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Kateter iliskili kan dolasimi1 enfeksiyonu etkeni koagiilaz negatif
stafilokok kokenlerinin antibiyotik direnc¢ profili ve viriilans
genleri

Nur Gamze BOSTAN'

, Bayr1 ERAG?

OZET

Amac: Deri ve mukozal yiizeylerde mikrobiyota
Uyeleri arasinda yer alan Koagiilaz Negatif Stafilokok
(KNS) turleri, ozellikle kateter gibi tibbi araclarla
iliskili enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Antibiyotik
direncinin 6nemli bir toplumsal saglik sorunu oldugu
giiniimiizde, KNS tiirlerinin etken oldugu kan dolasimi
enfeksiyonlarinin tedavisinde akilci antibiyotik kullanimi
biiylik onem tasimaktadir. Bu calismada, kateter iliskili
kan dolasimi enfeksiyonu etkeni KNS kokenlerinde,
antibiyotik direnc profilinin ve viriilansla iliskili baslica

genlerin arastirilmasi amaclanmistir.
Yontem: Calismamizda, 2016-2017 yillan arasinda

Manisa Celal Bayar Universitesi Hastanesi’nde yatan

hastalardan izole edilen 43 KNS susunun, ampisilin,

ABSTRACT

Objective: Although

Staphylococci (CoNS) species are among the microbiota

Coagulase  Negative
members of the skin and mucosal surfaces, they cause
infections especially related to medical devices such
as catheters. Nowadays, antibiotic resistance is an
important public health problem and rational use of
antibiotics is of great importance in the treatment of
bloodstream infections caused by CoNS species. The aim
of this study was to investigate the antibiotic resistance
profile and some virulence genes of CoNS isolates that

cause catheter related bacteremia.

Methods: In our study, 43 CoNS strains isolated from
patients hospitalized in Manisa Celal Bayar University

Hospital between 2016-2017, were evaluated for their

klindamisin, mupirosin, linezolid, tigesiklin, tetrasiklin,  susceptibility to ampicillin, clindamycin, mupirocin,
sefotaksim, gentamisin, vankomisin, siprofloksasin, linezolid,  tigecycline, tetracycline, cefotaxime,
eritromisin ve fusidik asit antibiyotiklerine kars1  gentamicin, vancomycin, ciprofloxacin, erythromycin

ve baz1 virlilans
Bu

sefoksitin (metisilin) duyarlig1 disk difiizyon, diger

duyarlitiklar1, klonal yakinliklan

faktorlerinin  varligi  arastinlmistir. suslarda

and fusidic acid. The presence of clonal relationships
and some virulence factors were also investigated.

Susceptibility of cefoxitin (methicillin) was determined
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antibiyotiklerinin  duyarliklann  ise  mikrodilisyon
yontemi ile belirlenmistir. Aminoglikozid direnci icin
aacA-aphD ve aphA3, metisilin direnci icin mecA ve
mecC, tetrasiklin direnci icin tetK ve tetM, makrolid-
linkozamid-streprogramin (MLS) tip B direnci icin ermA,
ermB, ermC ve msrA genleri ile virillans genleri olan
icaA, 1S256, nucA ve sasX polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile arastinlmistir. Tur diizeyinde klonal yakinliklar,
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC)-

PZR ile incelenmistir.
tim KNS turleri dikkate

alindiginda, en vyiksek direncin %93 ile ampisiline,

Bulgular: incelenen
en disik direncin ise %2 ile linezolide karsi oldugu
saptandi. Hic bir KNS tiriinde tigesiklin ve vankomisine
direnc gozlenmedi. Calisilan tim KNS tirlerinin, kendi
olduklan

saptand1. incelenen suslarda mecA, aacA-aphD, aphA3,

iclerinde genellikle farkli klonlara dahil

ermB, ermC, mrsA antibiyotik direnc genlerinin ve
bunlara ek olarak icaA, 1S256 ve sasX viriilans genlerinin

varlig1 tespit edildi.

Sonug: Calismamizin sonuclar, incelenen
bakteriyemi etkeni KNS’lerin, yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanmis olduklarim ve
cesitli virtlans genlerini barindiran bu suslarn dikkatle

izlenmesi gerektigini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Koagiilaz negatif stafilokok,

antibiyotik direnci, viriilans faktorleri

by disk diffusion and susceptibilities of other antibiotics
were determined by microdilution method. AacA-aphD
and aphA3 for aminoglycoside resistance, mecA and mecC
for methicillin resistance, tetK and tetM for tetracycline
resistance, ermA, ermB, ermC, msrA for macrolide-
lincosamide-streptogramin (MLS) type B resistance, icaA,
IS256, nucA and sasX virulence genes were investigated
by polymerase chain reaction (PCR). Clonal relationships
at species level were examined by Enterobacterial

Repetitive Intergenic Consensus (ERIC)-PCR.

Results: Considering all species of CoNS examined,
the highest and the lowest resistance rates were observed
for ampicilin (93%) and linezolid (2%), respectively.
There wasn’t any resistant CoNS isolate to tigecycline
and vancomycin. We found that all the examined CoNS
species were generally clustered in different clones. We
detected mecA, aacA-aphD, aphA3, ermB, ermC and
msrA antibiotic resistance genes as well as icaA, 15256

and sasX virulence genes in the studied strains.

Conclusion: The results of our study revealed that
the examined CoNS isolates causing bacteremia had
acquired resistance to commonly used antibiotics and
that these strains harboring various virulence genes.
Therefore, those isolates and their infections should be

carefully monitored.

Key Words: Coagulase negative staphylococci,

antibiotic resistance, virulence factors

GIRIS

Koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS’ler), deri
mikrobiyotasimin  kalic1 iiyeleridir ve cogunlukla
koltuk alti, ayak tabani, karin bolgesi gibi nemli
bolgelerde kolonize olmaktadirlar. insanda en sik
izole edilen turler, basta Staphylococcus epidermidis
olmak saprophyticus,

uzere, Staphylococcus
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Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus capitis
ve Staphylococcus hominis’tir.

Onceleri, patojen olarak kabul edilmeyen KNS’ler,
gunumuzde basta bakteriyemi olmak uzere bircok
nozokomiyal enfeksiyondan sorumludurlar. Daha cok
immun sistem yetersizlikleriyle iliskili durumlarda,
apse, pnomoni, artrit, menenjit, sepsis, konjoktivit,
sistit gibi enfeksiyonlara yol acarlar (1). KNS’lerin



patojenitesi asil

dayanr.

olarak biyofilm olusturmalarina

Biyofilm icindeki hicrelerin metabolik
faaliyetleri azaldigindan ve katmanlardan olusan
biyofilme antibiyotiklerin penetrasyonu cok kisith
oldugundan, enfeksiyonun tedavisi zorlasir (2).
Hastanelerde kateter takilan hastalar icin biylk risk
olustururlar. Cogunlukla damar yoluna giren cisimlerin
ustiinde Ureyip bu yolla kan dolasimina katilirlar
ve ic organlarda enfeksiyona neden olurlar (1).
immiinsiipresyonu olan ve kateter takilan hastalarda
kan dolasimi enfeksiyonlarinin nedeni cogunlukla
KNS’dir  (3).

immunsuprese hasta sayisinin artmasi, kateter gibi

KNS enfeksiyonlarin  cogalmasinda,

medikal aletlerin ve secici antibiyotiklerin yogun
olarak kullamlmas1 gibi faktorlerin etkili oldugu
bildirilmektedir (4).

Antibiyotik direnci, gliniimiiziin en onemli saglik
problemlerinden biridir. Bircok mikroorganizmada
oldugu gibi KNS’lerde de antibiyotik direnci cok
onemli bir sorundur. S. epidermidis basta olmak uzere
hastane kokenli KNS suslarinda, metisilinin yam sira
aminoglikozidlere, makrolidlere ve daha az oranda
tetrasiklin, kloramfenikol, klindamisin ve linezolide
kars1 direnc gorilmektedir (1,5). Bu veriler 1s181nda,
ozellikle medikal aletlerde biyofilm olusturarak,
siklikla ciddi enfeksiyonlara yol acabilen KNS’lerin
antibiyotik direnc profillerini ve virulans faktorlerini
arastirmak  enfeksiyonlarin ~ kontrolii  agisindan
gereklidir. Aminoglikozid direncine yol acan aacA-
aphD ve aphA3, metisilin ve hemen hemen tim beta-
laktam antibiyotiklere direncte rol oynayan mecA
ve mecC, tetrasiklin direncine neden olan tetK ve
tetM, makrolid-linkozamid-streprogramin (MLS) tip B
direnci saglayan ermA, ermB, ermC ve msrA genleri
ile biyofilm iliskili virulans genleri olan icaA, 15256,
nucA ve sasX, KNS’lerin patogenezinde onemli bir yere
sahiptir. Calismamizda, bir Universite hastanesinde
izole edilen kateter iliskili kan dolasim1 enfeksiyonu
etkeni KNS kokenlerinin, cesitli antibiyotiklere
duyarlibiklarinin ve virtilansla iliskili baslica genlerin

arastinlmas1 amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bakteriler

Bu calismada, Manisa Celal Bayar Universitesi
Hastanesinde kateterlerden ve hastalarin kanlarindan
es zamanli alinan kilturlerde (semikantitatif
kiiltlirde>15 koloni (kob)

kantitatif kiiltlirde>10% kob) ayn1 tiir ve ayn1 antibiyotik

olusturan birim veya
duyarliik paternine sahip oldugu goriilen ve boylece
kateter iliskili enfeksiyon etkeni oldugu tespit edilen
16 S. epidermidis, 12 S. hominis, 5 S. haemolyticus,
5 S. cohnii, 3 S. lentus ve 2 S. capitis olmak lizere
toplam 43 KNS susu incelendi. Cam boncuklar bulunan
gliserolli siv1 besiyerindeki KNS suslar, calismada
°C’de sakland.
canlandirmak icin Brain Heart Infusion Agar (BHIA)’a

kullanilana kadar -80 Kokenleri
ekimleri yapiip 35 “C’de 24 saat inkube edildi.
Antibiyotik Duyarliliklarinin Belirlenmesi
Minimum inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerleri
‘The
Susceptibility Testing’

Committee on Antimicrobial
(EUCAST) kriterlerine gore
mikrodiliisyon testi ile belirlendi. Kontrol susu olarak
aureus ATCC 29213 kullamldi. Ampisilin,
sefotaksim ve eritromisin icin 256-0.25 pg/ml arasi,

European

ise S.

gentamisin, klindamisin ve siprofloksasin icin 128-
0.125 pg/ml arasi, vankomisin, fusidik asit, tetrasiklin,
tigesiklin, mupirosin ve linezolid icin ise 64-0.032 pg/
ml aras diliisyonlarda calisildi. Uremenin olmadigi en
diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri olarak
kabul edildi. Bu prosediir, tiim suslarda her antibiyotik
icin Uc tekrarli olarak gerceklestirildi ve sonuclarin
ortalamalari alind1.

KNS kokenlerinde metisilin direncini belirlemek
icin sefoksitin disk difuzyon testi uygulandi (6-8).
EUCAST standartlarina gére, 22 mm’den kucik zon
cap1 olanlar direncli, 22 mm ve daha buyuk zon capi
olanlar duyarli olarak yorumland.

Antibiyotik Diren¢ ve Viriilans Genlerinin PZR ile
Arastirilmasi

Molekiiler arastirmalar icin suslardan genomik
DNA izolasyonu yapildi. Oncelikle suslarin, KNS tiirleri
oldugunu dogrulama ve metisilin direnci arastirmasi
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icin, stafilokokal 16S rRNA, nucA ve mecA genlerini
kapsayan uclu PZR yapildi. PZR karisimi son hacim
50 pl olacak sekilde; 1 X PCR Buffer, 2 mM MgCl2,
0.6 mM 16S rRNA primerleri, 0.4 mM mecA ve nuc
primerleri (Tablo 1), 25 mM dNTP kansimi, 2 U Taq
DNA polimeraz ve 5 pl hedef DNA 6rnegi kullanildi.
Amplifikasyon kosullar ise; 94 °C’de 10 dakika

Tablo 1. Kullanilan primer dizileri ve PZR uriin buyuklikleri

ilk denatiirasyon basamagi sonrasinda 23 siklus olacak
sekilde 94 “C’de 1 dakika (denaturasyon), 47 *C’de
1 dakika (baglanma), 72 °C’de 2 dakika (uzama)
basamaklar ve son olarak 72 °C’de 5 dakika olarak
ayarlandi. Nuc geni kontrolu olarak S. aureus ATCC
29213 susu kullanildi.

Hedef gen Primer PZR Uriin Biiyiikliigu Kaynak
(F)5'-GTTATTAGGGAAGAACATATGTG-3’

165 rRNA 750 b 9

' (R)5’-CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC-3” 5 ®
(F)5’-CCAAGAGCAATAAGGGCATACC-3’
A-aphD 22b 10

B (R)5’-CACACTATCATAACCACTACCG-3’ ¢ (19)
F)5’-CTGATCGAAAAATACCGCTGC-3’

aphA3 F) 269 be (10)
(R)5’-TCATACTCTTCCGAGCAAAGG-3’

(F)5’-AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3’

imecA 533 bg (11)
(R)5’-AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3’

- (F)5-GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC-3' 631 be 2
(R)5-GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC-3’ ’
(F)5’-TCGATAGGAACAGCAGTA-3’

tetk 169 bc (13)
(R)5’-CAGCAGATCCTACTCCTT-3’

F)5’-GTGGACAAAGGTACAACGAG-3’

tetM ) 406 be (13)
(R)5’-CGGTAAAGTTCGTCACACAC-3".

. (F)5"-TAT CTT ATC GTT GAG AAG GGA TT-3' 1 be i
(R)5-CTA CAC TTG GCT TAG GAT GAA A-3' ’
(F)5’-CCGTTTACGAAATTGGAACAGGTAAAGGGC-3’

ermB 359 be (15)
(R)5’-GAATCGAGACTTGAGTGTGC-3’

ermC (F) 5-CTT GTT GAT CAC GAT AAT TTC C-3' 512 1
(R)5™-ATC TTT TAG CAAACC CGT ATT C-3' ¢

msrA (F)5’-GGCACAATAAGAGTGTTTAAAGG-3’ 0106 5)
(R)5’-AAGTTATATCATGAATAGATTGTCCTGTT-3’ 5

imA (F)5’-GACCTCGAAGTCAATAGAGGT-3’ 514 be )
(R)5’-CCCAGTATAACGTTGGATACC-3’ ’
F)5’-TGAAAAGCGAAGAGATTCAAAGC-3’

15256 (F)5 TGAAAAGCGAAGAGATTCAAGC 1103 be (17)
(R)5’-ATGTAGGTCCATAAGAACGGC-3’

F)5’-GCGATTGATGGTGATACGGT-3’

nucA (F) e 347 be (18)
(R)5’-AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC-3’

Lo (F)5’-AGAATTAGAAGTACGTCTAAATGC-3’ 52 be )
(R)5’-GCTGATTATGTAAATGACTCAAATG-3’ ’
(F)5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA-3’

ERIC 100-1100 be (20)
(R)5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’

B¢ : Baz cifti
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KNS suslarinda, antibiyotik direnc genleri (AacA-
tetK, tetM,
ermB, ermC, msrA) ve ozellikle biyofilm olusumunda

aphD, aphA3, mecA, mecC, ermaA,
rol oynayan virulans (icaA, sasX ile 1S256) genlerinin
varligi, 6zgiin primerler kullamlarak arastirildi (Tablo
1). PZR kansimi biitun genler icin total hacmi 50 pl
olacak sekilde; 1X PZR Buffer, 2mM MgCL,, forward ve
reverse primerlerden 50 pikomol, 25mM dNTP, 2U Taq
DNA Polimeraz ve 5 pl kalip DNA olarak hazirland.
Primerlerin Ozelliklerine gore baglanma dereceleri
47-55 C° arasinda ayarlandi.
izolatlarin Klonal iliskilerinin Arastiriimasi

KNS izolatlarin klonal iliskileri Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus (ERIC)- PZR yontemi
ile incelendi. S. epidermidis, S. capitis, S. cohnii,
S. hominis, S. lentus ve S. haemolyticus turlerine
ait suslarin klonal iliskileri kendi iclerinde arastirildi.
Total hacim 50pl olacak sekilde, 5ul kalip DNA, 1 X
PZR Buffer, 2 mM MgCl,, 25 mM dNTP, 100 pM her bir
primer, 3 U Taq Polimeraz kullanildi. Amplifikasyon
kosullari; 95 °C’de 7 dakika, 30 siklus olmak lizere
90 °C’de 30 saniye denaturasyon, 58 °C’de 1 dakika
baglanma, 65 °C’de 8 dakika uzama basamaklar ve
son olarak 68 °C’de 16 dakika olmak lizere ayarlandi.

Tum bantlar tamamen ayni olan izolatlar ayni sus
(klon), bir veya iki bant farkliligi olan izolatlar benzer
(klonal iliskili), iki banttan fazla farklilk gosteren
izolatlar ise farkli suslar olarak kabul edildi. SJ =nAB
/ (nAB + a + b) formiliine gore hesaplanan Jaccad
katsayisi esas alinarak, KNS izolatlarina kendi turleri
arasinda “MEGA version 7” programi ile filogenetik
analizler yapildi. (nAB =A ve B izolatlarinda ortak olan
bant sayisi, a =A izolatinda olup B’de olmayan bant
sayisi, b =B izolatinda olup A’da olmayan bant sayis1).
DNA Dizi Analizi

Tum PZR Urtnleri icin cift yonlu DNA dizi analizi
gerceklestirildi (Triogen, istanbul, Tirkiye). Elde
edilen dizi analizi sonuclari hem nikleotid hem
National Center for
(NCBI)’in  web tabanli
servisleri kullanlarak referans dizilerle karsilastirildi.
(16S rRNA, mecA, aacA-aphD, aphA3, ermB, ermC,

de aminoasit diizeyinde,

Biotechnology Information

msrA, icaA, 1S256 ve sasX icin sirasiyla; KY623260,

MH106551,  KY788648,  KY788642, MG778119,
MG787087, KJ710361, DQ846812, MF185208 ve
MH551474).

BULGULAR

incelenen KNS suslarinda en fazla direnc gelisimi
40/43 (% 93) ile ampisiline; en dusuk direnc oram ise
1/43 (% 2) ile linezolide kars1 saptandi. Kirk tic KNS
susunun hic birinde tigesiklin ve vankomisine direnc
gozlemlenmedi. incelenen bakteriyemi etkeni KNS
suslarinin baz1 antibiyotiklere direnc oranlar Tablo
2’de gorilmektedir.

Metisilin direnci, EUCAST standartlarina gore
sefoksitin disk difiizyon yontemiyle arastirildi. iki
S. cohnii, iki S.
hominis, bir S. lentus ve iki S. haemolyticus olmak

capitis, 11 S. epidermidis, 11 S.

uzere toplam 29 (%67) koken metisiline direncli
bulundu. Geri kalan 14 sus ise metisiline duyarliydi.

KNS kokenlerinin molekiler identifikasyonu ve
mecA varlig1 arastirmasi icin yapilan iiclii (16S rRNA,
mecA, nucA) PZR sonucu, suslarin tiimiinde 16S rRNA
geni varligi kanitlanirken, 29 susta mecA geninin
varligi saptandi. MecA tespit edilen suslarin hepsi
sefoksitin disk diflizyon calismasinda direncli olarak
bulunan suslardi. incelenen 43 susun hicbirinde Nuc
genine rastlanmadi (Sekil 1).

Yapilan ERIC-PZR sonuclarina gore S. epidermidis
suslarinda 1700-150 baz cifti (bc), S. capitis suslarinda
450-110 bg, S. cohnii suslarinda 1000-150 bcg, S.
lentus suslarinda 90-150 bg, S. hominis suslarinda
120-350 b¢ ve S. haemolyticus suslarinda 1000-250 bg
arasinda olmak 3 ile 16 arasinda degisen bant sayilar
goruldu. S. capitis suslarindan ikisi (26 ve 42) aym
klona dahildi. Bes S.
(10 ve 11) aymi klon, ikisinin (12 ve 15) klonal iliskili

cohnii susundan iki tanesinin

ve bir susun (9) bunlardan farkli oldugu saptandi. S.
haemolyticus suslarindan ikiser susun (7 ile 35 ve 8
ile 13) aym klon, geri kalan bir susun (33) bunlardan
farkli oldugu gozlemlendi. S. lentus suslarinin

Uclinin de farkli klonlara ait oldugu saptandi. S.
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Tablo 2. Kateter iliskili bakteriyemi etkeni KNS suslarinin antibiyotiklere diren¢ oranlan

Antibiyotikler S..cohni S. epidermidis| S. bominis S. ‘lentus S. hae.molyticus S. Fapitis Tf)plam
n:5 (%) n:16(%) n:12(%) n:3(%) n:5(%) n:2(%) n:43(%)
Ampisilin 4 (80) 15 (93) 12 (100) 2 (66) 5 (100) 2 (100) 40 (93)
Sefotaksim 4 (80) 13 (81) 6 (50) 1(33) 2 (40) 2 (100) 28 (65)
Eritromisin 5 (100) 13 (81) 12 (100) 2 (66) 5 (100) 2 (100) 39 (91)
Gentamisin 3 (60) 7 (43) 8 (66) 3 (100) 5 (100) 2 (100) 28 (65)
Linezolid 0 1(6) 0 0 0 0 1(2)
Siprofloksasin 5 (100) 9 (56) 8 (66) 3 (100) 5 (100) 2 (100) 32 (74)
Fusidik Asit 1 (20) 6 (37) 7 (58) 1(33) 2 (40) 0 17 (39)
Tetrasiklin 0 4 (25) 3 (25) 0 2 (40) 0 9 (21)
Tigesiklin 0 0 0 0 0 0 0
Vankomisin 0 0 0 0 0 0 0
Mupirosin 1(20) 1(6) 1(8) 0 0 0 3(7)
Klindamisin 4 (80) 13 (81) 9 (75) 2 (66) 5 (100) 2 (100) 35 (81)

&, UFE S

Sekil 1. Bir grup kateter iliskili bakteriyemi etkeni KNS kokeninde, molekiler identifikasyon ve mecA varligi arastirmasi igin
yapilan uclu (16S rRNA-750bp, mecA-533 bp, nucA-347 bp) PZR elektroforez goriintusu
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hominis suslarinda, ikisinde ikiser ve birinde Uc susun
bulundugu 3 farkli klon oldugu (34 ile 36, 23 ile 25 ve
38,39 ile 40), 16 nolu koken disinda geri kalan dort
susun da (21, 22, 29, 32) birbirleriyle klonal iliskili

oldugu sonucuna varildi (Sekil 2). S. epidermidis

suslarinin hicbiri ayn1 klona dahil degildi. Sekiz susun
(2,5 ve 6; 18,20 ve 27; 28 ile 43) klonal iliskili oldugu,
geri kalan sekiz susun farkli klonlara dahil oldugu
gozlendi (Sekil 3).

Antibiyotik direnc genlerinin PZR ile arastirilmasi

| 34
36
—29
22

21

| 32
123
125

| 38
I 39
40

| |

16

0.3 0.2

01 0.0

Sekil 2. Staphylococcus hominis suslarimin klonal iliskisini gosteren dendogram

20
—|: ag
18
ar

e an

0,35 0,30 0,25

t
0,20

a.18 @.10 0,05

Sekil 3. Staphylococcus epidermidis suslarimin klonal iliskisini gosteren dendogram
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sonucu, suslarin hic birinde mecC, ermA, tetK ve
tetM genlerine rastlanmadi. Bir S. epidermidis
susunda arastinlan uc virlilans geni de saptandi.
incelenen tiim KNS suslarinda PZR ile saptanan

antibiyotik direnc ve virlllans genleri Tablo 3’de

sunulmaktadir. Elde edilen tum PZR Urunlerine ait dizi
analizi sonuclar, hem nukleotid hem de aminoasit
diizeyinde, NCBI’1n web tabanli servislerinde referans
dizilerle karsilastirlarak, ilgili genlere ait olduklar
dogruland.

Tablo 3. Kateter iliskili bakteriyemi etkeni KNS suslarinda saptanan antibiyotik direnc ve virilans genleri

Tir n mecA aacA aphA3 ermB ermC msrA 1S256 icaA sasX
S. epidermidis 16 11 9 1 13 9 8 2 1 3
S. hominis 12 11 5 1 7 12 4 6 1 1
S. lentus 3 1 3 0 1 2 0 1 0 0
S. cohnii 5 2 3 0 5 5 2 1 0 4
S. capitis 2 2 2 0 2 2 0 0 0 2
S.haemolyticus 5 2 5 0 2 2 3 3 0 0
Toplam 43 29 27 2 30 32 17 13 2 10
TARTISMA Calismamizda beta laktam grubunu temsilen
ampisilin, sefotaksim ve sefoksitin antibiyotikleri
Koagiilaz Negatif Stafilokoklarin insan  kullamilmistir. Ampisiline %93, sefotaksime %65,
mikrobiyotasimin liyesi olmalari ve firsatci enfeksiyon ~ metisiline  (sefoksitin) %67 oraminda  direng
olusturabilmeleri, enfeksiyon etkeni olarak tam1  saptanmistir. Tirkiye’de KNS’ler uzerinde 2006

konulmasinda onemli bir zorluk olusturmaktadir.
Ayrica rutin tedavide kullanilan antibiyotiklere
direnc gelistirebilmeleri de global bir sorun haline
gelmistir. Uygun olmayan bir antibiyotik tedavisinde
bu enfeksiyonlar hizla kronik enfeksiyonlara
donusebilmekte ve hayati tehdit edebilen noktalara
gelebilmektedir. Bu bakimdan hastadan izole edilen
susun antibiyotik duyarlibk profilini bilmek buyuk
onem tasimaktadir. Ayrica, biyofilm olusturabilmeleri
dolayisiyla, kateter gibi medikal gerecler lizerinde
kalict

olarak bulunabilmeleri, neden olduklan

enfeksiyonlarin tedavisini zorlastiran bir diger

unsurdur.
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ve 2017 yillan arasinda yapilan baz1 calismalarda
metisilin diren¢ oranlan %12-80 arasinda degismekte
olup, zaman icinde arttig1 gorilmektedir (8,21-23).
1987 ile 2017 yillan arasinda yurt ici ve yurt disinda
gerceklestirilmis S. epidermidis ve KNS suslan ile
yapilan bazi arastirmalarda ampisilin direnc oranlar
%10,8 ile 100 arasinda degismektedir (24-26).
Sefotaksim icin ise, 1980’li yillardan giiniimuze kadar
yapilan bazi calismalardaki direnc oranlar %9 ile 84,2
arasinda bulunmakla beraber, yillara gore onemli bir
degisim goriilmemektedir (27,28). Bizim bulgularimiz
da, yurt ici ve disinda gerceklestirilen bu calismalar
ile uyum gostermektedir.



Koagiilaz Negatif Stafilokoklarda beta laktam
antibiyotiklere direncin yayginlasmasi ve coklu

direnc  gosteren  suslarin  ortaya cikmasiyla
glikopeptidlerin kullanimi giindeme gelmistir. Ancak,
vankomisin MiK degerlerindeki artis tedavi basarisini
tehdit etmektedir. Khorshed ve arkadaslarinin 150
KNS izolatinda yaptig1 calismada sadece bir sus
vankomisin direncli bulunmustur (24). 2008’de Hope
ve arkadaslarinin calismasinda bir KNS izolatinin
vankomisine orta duyarli oldugu saptanmistir (29). iki
binli yillarda yurt ici ve yurtdisinda KNS izolatlarinda
yapilan bircok calismada vankomisin direncine
(21,25,30,31).

43 KNS izolatindan hicbirinde vankomisin direnci

rastlanmamistir Calismamizda da
gozlemlenmemistir.

Linezolid, vankomisine direnc gosteren
kullanilabilecek
2009 yilina

bildirilmemistir.

stafilokoklarin  enfeksiyonlarinda
bir alternetif olarak goriilmektedir.
KNS
Linezolid duyarliigi 26 Avrupa iilkesinde 18.527
stafilokok

direnc gozlemlenmistir (32). Turkiye’de 2010, 2013

kadar linezolid direncli

izolatinda calisilmis ve %0,1 oranda
ve 2014 wyillarinda KNS suslarn uzerinde yapilan
arastirmalarda linezolid direnci tespit edilmemistir
(25,29,33). 2017’de yapilan bir arastirmada ise 125
KNS izolatindan Ucu (2 adet metisilin direncli S.
epidermidis, 1 adet metisilin direncli S. hominis)
linezolid direncli bulunmustur (30). Calismamizda da
metisilin direncli bir S. epidermidis susunda linezolid
direnci saptanmistir.

Stafilokoklarda saptanan makrolid, linkozamid
ve streptogramin (MLSB) direnci, bu suslarin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanmilmakta olan
klindamisin ve eritromisinin etkinligini azaltmaktadr.
Yapilan bazi calismalar géz oniine alindiginda, 2011
yiinda KNS’lerin eritromisin direnc oranlan %5,6-
12,6 arasinda iken son yillarda bu oranlar %75-80
arasinda bulunmustur (24,26,30,31,34). Klindamisin
icin 2012-2017 willan arasinda KNS suslan uzerinde
yapilan calismalarda direnc oranlar %45-60 arasinda
stabil kalmis oldugu goriilmektedir (24,30,31,34).
Calismamizda elde edilen %91°lik eritromisin ve

%81’°lik klindamisin direnc oranlari, bircok calismada
belirtilen oranlarin lizerindedir.

KNS
izolatlarinda tetrasiklin direncinin %6,8 ile 69 arasinda
degistigi goriilmektedir (26,30,31,34). Calismamizda,
tetrasikline %21 gibi dusiik sayilabilecek bir oranda

Son yillarda yapilan bazi calismalarda,

diren¢ saptanmasi, tigesikline ise hi¢c direng
gozlemlenmemis olmas1 olumlu bir sonuctur. Bir
S. epidermidis susunda tigesiklin MiK’i simir deger
olan 0.5 pg/ml olarak bulunmustur. Tigesikline MIK’i
sinirda olan bu sus, vankomisin ve mupirosin haric
diger antibiyotiklerin hepsine direng gostermistir.
Turkiye’de yaklasik son 20 yilik sturecte KNS
suslarindaki gentamisin diren¢ oranlann %0,4 ile 83
arasinda degisiklik gostermektedir (24,26,30,31).
Calismamizda incelenen 43 KNS kokeninde gentamisin
direnc oram %65 olarak saptanmis ve onceki yillarda
yapilan arastirma sonuclariyla benzerlik gorilmustiir.
KNS

siprofloksasin direnc oranlar, en az %2,2 en fazla

suslart ile yapilan baz1 calismalarda
%50 olarak rapor edilmistir (26,30,35). Calismamizda
%74  gibi

calismalara gore daha yiiksek bir degerde olmasi,

siprofloksasin  direnc oraninin diger
kinolonlarin KNS enfeksiyonlarinda daha dikkatli
kullamlmasi gerektigini gostermektedir.

Bir grup calismada KNS’lerde fusidik asit direnc
oranlarimin  %13-57 arasinda oldugu goriilmektedir
(30,33,36). Calismamizda saptanan %39’luk fusidik
asit direnc oram, bu calismalar ile uyumluluk
gostermektedir.

Bathoorn ve arkadaslarimin 2006-2011

arasinda gerceklestirdikleri calismada 595 KNS izolat1

yillan

incelenmis, 2006 yilinda %8 olan mupirosin direncinin
artarak 2011 yilinda %22’ye ulastigi saptanmistir (37).
Calismamizda mupirosine %7 gibi dusuk bir oranda
direnc tespit edilmistir. Turkiye’de 1999-2008 yillan
arasinda yapilan calismalarda ise %3,6-41 oranlan
(36,38).
Mupirosin direnc verilerimiz de Tirkiye ve yurt disi

arasinda mupirosin direnci saptanmistir

calismalanyla paralellik gostermektedir.

klonal
KNS

Calismamizda iliskileri  arastirilan

bakteriyemi  etkeni suslarinin  genellikle
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farkli
yayilim  gostermedigi

tek bir
gorilmektedir.

klonlara ait olduklan, klonun
Turkiye’de

gerceklestirilen bir calismada da benzer sekilde,

cogunlukla klonal olarak iliskisiz KNS suslan
saptanmistir (39).
MecA geni, penisilin baglayan protein 2a

(PBP2a)’y1 kodlamakta ve bu proteinin Uretimi sonucu
hemen hemen tim beta-laktam antibiyotiklere
kars1 direnc gelismektedir. ispanya’da yapilan bir
calismada, stafilokoklarda metisilin direncinin
1986-1994 yillan arasinda stabil kaldigi, 2002’de
arastirildiginda ise cok hizli bir sekilde artmis oldugu
gosterilmistir (40). MecA geni, heterojen olarak
ifade edildiginden, fenotipik yontemlerle metisilin
direnci kesin olarak ortaya konulamayabilir. Metilsin
direnci icin altin standart, mecA genini PZR ile
saptamaktir. Metisilin direncini oksasilin ve safoksitin
disk difliizyon yontemleri ile arastinp mecA geni
icin PCR uygulamasi yapilan bir calismada, 105 KNS
izolatindan 83’U oksasilin, 80’i sefoksitin direncli
bulunurken 83 susta mecA geni bulunmustur (23).
Ciftci ve arkadaslarimin 193 stafilokok susu tzerinde
yaptigi calismada, oksasilin disk difiizyon yontemi ile
141 izolat metisilin direncli bulunurken 144 izolatta
mecA geni varligi gozlemlenmistir (34). Duran ve
arkadaslarinin 159 KNS susu uzerindeki disk diflizyon
calismasinda 30 metisilin direncli sus saptanmis
ancak 47 izolatta (%29,6) mecA geninin varlig1 tespit
edilmistir (31).
tayin etme amacli yapilan sefoksitin disk diifizyon

Calismamizda metisilin  direncini

calismasinda, direncli bulunan 29 susun tumunde PZR
calismasi sonucu mecA geni varligi da belirlenmistir.

AacA-aphD geninin kodladigi bifonksiyonel enzim
AACA(6’)/APH(2’), disindaki
diger aminoglikozidlere dirence yol acmaktadir. Bu

olan streptomisin
enzimin Avrupa’nin pek cok ulkesinde stafilokoklarda
gentamisin direncinden sorumlu oldugu saptanmistir
(20). Calismarmmizda 28 KNS susu fenotipik olarak
gentamisin direncli bulunmus, bunlarin 27 tanesinde
AacA-aphD geni, 2 tanesinde de aph(3’)-3a geni
saptanmistir.
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Makrolid  linkoazmid (MLS)

direncinden sorumlu olan genlerden en sik goriilenler,

streptogramin

erm ve msr genleridir. ErmC’nin koagiilaz negatif
stafilokoklarda en fazla bulunan eritromisin direnc
geni oldugu bilinmektedir. Duran ve arkadaslari, 159
KNS izolatinda fenotipik olarak 61’inde eritromisin,
87’sinde klindamisin direnci saptarken yapilan
PZR sonucu 18 adet ermA, 5 adet ermB, 37 adet
ermC ve 8 adet msrA gen bdlgelerinin varligim
gozlemlemislerdir (31). Bizim calismamizda ise ermA
genine hic rastlanmazken, ermB geni 30 susta, ermC
geni 32 susta ve msrA geni ise 17 susta saptanmistir.
Tetrasiklin  direncine, tet genleri neden
olmaktadir. Calismamizda arastirnilmak uzere tetK ve
tetM genleri secilmis olup, KNS izolatlarimizda bu
genler bulunamamistir. Bu sonug, MIK ¢alismamizda
tetrasiklin direncli bulunan on adet susta farkl
tet genlerinin bulundugunu veya diger direnc
mekanizmalarinin kullanmldigini distindiirmektedir.
stafilokoklarda

biyofilm ile ilgili genler olup bakterinin viriilansi

icaA, 15256 ve sasX genleri

acisindan onemlidirler. Bu genleri bulunduran
suslarda antibiyotiklere kars1 daha fazla direnc
olmasi1 beklenmektedir (25). Calismamizda 2 susta
icaA, 13 susta 1S256, 9 susta sasX genlerinin varligi
gozlemlenmistir. Bir S. epidermidis susunun bu Uc
gene birden sahip olup, test edilen bircok antibiyotige
direncli bulundugu ve mecA, aacA-aphD, ermB, ermC
ve msrA genlerine de sahip oldugu belirlenmistir.
Bu susta oldugu gibi, bircok antibiyotik direng ve
viriilans genine sahip KNS suslarinin varligi, tedavisi
glic enfeksiyonlara yol acabilmektedir.

Antibiyotik direnci gibi bir problem ile basa
¢ikabilmek ancak akilcr antibiyotik kullamimi ve
enfeksiyon kontrol

onlemleri ile mumkindir.

Calismamizin onemli  bir hastane
enfeksiyonu etkeni olan KNS’lerin antibiyotik direnci

ve patogenezi hakkinda onemli veriler icermektedir.

sonuglarn

incelenen KNS suslarimin yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklere karsi direnc kazanms olduklan
ve cesitli virllans genlerini barindiran bu suslarin

dikkatle izlenmesi gerektigi sonucuna varilmistir.
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