amplikonlann Agaroz Jele Yerlestirilmesi

Agaroz jel kuyucuklarina 7 pl amplifikasyon iirlinii ile 2 pl 6X yilikleme
tamponu karistirilarak jele yiiklendi. Marker olarak 100 bg¢’lik DNA markerdan
(Geneaid, Taiwan) 5 ul alinarak orta kuyucuga yerlestirildi. Tankin giic kaynagi
(Thermo Scientific EC XL 300 Power Supply, USA) calistirilarak 40 MA —100 V
akim verildi ve 60 dk elektroforez siirdiiriildii. Yiikleme tamponundaki bromfenol

mavisi jelin 2/3’line ulastiginda elektroforez durduruldu.

3.5.4.3. Agaroz Jelin Gériintiilenmesi

Elektroforez sonras: jel tanktan g¢ikarildi ve jel goriintiileme sistemi (BIO
RAD Gel Imaging Device, USA) ile 302 nm dalga boyundaki ultraviole 15181 altinda
goriintlilenerek incelendi ve resimleri ¢ekildi. Hedef bolge ile uyumlu amplikonlar
100 b¢ DNA Ladder (Geneaid, Taiwan) belirtegleri ile karsilastirilarak pozitif olarak
degerlendirildi.
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3.6. PCR i¢in Kullanilan Sarf Malzemelerin ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi
Molekiiler testlerde kullanilmak iizere belirtilen soliisyonlar hem stok hem de

giinliik olarak hazirlandi.

3.6.1. 10X TBE (pH: 8.8) Soliisyonunun Hazirlanmasi

Tris-base 108 g,

Borik asit 55,

EDTA 8.3 g tartilarak 1 litre distile suda ¢oziildii.

Oda 1sisinda muhafaza edildi. (Tris-base Sigma, USA MW: 121.14 g/mol, Lot:
SLBKO0463V; Borik asit Sigma, USA MW: 61,83 g/mol, Lot:BCBM2648V; EDTA
Sigma, USA MW: 372,24 g/mol, Lot: SLBH4839V)

3.6.2. dNTP Kansiminin Hazirlanmasi

PCR ana kangiminda (master mix) kullanilacak olan 10mM dNTP
(Deoxyribonucleotide triphosphate, Thermo Scientific, USA Lot: 00205003)
hazirlandi. Bunun i¢in herbiri 100 mM stok konsantrasyonda gelen dATP, dGTP,
dCTP ve dTTP’tan 10’ar pl alinarak 60 pl ultrapiir su eklendi. Kullanilincaya kadar -
20/-70 °C’de muhafaza edildi.

3.6.3. Agaroz

PCR iriinlerinin jel elektroforezi icin DNaz ve RNaz aktivitesi olmayan
molekiiler saflikta agaroz (invitrogen, USA Lot: 0000326681) kullamldi. Oda
1s1s1nda muhafaza edildi.

3.6.4.Taq DNA Polimeraz

PCR ile amplfikasyon karigiminin hazirlanmasinda her 6rnek basina 1,25 U
Taq polimeraz (Stok 5 U/ul) Thermo Scientific, USA Lot: 00200925) enzimi
kullanildi. Enzim -20/-70 C®’de muhafaza edildi.
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3.6.5.Primer Secimi, Kontrolii ve Liyofilize Primerlerin Kullanima
Hazirlanmasi

Bakteriyel DNA’da hedeflenen 4 gen bdlgesinin molekiiler yotemlemler ile
incelenmesinde kritik 6neme sahip olan primerlerin dizisinin belirlenmesi ve ticari
olarak sentezletilmesi i¢in ayrintil literatiir taramasi yapildi ve GeneBank’tan ilgili
hedef gen bolgelerinin tiim sekansi incelendi. Belirlenen primer dizileri liyofilize
olarak temin edildi. Liyofilize halde gelen primerler ultrapiir su ile 100 pmol/ul
olacak sekilde diliie edilerek stok primerler hazirlanarak -20/-70 °C’de muhafaza
edildi.

3.7. istatiksel Analiz

Bu yontemler ile elde edilen veriler rakamsal olarak kodlanarak “SPSS 16.0
for Windows®” programi kullanilarak gruplar arast degiskenleri test etme amaciyla
Pearson Chi-Square, Fisher’s Exact test ile incelendi. Istatistiksel hata pay1 0.05 olarak

alindi.
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4. BULGULAR

Calismaya, 2014 Subat-2014 Temmuz tarihleri arasinda Izmir Katip Celebi
Universitesi Tip Fakiiltesi Atatiirk Egitim ve Arastima Hastanesinde yatan
hastalardan izole edilen 51 (%16,5) S. aureus, 257 (%83,5) KNS olmak iizere toplam
308 stafilokok izolat1 dahil edilmistir. Ayn1 hastadan alinan birden fazla ornekte
tireyen izolatlar ¢alisma dis1 birakilmistir. S. aureus izolatlarinin 16’s1 metisiline
direngli (MRSA), 35’1t metisiline duyarli (MSSA) olarak tanimlanmig, KNS
izolatlarmin 208’1 metisiline direngli (MRKNS) , 49’u metisiline duyarli (MSKNS)
bulunmustur. Klinik 6rneklerin 133’4 (%43.19) kadin ve 175’1 (%56,81) erkek

hastalara aittir.

S. aureus izolatlarinin %47,1°1 kan, %17,7’si yara, %7,8’i periton sivisi,
%5,9’u idrar, %5,9’u ameliyat materyali, %3,9’u trakeal aspirat, %3,9’u eklem sivisi,
%3,9’u balgam, %3,9’u diger materyallere ait o6rneklerden izole edilmistir. KNS
izolatlarinin  %92,2°si kan, %3,1°1 idrar, % 2,3’ yara, %1,2’si katater, %0,8’i
ameliyat materyali, %0,4’ti eklem sivisina ait Orneklerden izole edilmistir.
Calismamizda klinik 6rneklerden izole ettigimiz stafilokok izolatlarinin materyal

dagilimi Tablo 4’te goriilmektedir.

Tablo 4. Stafilokok izolatlarinin izole edildigi klinik materyallerin dagilimi

Materyal cinsi KNS S.aureus Toplam
Kisi
MSKNS MRKNS MSS MRSA n(%)
n(%o) n(%) n(%o) n(%o)
Kan 41(83,7) 196(94,2) 13(37,1) 11(68,7) 261(84.7)
Yara 3(6,1) 3(1,4) 8(22,8) 1(6,3) 15(4.9)
Idrar 4(8,2) 4(1,9) 3(8,6) 0(0) 11(3.6)
Katater 1(2,0) 2(1,0) 0(0) 0(0) 3(1)
Balgam 0(0) 0(0) 0(0) 2(12,5) 2(0.6)
Trakeal aspirat 0(0) 0(0) 2(5,7) 0(0) 2(0.6)
Periton s1visi 0(0) 0(0) 4(11,4) 0(0) 4(1.3)
Eklem s1visi 0(0) 1(0,5) 2(5,7) 0(0) 3(1)
Ameliyat materyali | 0(0) 2(1,0) 1(2,9) 2(12,5) 5(1.6)
Vagen-serviks 0(0) 0(0) 1(2,9) 0(0) 1(0.3)
Abse materyali 0(0) 0(0) 1(2,9) 0(0) 1(0.3)
Toplam 49(100) 208(100) 35(100) 16(100) 308(100)
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Izolatlarn izole edildigi hastalarin yas dagilimlar1 incelendiginde 61-70 yas
araliginda 73 hasta, 51-60 yas araliginda 66 (%21,4) hasta, 71-80 yas aralifinda 57
(%18,5) hasta saptanmistir. Hastanemizde pediatri servisi bulunmadigi i¢in <20 yas
aralifinda sadece 5 (%1,6) hasta saptanmustir. izolatlarn yas gruplarmna gore

dagilimlar1 Tablo 5’te gosterilmistir.

Tablo 5. izolatlarin yas gruplarina gore dagilimlari.

Izolat sayis1 Toplam
Yas Gurubu kisi
MSKNS MRKNS | MSSA MRSA n(%o)
n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)
11-20 yas 4(8,2) 1(0,5) 0(0) 0(0) 5(1.6)
21- 30 yas 4(8,2) 8(3,8) 5(14,3) | 1(6,2) 18(5.8)
31-40 yas 3(6,1) 20(9,6) 3(8,6) 1(6,2) 27(8.8)
41-50 yas 5(10,2) 17(8,2) 4(11,4) | 3(18,8) 29(9.4)
51-60 yas 12(24,5) 39(18,8) 12(34,3) | 3(18,8) 66(21.4)
61-70 yas 8(16,3) 57(27,4) 4(11,4) | 4(25) 73(23.7)
71-80 yas 6(12,2) 44(21,1) 5(14,3) | 2(12,5) 57(18.5)
>80 yas 7(14,3) 22(10,6) 2(5,7) 2(12,5) 33(10.7)
Toplam 49(100) 208(100) | 35(100) | 16(100) 308(100)

Izole edilen S. aureus izolatlarinin  31°i (%10) Dahili Béliimlere, 12’si
(%3,9) Cerrahi Béliimlere, 8’i (%2,6) Yogun Bakim Unitelerine aitti, Acil Servis
Béliimiine ait S .aureus izolat1 izole edilmedi. Izole edilen KNS izolatlarmin ise
109’u (%35,4) Dahili Béliimlere, 96’s1 (%31,2) Yogun Bakim Unitelerine, 41°i
(%13,3) Cerrahi Boliimlere, 11’1 (%3,6) Acil Servis Boliimiine aitti. Calismamizda
kullanilan stafilokok izolatlarinin izole edildigi materyallerin kliniklere gére dagilimi

Tablo 6’da sunulmustur.
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Tablo 6. Stafilokok izolatlarinin izole edildigi materyallerin kliniklere gére dagilimi

KLINIK KNS S.aureus Toplam Kisi
MSKNS | MRKNS | MSSA | MRSA | n(%)
n(%b) n(%) n(%o) n(%o)
Dahiliye 8(16,3) 36(17,2) | 6(17,1) | 2(12,5) | 52(16.9)
Beyin Cerrahisi 5(10,2) 17(8,2) 3(8,5) 1(6,25) | 26(8.4)
Dahiliye Yogun Bakim Unitesi 0(0) 19(9,1) 0(0) 1(6,25) | 20(6.5)
Anestezi Yogun Bakim Unitesi 0(0) 43(20,7) | 0(0) 2(12,5) | 45(14.6)
Enfeksiyon 3(6,2) 4(1,9) 0(0) 0(0) 7(2.3)
Noroloji 2(4,1) 12(5,8) 1(2,9) 1(6,25) | 16(5.2)
Nefroloji 1(2.0) 7(3,4) 6(17,1) | 1(6,25) | 15(4.9)
Kadin Dogum Servisi 1(2.0) 1(0,5) 1(2,9) 0(0) 3(1)
Kalp damar Cerrahisi 1(2.0) 8(3,9) 0(0) 0(0) 9(2.9)
Gogiis Hastaliklar 1(2.0) 3(1,4) 0(0) 1(6,25) | 5(1.6)
Acil Servis 8(16,3) 3(1,4) 0(0) 0(0) 11(3.6)
Ortopedi 0(0) 1(0,5) 2(5,7) 2(12,5) | 5(1.6)
Genel Cerrahi 3(6,2) 0(0) 1(2,9) 0(0) 4(1.3)
Uroloji 2(4,1) 1(0,5) 1(2,9) 0(0) 4(1.3)
Gastroenteroloji 1(2.0) 8(3,9) 0(0) 0(0) 9(2.9)
Dermatoloji 2(4,1) 2(1,0) 6(17,1) | 1(6,25) | 11(3.6)
Néroloji Yogun Bakim Unitesi 3(6,2) 19(9,1) 1(2,9) 2(12,5) | 25(8.1)
Kalp Damar Cerrahisi Yogun Bakim Unitesi 1(2.0) 3(1,4) 0(0) 0(0) 4(1.3)
Tibbi Onkoloji 1(2.0) 3(1,4) 2(5,7) 1(6,25) | 7(2.3)
Hematoloji 2(4,1) 10(4,8) 0(0) 0(0) 12(3.9)
Beyin Cerrahisi Yogun Bakim Unitesi 3(6,2) 3(1,4) 2(5,7) 0(0) 8(2.6)
Kulak Burun Bogaz 0(0) 1(0,5) 0(0) 0(0) 1(0.3)
Psikiyatri 1(2.0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(0.3)
Kardiyoloji 0(0) 2(1,0) 2(5,7) 1(6,25) | 5(1.6)
Plastik Cerrahi Serv. 0(0) 0(0) 1(2,9) 0(0) 1(0.3)
Kardiyoloji Koroner Yogun Bakim 0(0) 2(1,0) 0(0) 0(0) 2(0.6)
Toplam 49(100) | 208(100) | 35(100) | 16(100) | 308(100)
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S. aureus izolatlarmin 16’s1 (%31,4)’i MRSA, 35’1 (%68,6) MSSA olarak
bulunmugtur. S. aureus izolatlarinin  hepsi  vankomisin, linezolid ve
kinupristin/dalfopristine duyarli bulunmustur. MSSA ve MRSA izolatlar1 sirasiyla
eritromisine %94,3 ve %62,5, klindamisine %100 ve %81,2, telitromisine %97,1 ve
%75, teikoplanine %100 ve %93,7, fusidik aside %100 ve %56,2, gentamisine %97,1
ve %62,5, levofloksasine %94,3 ve %31,2, SXT’ye %100 ve %50, penisiline %8,6
ve % 0.0, tetrasikline %94,3 ve %56,2, rifampisine %94,3 ve %50, moksifloksasine
%97,1 ve %37,5, norfloksasine %97,1 ve %31,2, sefazoline %97,1 ve %125
oraninda duyarli olarak bulunmustur. Calismaya alinan izolatlarin antibiyotiklere
duyarliliklar1 Tablo 7°de gosterilmistir.

KNS izolatlarinin 49°u (%19,1) MSKNS, 208’i (%80,9) MRKNS olarak
bulunmustur. KNS izolatlarinin hepsi vankomisine duyarli bulunmustur. MSKNS ve
MRKNS izolatlarinda sirasiyla eritromisine %49 ve %15, klindamisine %90 ve %66,
telitromisine %94 ve %76,5, teikoplanine %98 ve %93,8, linezolide %100 ve
%93,7, kinupristin/dalfopristine %96 ve %87,5, fusidik aside %53,1 ve %18,3,
gentamisine %96 ve %45,7, levofloksasine % 96 ve % 23,5, SXT’ye %86 ve %38,
penisiline %2 ve %0.0, tetrasikline %69,4 ve %57,2, rifampisine %96 ve %50,
moksifloksasine %94 ve %27,9, norfloksasine %92 ve %24, sefazoline %80 ve %3,4
oraninda duyarl olarak bulunmustur.

KNS izolatlarinda; eritromisin, klindamisin, telitromisin, oksasilin, sefoksitin,
sefazolin, gentamisin, rifampisin, tetrasiklin, levofloksasin, moksifloksasin,
norfloksasin, fusidik asid ve SXT antibiyotiklerinde duyarlilik — direnglilik agisindan

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05).

S. aureus izolatlarinda; eritromisin, klindamisin, telitromisin, oksasilin,
sefoksitin,  sefazolin,  gentamisin, rifampisin, tetrasiklin, levofloksasin,
moksifloksasin, norfloksasin, fusidik asid ve SXT antibiyotiklerinde duyarlilik —

direnclilik acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu

(p<0,05).

Diger antibiyotiklerde KNS ve S. aureus izolatlarinda duyarlilik — direnglilik

acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05).
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Tablo 7. Stafilokok izolatlarinin test edilen antibiyotiklere duyarlilik oranlari.

KNS =257 S.aureus=51
MSKNS MRKNS Toplam MSSA MRSA | Toplam
P p
Antibiyotik n(%) n(%o) n(%) n(%) n(%) n(%)
Eritromisin 2449) | 31(15) | 55(1,4) | <0,001* || 33(94,3) | 10(62,5) | 43(843) | 0,008**
Klindamisin 44(90) | 137(66) | 181(704) | <0,001* | 35(100) |13(81.2) | 48(94,1) | 0,027**
Telitromisin 46(94) | 159(76,5) | 205(79,8) | 0,006* || 34(97.1) | 12(75) | 46(90.1) | 0,029%*
Oksasilin 49(100) 0(0) 49(19) | <0,001* || 35(100) | 0(0) |35(68,7)| <0,001*
Sefoksitin 49(100) 0(0) 49(19) | <0,001* || 35(100) | 0(0) | 35(100) | <0,001*
Sefazolin 39(80) 734) | 46(17,9) | <0,001* || 34(97,1) | 2(12,5) | 39(76,4) | <0,001%*
Gentamisin 47(96) | 95(45,7) | 142(552) | <0,001* || 3497,1) | 10(62.5) | 44(86,3) | <0,003**
Penisilin 12) 0(0) 104) |o0191%* || 3(86) 00) | 3(9) | 0543**
Rifampisin 47(96) | 104(50) | 151(59) | <0,001* || 33(943) | 8(50) |41(80,4) | <0,001%*
Tetrasiklin 3469,4) | 119(57,2) | 153(60) | 0,118* || 33(94,3) | 9(56.2) | 42(82.4) | 0,002**
Levofloksasin 47(96) | 49(235) | 96(37.4) | <0,001* || 33(943) | 5(31,2) |38(74,5) | <0,001%*
Moksifloksasin 46(94) | 58(27,9) | 104(405) | <0,001* || 34(97,1) | 6(37.5) | 40(78,4) | <0,001%*
Norfloksasin 4592) | 5024) | 95(37) | <0001* || 34(97,1) | 5(31,2) |39(76,4) | <0,001%*
Vankomisin 49(100) | 208(100) | 257(100) - 35(100) | 16(100) | 51(100) -
Teikoplanin 48(98) | 195(93,8) | 243(94,6) | 0,481** || 35(100) |15(937) | 50(98) | 0,314**
Linezolid 49(100) | 194(93,7) | 243(94,5) | 0,079** | 35(100) | 16(100) | 51(100) -
FusidikAsid 26(531) | 38(183) | 64(24,9) | <0,001* || 35(100) | 9(56,2) | 44(86,3) | <0,001%*
;rurlll[grer:(e)tparllgzol 4286) | 7938) | 121(47) | <0,001* | 35(100) | 8(50) |43(84,3) | <0,001%*
ggl‘]f’opg;lsst;nf 47(96) | 182(87,5) | 229(89,1) | 0,089* || 35(100) | 16(100) | 51(100) ;
Toplam 49(100) | 208(100) | 257(100) 35(100) | 16(100) | 51(100)

*Pearson Chi-Square, **Fisher’s Exact test

KNS izolatlar1 arasinda en sik rastlanan tiirler S. hominis (%35), S.
epidermidis (%25) ve S. haemolyticus (%14,4) olarak saptanmistir. Tablo 8’de izole

edilen tiim KNS tiirleri gdsterilmistir.
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Tablo 8. izole edilen KNS tiirlerinin dagilimi

KNS tiirii MSKNS n(%) MRKNS n(%) Toplam n(%)
S. epidermidis 12(24,5) 52(25) 64(25)

S. haemolyticus 6(12,2) 31(14,9) 37(14,4)
S. hominis 20(40,8) 71(34,1) 91(35)
S. saprophyticus 4(8,2) 19(9,1) 23(8,9)
S. capitis 4(8,2) 6(2,8) 10(4,0)
S.equorum 1(2,0) 11(5,3) 12(4,7)
S. gallinarum 0(0) 2(1,0) 2(0,8)

S. warnerii 2(4,1) 2(1,0) 4(1,6)
S.cohnii 0(0) 4(1,9) 4(1,6)
S.hyicus 0(0) 1(0,5) 1(0,4)
S.chromogenes 0(0) 1(0,5) 1(0,4)

S. sciuri 0(0) 4(1,9) 4(1,6)

S. kloosii 0(0) 1(0,5) 1(0,4)
S.lentus 0(0) 2(1,0) 2(0,8)
S.schleiferi 0(0) 1(0,5) 1(0,4)
Toplam 49(100) 208(100) 257(100)

4.1. Fenotipik yontemlerle belirlenen iMLSB direnci sonuglari

S. aureus izolatlarinin 43’1 (%84,3) S fenotipi, 2’si (%3,9) MSg fenotipi, 3’1
(9%5,89) IMLSg fenotipi ve 3’1 (%5,89) cMLSg fenotipi olarak belirlenmistir. MRSA
izolatlarmin 10’u (%62,5) S fenotipi, 2’si (%12,5) MSg fenotipi, 1’1 (%6,3) iMLSB
fenotipi, 3’1 (%18,7) c¢cMLSs fenotipi olarak belirlenirken, MSSA izolatlarinin 33’1
(9%94,3) S fenotipi, 2’si (%5,71) iIMLSg fenotipi olarak belirlenmistir. MSg fenotipi ve
cMLSs fenotipi MSSA izolatlarinda tespit edilmemistir. Izole edilen S. aureus

izolatlarin direng fenotipleri Tablo 9’da gosterilmistir.

S. aureus izolatlarinda S tipi ve ¢cMLSg tipi direng fenotiplerinde MRSA ve
MSSA izolatlar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulundu (p<0,05).

Diger degiskenler agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmadi. (p>0,05)
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Tablo 9. S. aureus izolatlarinda D-test yontemi kullanilarak belirlenen direng

fenotipleri
MRSA=16 MSSA=35 Toplam=51
Direncg p
Fenotipi n (%) n (%) n (%)
S tipi 10(62,5) 33(94,3) 43(84,3) 0,008*
MSg tipi 2(12,5) 0(0) 2(3,9) 0,094*
iMLSg tipi 1(6,3) 2(5,7) 3(5,9) 1,000*
cMLSg tipi 3(18,7) 0 3(5,9) 0,027*
L tipi 0(0) 0(0) 0(0) -

*Fisher’s Exact test

Izole edilen KNS izolatlarmin 51°i (%19,8) S fenotipi, 69’u (%26,9) MSg

fenotipi, 73’1 (%28,4) iMLSg fenotipi, 60’1 (%23,3) cMLSB fenotipi ve 4’1 (%1,6) L
fenotipi olarak belirlenmistir. MRKNS izolatlarinin 28’1 (%13,5) S fenotipi, 51’1
(%24,5) MSg fenotipi, 70’1 (%33,7) iMLSe fenotipi, 55’1 (%26,4) cMLSe fenotipi,
41 (%1,9) L fenotipi olarak belirlenirken, MSKNS izolatlarinin 24’4 (%49) S
fenotipi, 18’1 (%36,7) MSg fenotipi, 2’si (%4) iMLSs fenotipi, 5’1 (%10,2) cMLSB
fenotipi olarak belirlenmistir. izole edilen KNS tiirlerinin diren¢ fenotipleri Tablo
10’da gosterilmistir.

KNS izolatlarinda S tipi, iMLSg tipi ve cMLSg tipi direng fenotiplerinde
MRKNS ve MSKNS izolatlar1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulundu (p<0,05).

Diger degiskenler agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmadi (p>0,05).

Tablo 10. KNS izolatlarinda D-test yontemi kullanilarak belirlenen direng fenotipleri

MRKNS=208 MSKNS=49 Toplam=257
Direncg 0]
Fenotipi n (%) n (%) n (%)

S tipi 27(13) 24(49) 51(19,9) <0,001*
MSg tipi 51(24,5) 18(36,7) 69(26,9) 0,083*
iIMLSg tipi 71(34,2) 2(4,1) 73(28,4) <0,001*
cMLSg tipi 55(26,4) 5(10,2) 60(23,3) 0,016*

L tipi 4(1,9) 0(0) 4(1,5) 1,000**

*Pearson Chi-Square, **Fisher’s Exact test
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Sekil 7. D- test ile tespit edilen MLSg direng fenotipleri (A: Eritromisin ve
klindamisin duyarlt S fenotip, B: Eritromisin direngli, klindamisin duyarli D-test
negatif MSg fenotip, C: Eritromisin direngli, klindamisin duyarli D-test pozitif
indiiklenebilir fenotip, D: Eritromisin ve klindamisin direngli yapisal fenotip, E:
Klindamisin direngli, eritromisin duyarli, L fenotip)

4.2. Molekiiler yontemlerle belirlenen iMLSg direnci sonuglari

Toplam 308 stafilokok izolatindan ¢ift disk diflizyon testi (D-test) yontemi ile
saptanan iIMLSg fenotipi gosteren 76 (%25), cMLSg fenotipi gosteren 63 (%20,5),
MSg fenotipi gosteren 71 (%23) ve eritromisin duyarli, klindamisin direngli (L
fenotipi) 4 (%1) izolatta ermA, ermC, msrA ve msrB genleri PCR yontemiyle
arastirilmistir. Toplam 214 izolatta ermA, ermC, msrA ve msrB genlerinin tespiti i¢in
yapilan PCR sonrasinda; 166 izolatta (%54) en az bir diren¢ geninin varligi
gosterildi. Izolatlarm 97’sinde (%31,5) tek gen saptamirken, 69 izolatta (%22,4)
birden fazla gen tespit edildi. Toplam 84 (%39,3) izolatta ermC, 18 (%8,4) izolatta
ermA geni, 67 (%31,3 ) izolatta msrA geni, 82 (%38,3) izolatta msrB geni tespit
edildi.

MSg fenotipi gosteren 71 (%100) izolatin 61 (%86)’inde en az bir direng geni
izlenmistir. MSg fenotipi gosteren 2 (%100) MRSA izolatinda msrA ve msrB genleri
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birlikte saptanmistir, ermA ve ermC genleri saptanmamustir. MSg fenotipi gosteren
MSSA izolatlarinda direng geni bulunmamigtir. MSg fenotipi gdsteren S. aureus
izolatlarinda en sik msrA ve msrB genleri saptanmustir.

MSg direng fenotipi gésteren 69 (%100) KNS izolatindan 1 (%1,4) MRKNS
izolatinda ermA, 1 (%1,4) MRKNS izolatinda ermC, 1 (%1,4) MRKNS izolatinda
msrA, 3 (%4,3) MSKNS ve 7 (%10,1) MRKNS izolatinda msrB genine tek basina
rastlanmistir. MRKNS izolatlarindan 1’inde (%1,4) ermA ve msrB genlerine birlikte,
10 (%14,5) MSKNS ve 33 (%48) MRKNS izolatinda msrA ve msrB genlerine
birlikte, 1 (%1,4) MRKNS ve 1 (%1,4) MSKNS izolatinda ermC, msrA, msrB
genlerine birlikte rastlanmistir. MSKNS izolatlarinin 4’tinde (%5,8) ve MRKNS
izolatlarinin 6’sinda (%8,7) higbir gen tespit edilmemistir. MSg fenotipi gosteren
KNS izolatlarinda en sik birlikte msrA ve msrB genleri saptanmistir. MSg fenotipi

gosteren izolatlarda PCR ile tespit edilen gen bolgeleri Tablo 11°de gosterilmistir.

Tablo 11. MSg fenotipi gosteren izolatlarda PCR ile tespit edilen gen bolgeleri

Direnc geni MSKNS MRKNS MSSA MRSA Toplam
ermA 0(0) 1(1,9) 0(0) 0(0) 1(1,4)
ermC 0(0) 1(1,9) 0(0) 0(0) 1(1,4)
msrA 0(0) 1(1,9) 0(0) 0(0) 1(1,4)
msrB 3(16,7) 7(13,9) 0(0) 0(0) 10(14)
ermA+ermC 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
ermA+msrB 0(0) 1(1,9) 0(0) 0(0) 1(1,4)
msrA+msrB 10(55,6) | 33(64,8) | 0(0) 2(100) | 45(63,4)
msrA+ermA+ermC 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
msrA+msrB+ermA 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
ermC+msrA+msrB 1(5,5) 1(1,9) 0(0) 0(0) 2(3)
msrA+msrB+ermA+ermC 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Higbirini tagimayanlar 4(22,2) 6(11,8) 0(0) 0(0) 10(14)
Toplam 18(100) 51(100) 0(0) 2(100) 71(100)
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IMLSg fenotipi gosteren 76(%100) izolatin 54 (%71)’linde en az bir direng
geni izlenmistir. IMLSg fenotipi gosteren toplam 3 (%100) S .aureus izolatindan 1
(%33,3) MSSA izolatinda ermA, 1 (%33,3) MRSA izolatinda ermC geni tek basina
saptanmistir, 1 (%33,3) MRSA izolatinda hi¢ gen bulunmamustir.

IMLSg direng fenotipi gosteren 73 (%100) KNS izolatindan 1 (%1,4)
MRKNS izolatinda ermA geni, 1 (%1,4) MSKNS ve 42 (%59) MRKNS izolatinda
ermC geni, 2 (%2,8) MRKNS izolatinda tek basina msrB geni saptanmistir. iMLSg
fenotipindeki higbir izolatta tek basina msrA genine rastlanmamistir. MRKNS
MRKNS
izolatlarindan 5’inde (%7) ermC, msrA ve msrB genlerine birlikte rastlanmistir.
IMLSg direng fenotipi gosteren MSKNS izolatlarinin 1’inde (%]1,4) ve MRKNS

izolatlarindan 1’inde (%]1,4) ermA ve ermC genlerine birlikte,

izolatlarinin 20’sinde (%28,2) higbir gen tespit edilmemistir. iMLSg direng fenotipi
gosteren KNS izolatlarinda en sik ermC geni tespit edilmistir. iIMLSg fenotipi

gosteren izolatlarda PCR ile tespit edilen gen bolgeleri Tablo 12°de gosterilmistir.

Tablo 12. iIMLSg fenotipi gosteren izolatlarda PCR ile tespit edilen gen bolgeleri

Direng geni MSKNS | MRKNS | MSSA MRSA Toplam
ermA 0(0) 1(1,4) 1(50) 0(0) 2(2,6)
ermC 1(50) 42(59,2) 0(0) 1(100) 44(57,9)
msrA 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
msrB 0(0) 2(2,8) 0(0) 0(0) 2(2,6)
ermA-+ermC 0(0) 1(1,4) 0(0) 0(0) 1(1,3)
ermA-+msrB 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
msrA+msrB 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
msrA+ermA+ermC 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
msrA+msrB+ermA 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
ermC+msrA+msrB 0(0) 5(7,0) 0(0) 0(0) 5(6,6)
msrA+msrB+ermA+ermC | 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Higbirini tasimayanlar 1(50) 20(28,2) 1(50) 0(0) 22(29)
Toplam 2(100) 71(100) 2(100) 1(100) 76(100)
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CMLSg direng fenotipi gosteren 63(%100) izolatin 50 (%79,4)’sinde en az bir
diren¢ geni izlenmistir. CMLSg fenotipi gosteren toplam 3 (%100) S. aureus
1 (%33,3) MRSA izolatinda tek basma ermC, 1 (%33,3) MRSA
izolatinda ermA ve ermC geni birlikte, 1 (%33,3) MRSA izolatinda ermC, msrA ve

izolatindan

msrB genleri birlikte saptanmaistir.

CMLSg direng fenotipi gosteren 60 (%100) KNS izolatindan 12 (%21,1)
MRKNS izolatinda ermA geni, 1 (%33,3) MSKNS ve 17 (%29,8) MRKNS
izolatinda ermC geni, 1 (%1,8) MRKNS izolatinda msrA geni, 2 (%3,5) MRKNS
izolatinda tek basina msrB geni saptanmistir. MRKNS izolatlarindan 2’sinde (%3,5)
ermC ve msrB genlerine birlikte, MSKNS izolatlarindan 1’inde (%33,3), MRKNS
izolatlarindan 4’sinde (%7) msrA ve msrB genlerine birlikte rastlanmigtir. MSKNS
izolatlarindan 1’inde (%33,3), MRKNS izolatlarindan 6’sinda (%10,5) ermC, msrA
ve msrB genlerine birlikte rastlanmistir. cMLSg direng fenotipi gosteren MRKNS
izolatlarinin 13’{inde (%22,8) higbir gen tespit edilmemistir. cMLSg direng fenotipi
gosteren KNS izolatlarinda en sik ermC geni tespit edilmistir. CMLSg direng fenotipi

gosteren izolatlarda PCR ile tespit edilen gen bolgeleri Tablo 13°te gosterilmigtir.

Tablo 13. cMLSg fenotipi gosteren izolatlarda PCR ile tespit edilen gen bolgeleri

Direng geni MSKNS MRKNS MSSA MRSA Toplam
ermA 0(0) 12(21,1) | 0(0) 0(0) 12(19)
ermC 1(33,3) 17(29,8) | 0(0) 1(33,3) 19(30,2)
msrA 0(0) 1(1,8) 0(0) 0(0) 1(1,6)
msrB 0(0) 2(3,5) 0(0) 0(0) 2(3,2)
ermA-+ermC 0(0) 0(0) 0(0) 1(33,3) 1(1,6)
ermC+msrB 0(0) 2(3,5) 0(0) 0(0) 2(3,2)
msrA+msrB 1(33,3) 4(7) 0(0) 0(0) 5(7,9)
msrA+ermA+ermC 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
msrA+msrB+ermA 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
ermC+msrA+msrB 1(33,3) 6(10,5) 0(0) 1(33,3) 8(12,7)
msrA+msrB+ermA+ermC | 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Higbirini tasimayanlar 0(0) 13(22,8) 0(0) 0(0) 13(20,6)
Toplam 3(100) 57(100) 0(0) 3(100) 63(100)
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L fenotipi gosteren 4 (%100) MRKNS izolatindan 1 (%25)’inde sadece ermC
geni izlenmistir. Diger 3 izolatta hi¢ gen bulunmamustir.

Direng genleri pozitif bulunan izolatlarin, jel goriintiileme sistemi (BIO RAD
Gel Imaging Device, USA) ile 302 nm dalga boyundaki ultraviole 15181 altinda
goriintiileri sekil 8, sekil 9, sekil 10, sekil 11 gdsterilmistir.

Sekil 8. ermA geninde direng ile iligkili 421 b¢’lik gen bolgesinin agaroz jel
elektroforez goriintiisii (M: 100 bg¢’lik Marker, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif
kontrol, 238, 243, 245, 247 nolu izolatlar ermA geni pozitif)

PK. NXK. 237 238 241 242 243 M 244 245 246 247 248 249
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Sekil 9. ermC geninde direng ile iligkili 572 b¢’lik gen bdolgesinin agaroz jel
elektroforez goriintiisii (M: 100 bg¢’lik Marker, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif
kontrol, 179, 199, 210, 227, 266 nolu izolatlar ermC geni pozitif )

PK. N.K. 179 199 200 205 210 M 227 259 266 274 285 306
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Sekil 10. msrA geninde direng ile iliskili 940 bg¢’lik gen bolgesinin agaroz jel
elektroforez goriintiisii (M: 100 bg¢’lik Marker, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif
kontrol, 99, 101, 104, 106, 107, 108, 110, 111, 112 nolu izolatlar msrA geni pozitif )

M 106 107 108 110 111 112
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g B R R s s
S 300
[
s 600
-
Sl 100

_
- -

200

. 10
e 0

Sekil 11 msrB geninde direnc ile iliskili 595b¢’lik gen bolgesinin agaroz jel
elektroforez gortintiisii (M: 100 bg¢’lik Marker, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif
kontrol, 200, 215, 218, 220, 237, 239, 269 nolu msrB geni pozitif)
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5. TARTISMA

Stafilokoklar tim diinyada yiiksek oranda morbidite ve mortaliteye neden
olan, hastane ve toplum kaynakli birgok enfeksiyonun etkenidirler. Basta S.
epidermidis olmak iizere KNS’ler tedavi amagli santral kateter, kalp kapagi, eklem
protezi gibi yabanci cisim kullanimi arttig1 i¢in 6nemli hastalik etkenlerinden biri
haline gelmistir [122, 123]. Penisilinlerin 1940’larda kullanima girmesiyle stafilokok
enfeksiyonlarinin tedavisinde 6nemli bir asama kaydedilmis, ancak kisa bir siire
sonra penisilinaz iireten suglarin ortaya ¢ikmasiyla direng problemi ortaya ¢ikmistir
[124]. Beta-laktamaza dayanikli bir antibiyotik olan metisiline direngli S. aureus
izolatlar1 ilk olarak 1961 yilinda bildirilmis ve sonrasinda MRSA iilkemizde de
hastane enfeksiyonu etkenleri iginde ilk siralarda yer almis ve yillar icinde goriilme
sikliginda artis saptanmigtir [125].

Calismamiza dahil edilen S. aureus izolatlarinin 35’1 (%69) MSSA, 16’s1
(%31) MRSA, KNS izolatlarinin, 49°u (%19) MSKNS, 208’1 (%81) MRKNS olarak
bulunmustur.

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda Avkan Oguz ve arkadaslar1 1841 S. aureus,
102’si KNS olmak tizere 286 izolatin dahil edildigi ¢alismada S. aureus izolatlarinin
82 (% 44.6)’sinin ve KNS izolatlarinin 73’{iniin (%71.6) metisiline direngli oldugunu
saptamiglardir. [126].

Isparta’da Cetin ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada 532 stafilokok izolatindan
S.aureus olanlarin 101’ini (% 63) MSSA, 59’unu (%37) MRSA, KNS izolatlarinin
172’sini (%46) MSKNS, 200’tinti (%54) MRKNS olarak tespit etmislerdir. [127].

Goniillii ve arkadaslar1 Istanbul’da yaptiklari calismada 436 stafilokok
izolatindan S.aureus olanlarin 166’sin1 (%62) MSSA ve 103’lini (%38) MRSA,
KNS izolatlarmmin 69’unu (%42) MSKNS ve 98’ini (%58) MRKNS olarak
bulmuslardir. [128].

Yasar ve arkadaslar1 Istanbul’da 35°i Staphylococcus aureus ve 65°i KNS
olmak iizere, toplam 100 stafilok izolatim1 arastirdigt calismada, S.aureus
izolatlarmin 21'ini (%60) MSSA, 14'ini (%40) MRSA; KNS izolatlarinin 24"ini
(%37) MSKNS, 41'ini (%63) MRKNS olarak bulmuslardir. [129].

Eksi ve arkadaglari Gaziantep’de yaptigi 201 S. aureus izolatini igeren
calismalarinda 101 (%50,2) izolatt MRSA, 100 izolat1 (%49,8) MSSA olarak
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tamimlamiglardir. S. aureus izolatlar1 arasinda metisilin direncini  yiiksek
bulmuslardir. [130].

Giindiiz ve arkadaslar1 2012 yilinda yaptiklar1 306 stafilokok izolatini i¢eren
bir caligmada, 177 S. aureus izolatinin 124’iinii (% 70) MSSA olarak, 53’inii (% 30)
MRSA; KNS izolatlarmin ve 8’ini (% 6) MSKNS, 121’ini (% 94) MRKNS olarak
bulmuslardir. [131].

Tekin ve arkadaglar1 Diyarbakir’da yaptiklar1 ¢alismada 254 S. aureus
izolatinin 139’unu (% 54.7) MSSA, 115’ini (45.3%) MRSA olarak bulmuslardir.
[132].

Seifi ve arkadaglar1 2012 yilinda yaptiklart 211 S. aureus izolatini igeren
caligmada izolatlarin 88’ini (%42) MRSA, 123’tni MSSA (% 58) olarak
saptamuglardir. [133].

Calismamiz hem KNS hem de S. aureus izolatlarindaki metisilin direnci
acisindan diger calismalarla uyumlu bulunmustur. Eksi ve arkadaslari bizim
calismamiz ve diger c¢aligmalardan farkli olarak S. aureus izolatlarinda metisilin
direncini yiiksek saptamislardir. Bizim ¢alismamizda oldugu gibi Giindiiz ve
arkadaglar1 KNS izolatlarinda metisilin direncini daha yiiksek saptamislardir. KNS
izolatlarindaki yiiksek metisilin direncine, {i¢iincii basamak olan hastanemizdeki
genis spektrumlu antibiyotik kullaniminin neden olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Hastanemizde MRSA oranlarinin MSSA oranlarina gore daha diisiik olmasi, bilingli
antibiyotik kullaniminin bir sonucu olabilecegi gibi, ¢aligilan S. aureus izolatlarinin
sayisinin az olmasina bagli olabilecegi de diisiintilmiistiir.

Calismamizda izolatlarin izole edildigi hastalarin  yas dagilimlar
incelendiginde 61-70 yas araliginda 73 (%23.7) hasta, 51-60 yas araliginda 66
(%21,4) hasta, 71-80 yas araliginda 57 (%18,5) hasta saptanmistir. Hastanemizde
pediatri servisi bulunmadigi i¢in <20 yas araliginda sadece 5 (%21,6) hasta
saptanmistir.

Caligmamiza dahil edilen 308 stafilokok izolatinda disk difiizyon yontemiyle
eritromisin, klindamisin, Q/D, telitromisin, vankomisin, teikoplanin, linezolid,
gentamisin, fusidik asid duyarliliklar1 ¢alisilmistir. MSSA ve MRSA izolatlar
sirasiyla eritromisine %5,7 ve %37,5, klindamisine %0 ve %18,8, telitromisine %2,9

ve %25 direngli bulunmustur. S. aureus izolatlarinin hepsi Q/D duyarli bulunmustur.
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MSKNS ve MRKNS izolatlari sirastyla eritromisine %51 ve %85, klindamisine %10
ve %34, telitromisine %6 ve %235, Q/D %4 ve %12,5 direngli saptanmustir.
Ozellikle MRSA izolatlarinin olusturdugu ciddi enfeksiyonlarmn tedavisinde
vazgecilmez diger bir antibiyotik grubu glikopeptidlerdir. S. aureus izolatlarinin
hepsi vankomisin ve linezolide duyarli saptanmistir. MSSA ve MRSA izolatlari
sirastyla teikoplanine %0 ve %06,3, MSKNS ve MRKNS izolatlar1 sirasiyla
teikoplanine %2 ve %6,2, linezolide %0 ve %6,3 direngli saptanmistir. KNS
izolatlariin hepsi vankomisine duyarli bulunmustur. S. aureus izolatlarinda
glikopeptidlere karsi iilkemizde yapilan ¢alismalarda direng bildirilmemistir [134].
MSSA ve MRSA izolatlar sirasiyla gentamisine %2,9 ve %37,5; fusidik aside %0 ve
%43,8 direngli; MSKNS ve MRKNS izolatlar1 sirasiyla gentamisine %4 ve %54,3,
fusidik aside %46,9 ve %81,7 direngli saptanmustir.

Stafilokok kaynakli enfeksiyonlarda tedavi alternatiflerinden biri olan
makrolidler, diisiik yan etkiye sahip olmalari, genis spektrumlari, yiiksek doku ve
serum diizeyine ulagmalar ile stafilokok enfeksiyonlarinda tercih edilmektedir.
Ancak 1980’lerden bu yana makrolidlerin yaygin ve uygunsuz kullanimi direngli
stafilokoklarin tim diinyada hizla artmasma sebep olmustur. MLSg grubu
antibiyotikler i¢inde yer alan klindamisin 6zellikle deri, yumusak doku, kemik ve
intra-abdominal enfeksiyonlarin tedavisinde sik kullanilan, oral ve intra venoz
formlar1 bulunan ve bobrek yetmezliginde doz ayarlamasi gerektirmeyen, penisilin
alerjisi olan hastalarda tercih edilen bir antibiyotiktir. Ayrica MRSA suslarindaki
Panton-Valentin 16kosidini ve enterotoksin gibi diger viriilans faktorlerini
baskilayabilmesi klindamisini avantajli kilmaktadir. [13, 123, 135, 136]. MLSg
grubu antibiyotiklere diren¢ gelismesi nedeniyle bu ilaglarin yeni tiirevleri
gelistirilmistir. Ketolidler, eritromisinin yari-sentetik tiirevleri olup, yeni gelistirilen
bu antibiyotik grubunun ilk iyesi telitromisindir. Bu iki antibiyotik grubu arasindaki
bazi1 yapisal farklar nedeniyle ketolidler, 23S rRNA’nin V. kangalinin yani sira II.
kangalina da baglanirlar. Bu 6zellik ketolidlerin, eritromisine direngli gram-pozitif
mikroorganizmalar da dahil olmak iizere pek ¢ok patojene karst daha etkili olmasini
saglamaktadir [137].

Metisiline direngli suslar; genetik diren¢ aktarimi sirasinda diger antibiyotik

diren¢ genlerinin de beraber aktarimi nedeniyle c¢ogunlukla makrolidler,
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aminoglikozitler, klindamisin, florokinolon, ko-trimoksazol gibi bir¢ok antibiyotige
de direnglidirler [138].

Yilmaz ve arkadaslar1 S. aureus’larda makrolid direncini %12.6, KNS’lerde
%18.3 saptamis, Cetin ve arkadaslari makrolid direncininin %44.4 orani ile
KNS’lerde daha sik goriildiigiini saptamistir [115, 127]. Bizim ¢alismamizda
ozellikle eritromisin direnci daha yiiksek saptanmigtir. Bu sonucun {igiincii basamak
olan hastanemizdeki genis spektrumlu antibiyotik kullanimina bagli olabilecegi
distinilmiistiir.

Saribag ve arkadaslari; eritromisin direncini sirasiyla S. aureus izolatlarinda
%29.4 ve KNS izolatlarinda %61.7 oraninda bulmuslardir. Yapisal MLSg direng
fenotipi gosteren izolatlarin hepsini telitromisine direngli bulmuslardir. MLSg
direngli bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi igin Onerilen bir antibiyotik olan
telitromisinin, indiiklenebilir dirence benzer direng fenotipi gosterdigini ortaya
koymuslardir. Diger merkezlerde de telitromisin direng paternlerinin belirlenmesi ve
bu bulgunun klinik 6neminin arastirilmasinin yararli olacagini tespit etmislerdir.
Bizim ¢alismamizda da telitromisin yapisal direngli izolatlarin ¢gogunlugunda (%84)

direngli bulunmustur. [137].

Eksi ve arkadaslar1 201 S. aureus izolatiin hepsini vankomisin, teikoplanin,
Q/D ve linezolid duyarl olarak saptamistir. Bizim ¢alismamizda da benzer olarak S.

aureus izolatlarinin hepsi vankomisin, Q/D ve linezolid duyarli saptanmistir. [130].

Gill ve arkadaglari 265 MRSA’da cMLSg fenotipi gdsteren izolatlarin
%2.7’sinde Q/D direnci saptamislardir. Bizim g¢alismamizda MRSA izolatlarinin
higbirinde Q/D direnci saptanmamistir [139].

Dogruman Al ve arkadaglari MSKNS ve MRKNS izolatlarinda sirasiyla
fusidik asit direncini %11 ve %39; gentamisin direncini %55 ve %48 olarak
bulmuslardir [140].

Kisioglu ve arkadaglart MRSA ve MSSA izolatlarinda fusidik asit direncini
sirasiyla %21,8 ve %10,4; gentamisin direncini %93,8 ve %3,5 saptamistir [141].
Cetin ve arkadaglart MSSA izolatlarinin hepsini fusidik aside duyarli saptamislar,
MRSA izolatlarinda fusidik asid direncini %11,9, MSKNS izolatlarinda %16,9,
MRKNS izolatlarinda %43 bulmuslardir [127]. Bizim ¢alismamizda benzer olarak
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MSSA izolatlarinin hepsi fusidik aside duyarli bulunmustur. MRSA, MSKNS ve
MRKNS’lerde fusidik asid direnci daha yiiksek saptanmistir. Bu durum MSSA
disindaki stafilokoklarda fusidik asid kullaniminda dikkatli olunmasi gerektigini
diistindiirmiistiir.

Calismamizdaki izolatlarin antibiyotik diren¢ oranlar1 diger ¢aligmalardaki
kadar yiiksek saptanmamistir. Bu da bize hastanemizin antibiyotik kullanim
politikalarin1 diizglin uyguladigin1 gostermistir. Bu sonuglar calismamizla biiyiik
oranda benzerlik gostermektedir. Mikroorganizmalarin antibiyotiklere direnglilik
ozellikleri bolgelere ve hastanelere gore farklilik gostermektedir. Direncin izlenmesi

ampirik tedaviye yol gosterici olacaktir.

Bizim ¢aligmamizda 308 stafilokok izolatina D-test yontemi uygulanmuistir. S.
aureus izolatlarinin 43’1 (%84,3) S fenotipi, 2’si (%3,9) MSg fenotipi, 3’1 (%5,9)
IMLSg fenotipi ve 3’ (%5,9) cMLSg fenotipi olarak belirlenmistir. MRSA
izolatlarinin 10’u (%62,5) S fenotipi, 2’si (%12,5) MSg fenotipi, 1’1 (%6,3) iMLSB
fenotipi, 3’1 (%18,7) cMLSs fenotipi olarak, MSSA izolatlarinin 33’ (%94,3) S
fenotipi, 2’si (%5,71) iIMLSB fenotipi olarak belirlenmistir. MSg fenotipi ve cMLSgB
fenotipi MSSA izolatlarinda tespit edilmemistir. Izole edilen KNS izolatlarinmn 51’
(9%19,8 ) S fenotipi, 69’u (%26,9) MSg fenotipi, 73’1 (%28,4) iMLSB fenotipi, 60’1
(%23,3) cMLSe fenotipi ve 4’ (%1,6) L fenotipi olarak belirlenmistir. MRKNS
izolatlarinin 27’si (%13) S fenotipi, 51’1 (%24,5) MSg fenotipi, 71’1 (%34) iMLSs
fenotipi, 55’1 (9%26,4) cMLSs fenotipi, 4’li (%1,9) L fenotipi olarak belirlenirken,
MSKNS izolatlarinin 24’ (%49) S fenotipi, 18’1 (%36,7) MSg fenotipi, 2’si (%4)
IMLSg fenotipi, 5’i (%10,2) cMLSB fenotipi olarak belirlenmistir. Tiim stafilokok
izolatlarinda %30,5 oraninda en sik S fenotipi (94/308) saptanmistir. KNS
izolatlarinda en sik IMLSe fenotipi, S. aureus izolatlarinda en sik S fenotipi
saptanmigtir. Calismamizda klinik oOrneklerden izole edilen tiim stafilokoklarda

indiiklenebilir klindamisin direng prevalansi %24,6 olarak bulunmustur.

MLSg grubu antibiyotikler farkli kimyasal yapiya sahip olmakla birlikte
benzer bir mekanizmayla etkilerini gosterirler. MLSg grubu antibiyotiklerin bakteri
ribozomundaki baglanma bolgeleri Ortlistiigii i¢in ¢apraz direng gelisimi onemli bir

sorundur [13, 127]. Bu yiizden duyarlilik testlerinin dogru bir yontemle uygulanmasi
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ve dogru yorumlanmasi i¢in Fiebelkorn ve arkadaglart 2003 yilinda yaptiklar
calisma ile eritromisine direngli S. aureus ve KNS’lerde indiiklenebilir klindamisin
direncini tespit etmek i¢in basit ve rutin laboratuvarlarda kolayca uygulanabilen gift
disk difiizyon testini (D-test) gelistirmislerdir. Bu yontemde; 15ug eritromisin
diskinden 15-26 mm’lik mesafelere yerlestirilen 2pg klindamisin diskinin inhibisyon
zonunun eritromisin diskine bakan tarafinda diizlesme olmasi indiiklenebilir
klindamisin direncini gostermektedir. D-test ile iMLSs, cMLSs ve MSg direng
fenotipleri belirlenebilecegini bildirmislerdir. Yapisal diren¢ disk difiizyon testiyle
rahatlikla gozlemlenirken, indiiklenebilir klindamisin direnci standart antibiyotik
duyarlilik testleri (disk difiizyon, sivi diliisyon veya E test) ile saptanamamaktadir [9,
100]. Yapisal MLSg direngli (¢cMLSg) izolatlar bu gruptaki antibiyotiklerin tiimiine
direncli iken, indiiklenebilir direncli (iMLSg) izolatlar linkozamid ve streptogramin
B’ye duyarli, ancak makrolidlere direngli goriilmektedir [9]. Klindamisin ile tedavide
dikkat edilmesi gereken nokta iMLSg direncidir. iMLSg direncine sahip stafilokok
enfeksiyonlarinda klindamisin kullanim1 ile klinik basar1 ve basarisizliklar
bildirilmistir. Linkozamid tedavisi sirasinda duyarli izolatlarin yok edilmesi ile
yapisal direngli izolatlar seleksiyona ugramaktadir. En iyi se¢im siddetli
enfeksiyonlarda linkomisin kullanimindan kaginmaktir [13]. CLSI, indiiklenebilir
klindamisin direncinin saptanmasi i¢in D-test yonteminin uygulanmasini tavsiye

etmektedir [116].

Schreckenberger ve arkadaslart iki farkli hastanede yaptiklar1 ¢alismada %76
ve %61, Seifi ve arkadaslar1 %73.9, Juyal ve arkadaslar1 %56.7, Eksi ve arkadaslar
%87, Yilmaz ve arkadaslar1 %77,1 oraninda MSSA izolatlarinda ise en sik S
fenotipini saptamiglardir [115, 130, 133, 142, 143]. Bizim ¢aligmamizda da benzer
olarak %94,3 oraninda MSSA izolatlarinda ise en sik S fenotipi saptanmigtir. Bu
sonug¢ hastanemize bagvuran bu hastalarda MLSg grubu antibiyotiklerin bilingsizce
kullanilmadigimi gostermistir. Ayn1 zamanda ¢alismamizda MSKNS izolatlarinda da
S fenotipi yiiksek saptanmustir.

Calismamizda 257 KNS izolatinin 69 (%26,9)’unda MSg direng fenotipi
bulunmustur. Saribas ve arkadaslar1 58 KNS izolatinda ise %24.1 oraninda MSg
direnci tespit etmislerdir, Goniillii ve arkadaslar1 167 KNS izolatinda MSg fenotipini
%17.4, Aktas ve arkadaslar1 78 KNS izolatinda MSg fenotipini %21.8 oraninda

69



bulmuslardir [128, 137, 144]. Goniilli ve arkadaslart MSg fenotipini, KNS
izolatlarinda (%17.4), S. aureus izolatlarina (%6) gore daha sik bulmustur. Yilmaz ve
arkadaslar1 da 804 KNS izolatinda MSg fenotipini (%14), S. aureus izolatlarina (%4)
gore daha sik bulmustur [115, 128]. Bizim ¢alismamizda da benzer olarak MSg
fenotipi KNS izolatlarinda (% 26,9) S. aureus izolatlarindan (%3,9) daha yiiksek
oranda saptanmistir. Colakoglu ve arkadaslar1 da ¢alismamizla uyumlu olarak MSg

fenotipi prevalansini S. aureus izolatlari igin %5.9 oraninda saptamistir [100].

Diinya genelinde indiiklenebilir klindamisin direng prevalanst %3,6 ile %94
arasinda degismekte, iilkeden iilkeye, hatta ayni iilkede merkezler arasinda bile
farklilik gosterebilmektedir [100, 142, 145]. Calismamizda klinik 6rneklerden izole
edilen S. aureus izolatlarinda indiiklenebilir klindamisin direng prevalanst %5,9
oraninda saptanmistir. S.aureus izolatlari icin iMLSg prevalansini Colakoglu ve
arkadaslar1 %19.4, Avkan Oguz ve arkadaslar1 %7.1, Cetin ve arkadaslar1 %15,
Aktas ve arkadaslar1 %20,8, Goniilli ve arkadaslart %11.9, Yilmaz ve arkadaslari
%20, Dizbay ve arkadaslar1 %6.8, Juyal ve arkadaslar1 %7,9 oraninda saptamislardir
[100, 115, 126, 128, 143, 144, 146, 147].

Schreckenberger ve arkadaslar1 Amerika’da ayni sehirde bulunan iki farkli
hastanede S.aureus izolatlarinda iMLSg prevalansimi %16,8 ve %14,5 KNS
izolatlarinda IMLSg prevalansini %35,4 ve %13,5 oraninda bulmuslardir [142].

Din¢ ve arkadaslari 211 MRSA izolat1 ile yaptiklar1 ¢alismada iMLSg
prevalansini %83.9 oraninda saptamis, bu calismadaki yiiksek oran MRSA
izolatlarinda diger antibiyotiklere de yiiksek oranda direng goriilmesine bagh
olabilecegini akla getirmistir [148].

Calismamizda klinik  Orneklerden izole edilen KNS izolatlarinda
indiiklenebilir klindamisin direng prevalansi %28,4 oraninda saptanmistir. KNS
izolatlarinda iIMLSg fenotipini Yilmaz ve arkadaslari % 24,3, Avkan Oguz ve
arkadaslar1 %34.3, Cetin ve arkadaslar1 %13,4, Aktas ve arkadaslar1 %20.5, Goniillii
ve arkadaslart %11,4, Dizbay ve arkadaslar1 %14,1, Juyal ve arkadaslar1 %19,4
oraninda saptamiglardir [115, 126, 128, 143, 144, 146, 147].

Calismamizda klinik orneklerden izole edilen KNS izolatlarinda cMLSg

direng prevalanst %23,3 oraninda saptanmistir. KNS izolatlarinda cMLSg fenotipini
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Cetin ve arkadaslar1 %30,9, Aktas ve arkadaslar1 %57.7, Goniilli ve arkadaslari
%26.3, Schreckenberger ve arkadaglari iki farkli hastanede yaptiklar1 calismada
%37,4 ve %25,8 oraninda saptamistir [128, 142, 144, 147]. Calismamiz diger
caligmalarla uyumlu bulunmustur fakat Aktas ve arkadaglar1 yiiksek oranda ve en sik
CMLSg fenotipini saptamiglardir. Aktas ve arkadaglarinin buldugu sonu¢ bize
klindamisinin bu hastanede kullanim oraninin yiiksek olabilecegini diisiindiirmiistiir.
Bizim hastanemizde KNS izolatlarinda en sik iIMLSg fenotipi saptanmustir, bu
da bize hastanemizde indiiklenebilir klindamisin direncinden dolay1 klindamisin
kullanimindan kag¢inildigini diigiindiirmiistiir.
MRSA izolatlarinda diger calismalara bakildiginda ¢cMLSg fenotipi daha sik
saptanmasina ragmen, ¢alismamizda farkli olarak S fenotipi daha sik saptanmustir.
Bunun nedeninin calismadaki numune sayisinin az olmasina bagli olabilecegi

disiinilmistir.

Bizim calismamizda KNS izolatlarinda en sik iMLSg fenotipi, S. aureus
izolatlarinda en sik S fenotipi saptanmistir. KNS izolatlarinda metisilin direngli
olanlarda ti¢ diren¢ fenotipi de birbirine benzer oranlarda metisilin duyarli olanlara
gore daha yiiksek bulunmustur. Biitiin ¢alismalara bakildiginda bu farkli sonuglar,
iilkelere, bolgelere gore ve hatta her hastanenin florasinin ve izole edilen bakteri
tirlerinin  farkli olmasmma bagli MLSg direng paterninin degisebilecegini
desteklemistir. Ayn1 zamanda bu sonug¢ hastaneler arasindaki antibiyotik kullanim
politikalarimin farkli olmasindan dolay: ve ¢alismalarda ki numune sayisinin farklilig

ile de iliskilendirilebilir.

Caligmamizda D-test yontemi ile saptanan iMLSg fenotipi gosteren 76 (%25),
CMLSg fenotipi gosteren 63 (%20,5), MSg fenotipi gosteren 71 (%23) ve eritromisin
duyarli, klindamisin direngli (L fenotipi) 4 (%]1) izolatta ermA, ermC, msrA ve msrB
genleri in-house PCR yontemiyle arastirilmigtir. iIMLSg fenotipi gosteren 3 S. aureus
izolatinin 1’inde (%33,3) ermA, 1’inde (%33,3) ermC geni saptanmis, 1’inde
(9%33,3) higbir gen saptanmamistir. IMLSg fenotipi gosteren 73 KNS izolatinin
2’sinde (%2,7) ermA, 49’unda (%67,1) ermC, 5’inde (%6,8) msrA, 7’sinde (%9,6)
msrB, 1 izolatta (%1,3) ermA ve ermC, 5 izolatta (%6,8) ermC, msrA ve msrB

birarada saptanmis, 21 izolatta (%28,7) higbir gen saptanmamistir. CMLSg fenotipi
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gosteren 3 S. aureus izolatinin 1’inde (%33,3) ermC, 1’inde (%33,3) ermA ve ermC,
1’inde (%33,3) ermC, msrA ve msrB genleri birarada saptanmistir. CMLSg fenotipi
gosteren 60 KNS izolatinin 12’sinde (%20) ermA, 27’sinde (%45) ermC, 12’sinde
(9%20) msrA, 16’sinda (%26,6) msrB, 2’sinde (%3,3) ermC ve msrB, 5’inde (%8,3)
msrA ve msrB, 7’sinde (%11,6) ermC, msrA ve msrB genleri birarada, 13 izolatta
(%21,6) hicbir gen saptanmamistir. MSg fenotipi gosteren 2 S. aureus izolatinin
2’sinde (%100) de msrA ve msrB genleri biarada saptanmis, ermA ve ermC genleri
saptanmamigtir. MSg fenotipi gosteren 69 KNS izolatinin 2’sinde (%2,9) ermA,
3’tnde (%4,3) ermC, 46’sinda (%66,6) msrA, 55’inde (%79,7) msrB, 43 izolatta
(%62,3) msrA ve msrB, 1 izolatta (%1,4) ermA ve msrB, 2 izolatta (%2,9) ermC,
msrA ve msrB genleri birarada saptanmis, 10 izolatta (%14,5) higbir gen
saptanmamigtir. KNS izolatlarinda %38,8 ile en sik ermC geni, S. aureus

izolatlarinda da % 50 ile en sik ermC geni saptanmustir.

MLSg grubu antibiyotiklere direnc¢ genellikle hedef bdlgenin modifikasyonu,
ilacin inaktivasyonu veya efluks (disa atim) mekanizmalari araciligiyla gelisir [147].
Stafilokok tiirlerinde klindamisine kars1 dirence yol acan en dnemli mekanizma erm
geni ile kodlanan 23S rRNA metilaz aracili ribozomal modifikasyondur.
Stafilokoklarda metilaz enzimi en stk ermA ve ermC genleri tarafindan kodlanir.
Makrolid ve streptogramin B (MSg fenotipi) direncine neden olan aktif atim
pompalarint kodlayan msrA ve msrB genleri de tanimlanmistir [89, 149, 150].

Ulkemizde MLSg direnci ile ilgili az sayida genotipik ¢aligma mevcuttur.

Cetin ve arkadaslar1 eritromisine direngli 301 stafilokok izolatinda S. aureus
izolatlarinda %62 oraninda en sik ermA ve KNS izolatlarinda %30 oraninda en sik
ermC genini, Aktas ve arkadaslar1 78 KNS ve 24 S. aureus izolatinda sirasiyla %78.2
ve %62,5 oraninda en sik olarak ermC genini saptamislardir [144, 151]. Saribas ve
arkadaslar1 112 S. aureus izolatinda %76,7 oraninda en sik ermA,58 KNS izolatinda
%63,7 oraninda en stk ermC genini ve Gatermann ve arkadaslar1 da Almanya’da 305
eritromisin direngli KNS izolatinda en sik ermC genini (%65.6) saptamislardir [137,
152]. Gherardi ve arkadaslar1 benzer olarak Italya’da yaptiklari ¢alismada, 70 KNS
izolatinda ermC genini daha sik saptamislardir [153]. Bizim ¢alismamizda da benzer

olarak KNS izolatlarinda en sik ermC geni saptanmis, Cetin ve arkadaslarindan farkli
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olarak S. aureus izolatlarinda ise en sik ermC geni bulunmustur, bu sonug Aktas ve
arkadaglarinin ¢aligsmasiyla uyumlu saptanmustir.

Saribas ve arkadaslart MSg fenotipi gosteren 14 KNS izolatinin 11’inde
%78,5 oraninda msrA geni saptamislardir [137]. Aksu ve arkadaglari 85 KNS
izolatinin 61’inde (%71,8) msrA ve msrB genlerini birlikte saptamislardir [154]. Giil
ve arkadasglart MSg fenotipi gosteren 26 KNS izolatinin hepsinde, Gherardi ve
arkadaglar1 da MSg fenotipinde olan tiim izolatlarda msrA genini saptamislardir [139,
153]. Bizim galismamizda Saribas ve arkadaslarinin ¢alismasina benzer olarak MSg
fenotipi gosteren 69 KNS izolatinda %66,6 oraninda msrA geni yiiksek saptanmis ve
Aksu ve arkadaslarinin ¢alismasinda oldugu gibi %62,3 oraninda msrA ve msrB gen
birlikteligi bulunmustur. MSg fenotipi olan izolatlarda efluks mekanizmasindan
sorumlu msrA ve msrB genleri beklenildigi gibi yiiksek saptanmugtir.

Calismamizda, 45 (%21) stafilokok izolati fenotipik olarak eritromisine
direngli saptanmasina ragmen, bu izolatlarda arastirdigimiz direng genlerinden
hicbirisi belirlenememistir. Benzer olarak Saribas ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada
eritromisin direngli 8 (%6.5) izolatta molekiiler testlerle arastiritlan erm genlerini
saptamadiklarin1  bildirmiglerdir. Bu izolatlarda diger nadir direng genlerinin
olabilecegini belirtmislerdir [101]. Eritromisine direngli oldugu halde gen
saptanamayan izolatlar i¢in Chaieb ve arkadaslar1 2007 yilinda yaptigi ¢alismanin
sonuglarinda; MLSg direncinden sorumlu erm genlerinin, plazmid tizerinde kiigiik bir
bolgede tasindigindan bunlarin aktarimi sirasinda kaybolabilecegini diisiindiiklerini

belirtmislerdir [155].

Calismamizda D-testi negatif olan, MSg fenotipindeki 5 izolatta tek basina
veya msrA ve msrB genine ilaveten erm genlerini de iceren izolatlar oldugu
goriilmiistiir. Bu izolatlardan 3’iinde ermC, 2’sinde ermA tespit edilmistir. Bu durum
D-testi negatif olsa bile bazi izolatlarda erm genlerinin olabilecegini gostermektedir.
Direng genlerini tasiyan bu izolatlarda gen ekspresyonunun hangi mekanizma ile
gerceklestigi heniiz tam olarak bilinmediginden, in vitro olarak duyarli goriinen
izolatlar in vivo sartlarda direng gelistirebilmektedirler. Bu durumdan dolay1
klindamisine duyarli goziiken izolatlarin olusturdugu enfeksiyonlarda tedavi

basarisizlig goriilebilmektedir.
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Calismamizda 4 klindamisin direngli, eritromisin duyarli (L fenotipi) olan 3
KNS izolatinda direng genleri saptanmamistir, bu direncten linA geninin sorumlu
olabilecegi diisiiniilmiistiir, bu izolatlardan sadece 1’inde ermC geni pozitif

bulunmustur.
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6.SONUC

MLSe grubu antibiyotiklerin iilkemizde genel olarak kullanildig1
enfeksiyonlar siklikla stafilokoklarin disindaki gram pozitif bakterilerin neden
oldugu, toplum kaynakli, komplike olmayan solunum yolu enfeksiyonlaridir. Bu tip
enfeksiyonlarda MLSg grubu antibiyotiklerin kullaniminin, florada mevcut stafilokok
tirlerinde de direnci indiiklemesi muhtemeldir. Bu yiizden stafilokoklarin neden
oldugu enfeksiyonlarda Onemli bir yeri olan klindamisinin diren¢ durumu
bildirilmeden 6nce MLSB direng fenotipi belirlenmelidir. Standart antibiyotik
duyarlilik testleri ile iMLSB direnci gosteren stafilokok izolatlarinda klindamisin igin
yanlis duyarli sonug¢ verilebilecegi i¢in D-test ile iIMLSe direng varliginin
arastirilmasi oldukg¢a 6nemlidir. MLSg direnci iilkeden {ilkeye hatta bdlge, sehir ve
hastaneler arasinda farkliliklar gosterir. Bu nedenle her merkez kendi direng profilini
ortaya c¢ikarmali ve ampirik antibiyotik tedavi se¢iminde bu durumu goz Oniine
almalidir.

Son yillarda tedavide protez ve kateter gibi yabanci cisimlerin uygulanmasi
ve bagisikligi baskilanmig hasta sayisinin giderek arttigi dikkate alindiginda,
calismamizin verileri, KNS izolatlarinin tiplendirilmesi ve antibiyotik direng
Ozelliklerinin bilinmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Molekiiler yontemler direnci belirlemede kullanilan fenotipik testlerin
dogrulugunu test etmede “altin standart” olarak kullanilabilse de, ancak varligi
bilinen genlerin arastirilmasi, diren¢ durumunu belirlemede kisith veya yetersiz
kalabilmektedir. Her laboratuarda olmamasi, deneyimli personel ve ekipman
gereksinimi de dezavantajlaridir.

Calismamizda fenotipik olarak direngli oldugu belirlenen 45(%21) izolatta
hicbir diren¢ geni belirlenememistir. Bu bulgu bize, bu c¢alismada
degerlendirilemeyen diger diren¢ genlerinin veya direncgten sorumlu olabilecek heniiz
tanimlanmamig farkli mekanizmalarin olabilecegini gostermistir.

Calismamizda MSg direng fenotipi gosteren 5 KNS izolatinda erm genleri
tespit edilmistir. Bu durum stafilokoklarda D-test negatif olsa bile bazi izolatlarda
erm genlerinin olabilecegi ve buna bagli olarak da klindamisine duyarli géziiken bu
izolatlarda tedavi basarisizlig1 gelisebilecegini gostermistir. Bu yiizden Klinisyenler,

antibiyotik duyarlilik sonuglarinda MSg fenotipini gordiiklerinde olas1 bir
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indiiklenebilir diren¢ varligi nedeniyle klindamisin kullanimindan ka¢inmaktadirlar.
Bu yaklasim, ozellikle S. aureus enfeksiyonlarinda olas1 bir tedavi basarisizligini
Onleyebilir, ancak klindamisin tedavisine cevap verebilecek enfeksiyonlarda
klindamisinin kullanilmamasina da yol agabilir. Bu durum tedavide gereksiz yere
diger pahali antibiyotiklerin kullanilmasi sonucunda maddi kayba, ayrica bu
antibiyotiklerin yaygin kullanimima bagli maruz kalan organizmalarda yeni direng
gelisimine neden olacaktir.

Sonug olarak hastanemizde yatan hastalardaki stafilokok izolatlarinda
indiiklenebilir MLSg direng oran1 %24.4 olarak bulunmus ve iliskili genlerin
dagilimi belirlenmistir. Bu konuda yapilacak bolgesel ve ulusal ¢alismalar tedavi
protokollerinin belirlenmesi, morbidite ve mortalitenin azaltilmasi, hasta ve iilke
ekonomisinin zarara ugratiimamasi agisindan énemlidir. Ulkemizde direng genlerinin
durumu ile ilgili az sayida yaym olmasi bu konu iizerinde daha fazla g¢aligma

yapilmasinin gerekliligini ortaya koymaktadir.
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7. OZET
Klinik Orneklerden izole Edilen Stafilokoklarda Makrolid, Linkozamid ve

Streptogramin B Direncinin Fenotipik ve Genotipik Yontemlerle Arastirilmasi

Stafilokoklar, tiim diinyada yiiksek oranda morbidite ve mortaliteye neden
olan, hastane ve toplum kaynakli bir¢ok enfeksiyonun etkenidir. Zaman iginde 6nce
penisilinlere ardindan metisilin ve glikopeptidler olmak {izere ¢ok sayida antibiyotige
diren¢ gelistirmiglerdir. Metisilin direnci, makrolidler gibi alternatif antibiyotiklerin
kullanimina neden olmustur. Ancak tiim diinyada gelisen makrolid direnci bu
antibiyotiklerin kullanimini sinirlamistir.

Calismaya, 2014 Subat-2014 Temmuz tarihleri arasinda Izmir Katip Celebi
Universitesi Tip Fakiiltesi Atatiirk Egitim ve Arastima Hastanesinde yatan
hastalardan izole edilen 308 stafilokok izolat1 dahil edilmistir. Bu ¢alismada, gesitli
Klinik orneklerden izole edilen stafilokok izolatlarinin MLSg direncinin fenotipik ve
genotipik yontemlerle arastirilmasi amaglanmistir. MLSe direncini fenotipik olarak
saptamak i¢in ¢ift disk diflizyon testi (D test) yapilmis ve izolatlar iMLSe, CMLSg,
MSg, S ve L fenotipi olarak belirlenmistir. Eritromisine direngli olan izolatlarda ve L
fenotipinde diren¢ mekanizmalarinin saptanmasi i¢in inhouse PCR ile ermA, ermC,
msrA ve msrB genleri arastirilmistir.

Calismaya alman 51 S. aureus izolatinin 35’1 (%69) MSSA, 16’s1 (%31)
MRSA, 257 KNS izolatinin, 49’u (%19) MSKNS, 208’1 (%81) MRKNS olarak
bulunmustur. S. aureus izolatlarmin 43’4 (%84,3) S fenotipi, 2’si (%3,9) MSg
fenotipi, 3’4 (%5,9) iMLSg fenotipi ve 3’4 (%5,9) cMLSg fenotipi olarak
belirlenmistir. KNS izolatlarinin 51’1 (%19,8 ) S fenotipi, 69’u (%26,9) MSg
fenotipi, 73’1 (%28,4) iMLSs fenotipi, 60’1 (%23,3) cMLSs fenotipi ve 4’1 (%1,6) L
fenotipi olarak belirlenmistir. Izolatlarin 97’sinde (%31,5) tek gen saptanirken, 69
izolatta (%22,4) birden fazla gen saptanmistir. Toplam 84 (%39,3) izolatta ermC, 18
(%8,4) izolatta ermA geni, 67 (%31,3 ) izolatta msrA geni, 82 (%38,3) izolatta msrB
geni tespit edilmstir. CMLSg fenotipi gosteren 60 KNS izolatinin 27’sinde (%45)
ermC geni saptanmistir. MSg fenotipi gosteren 46 (%66,6) KNS izolatinda msrA geni
saptanmis ve %62,3 oraninda msrA ve msrB gen birlikteligi bulunmustur. KNS
izolatlarinda %38,8 ile en stk ermC geni, S. aureus izolatlarinda da % 50 ile en sik

ermC geni saptanmustir.
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Calismamizda, 45 (%21) Stafilokok izolat1 eritromisine direngli saptanmasina
ragmen, bu izolatlarda aragtirdigimiz direng¢ genlerinden higbirisi belirlenememistir.
MSg direng fenotipi gosteren KNS izolatlarinin 5’inde bir veya daha fazla erm geni
tespit edilmistir. Bu durum KNS’lerde D test negatif olsa bile baz1 izolatlarda erm
genlerinin olabilecegi ve buna bagli klindamisine duyarli goziiken bu izolatlarda
tedavi basarisizlig1 gelisebilecegini gdstermektedir.

Sonug olarak rutin duyarlilik testleri ile belirlenemeyen indiiklenebilir MLSg
direncinin D test ile kolaylikla belirlenebilmesi nedeniyle stafilokokal
enfeksiyonlarda iyi bir secenek olan klindamisinin kullanimina daha dogru sekilde
karar verilebilir. Calismamizda MS direng fenotipi gosteren KNS izolatlarinda bir
yada daha fazla erm geni tespit edilmistir. Bu durum D-test negatif olan izolatlarin
bazilarinda erm genlerinin bulunabilecegi buna bagl olarak da klindamisine duyarl
goziikken bu izolatlarda tedavi basarisizligina yol agabilir. Fenotipik olarak duyarl
goriilen izolatlarda da direng genlerinin belirlenmis olmasi direng tespitinde fenotipik
yontemlerin yetersiz oldugunu ve molekiiler yontemlerle dogrulanmasi gerekliligini
gostermistir. Calismamizda eritromisin direngli oldugu halde arastirdigimiz higbir
direng genini tagimayan izolatlarin bulunmasi direngten sorumlu bilinmeyen

mekanizmalarin ve diger gen bolgelerinin olabilecegini de gostermistir.

Anahtar kelimeler: S. aureus, MLSeg direnci, D test, ermA, ermC, msrA, msrB
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8.SUMMARY

Investigation of the Macrolide, Lincosamide and Streptogramin B Resistance by
Phenotypic and Genotypic Methods in Staphylococci Isolated from Clinical
Samples

Staphylococci are causative agents of various hospital and community
acquired infections that lead to highly morbidity and mortality all over the world. By
the time, they developed resistance initially to penicillin and then various antibiotics
including glycopeptides and methicillin. Methicillin resistance led to usage of
alternative antibiotics such as macrolides. However, the macrolide resistance which

occurred all over the world limited their usage.

In this study, 308 staphylococci strain that were isolated from in-patients in
Izmir Katip Celebi University Faculty of Medicine Ataturk Education and Research
Hospital in February-July 2014 were included. In this study, it was aimed to
investigate MLSg resistance of Staphylococcus strains isolated from various clinical
samples by phenotypic and genotypic methods. Double disc diffusion test (D test)
was performed to determine MLSg resistance phenotypic and the strains were
identified as iIMLSs, cMLSs, MSg, S and L phenotypes. ermA, ermC, msrA and msrB
genes were investigated by inhouse PCR in order to determine resistance
mechanisms in erythromycin-resistant strains and L phenotype.

Of the strain 35 (69%) and 16 (31%) of 51 S. aureus isolates were MSSA and
MRSA, respectively. 49 (19%) and 208 (81%) of 257 KNS isolates were found as
MSKNS and MRKNS, respectively. 43 (84.3%), 2 (3.9%), 3 (5.9%), 3 (5.9%) of the
S. aureus strains were determined as S, MSg, IMLSg and cMLSg phenotypes,
respectively. 51 (19.8%), 69 (26.9%), 73 (28.4%), 60 (23.3%) and 4 (1.6%) of KNS
strains were determined as S, MSg, iIMLSg, cMLSg and L phenotypes, respectively.
Only one gene was detected in 97 (31.5%) of the isolates, while more than one gene
were detected in 69 (22.4%) isolates. ermC, ermA, msrA and msrB genes were
detected in totally 84 (39.3%), 18 (8.4%), 67 (31.3%) and 8 (38.3%) isolates,
respectively. ermC gene was detected in 27 (45%) of 60 KNS strains with cMLSg
phenotype. msrA gene was detected in 46 (66.6%) KNS isolates with MSg phenotype

and msrA and msrB gene coupling was determine in 43(62.3%) KNS isolates. The
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most common gene was ermC gene in KNS strains with 38.8% ratio and in S. aureus
strains with 50%.

In this study, although 45 (21%) staphylococci isolates were determined as
erythromycin-resistant, the related resistance genes could not be identified in these
isolates. One or more erm genes were determined in 5 KNS isolates which showed
MSg resistance phenotype. This shows that erm genes can be found in some of the
KNS isolates even though their D tests are negative and treatment can be failed in
these isolates which are seem to be sensitive to clindamycin.

In conclusion, inducible MLSg resistance which can not be determined with
routine susceptibility tests can be determined easily by the D test. As a result the use
of clindamycin which is a good option for staphylococcal infections can be decided
more accurately. In our study CNS strains with MS resistance phenotype, one or
more types of erm genes were detected. This result indicates that when D test is
negative in CNS strains, some strains may still have erm genes, and consequently
treatment failure might occur in these apparently clindamycin sensitive strains. These
resistance gene- carriyng fenotipically sensitive strains may show in vivo resistance
and may lead to unsuccessfullness of the therapy. The resistant strains without the
erm ve msr resistance gene may carry infrequent resistance determinants or even

mechanisms responsible for resistance which has not discovered yet.

Keywords: S. aureus, MLSs resistance, D test, ermA, ermC, msrA, msrB
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