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CILTTEN IZOLE EDILEN STAFILOKOKLARIN ANTIBIYOTIK DUYARLILIKLARI,
p-LAKTAMAZ AKTIVITELERI VE PLAZMIT DNA ICERIKLERI

Recep KURT! Belma ASLIM2 Yavuz BEYATLI2 Z.Nur YUKSEKDAG?

OZET

Bu calismada, ciltten 18 adet Stafilokok bakteri izole edilmistir. Izolatlarin 15°C’de Ureme, 45°C’de Ureme,
%10 NaCl'de ureme, %15 NaCl'de ureme, fruktoz, trehaloz, mannoz, salisin, riboz, ksiloz, rafinoz, siuikroz,
laktoz, mannitol, maltoz ve galaktoz sekerlerini kullanma testleri yapilmistir. Identifikasyon sonuglari bunlarin
Staphylococcus aureus (16), Staphylococcus sp. (2) oldugunu gbstermistir. Izolatlarin penisilin-G, sefazolin,
rifampisin, eritromisin, imipenen, siprofloksasin, tetrasiklin, kloramfenikol, vankomisin, sefuroksim, klindamisin,
ampisilin, gentamisin, mezlosilin, trimsulfamet, amikasin antibiyotiklerine duyarllik testleri yapiimistir.

Stafilokok izolatlari arasinda 12 izolatta B-laktamaz aktivitesi belirlenirken, iki izolatin zayif p-laktamaz
aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Metisiline direng incelendiginde, ciltten izole edilen 10 izolatin (%55.6) direngli
oldugu gbzlenmistir.

Izolatlarin plazmit DNA analizlerinde, bir izolatta ¢ plazmit, bes izolatta iki plazmit, yedi izolatta da bir plazmit
belirlenirken, bes izolatta plazmit belirlenememigtir. Plazmit DNA’larin molekul agirliklari 0.6-4.3 kb arasinda tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, antibiyogram, f-laktamaz, plazmit DNA

DETERMINATION OF ANTIBIOTIC SENSITIVITY, g-LACTAMASE ACTIVITY AND
PLASMID DNA’S OF STAPHYLOCOCCUS BACTERIA ISOLATED FROM SKIN

SUMMARY

In this study, 18 Staphylococcus spp. were isolated from skin totally. Growth at 15°C, at 45°C, in 10% NaCl,
in 15% NaCl and use of fructose, trehalose, mannose, salicin, ribose, xylose, raffinose, sucrose, lactose, mannitol,
maltose ve galaktose sugar tests were evaluated on isolated Staphylococcus spp. Results of identification pointed
out to 16 isolates of Staphylococcus aureus and 2 isolates of Staphylococcus sp. Sensivity tests of the strains
to penicillin-G, cephazoline, riphamycine, erithromycin, imipenem, ciprofloxacine, tetracycline, gentamycin,
mezlocilline, trimetoprime-sulphametaxasale, amikacin antibiotics were carried out.

B-lactamase activity was found in 12 strains of Staphylococcus spp. Two strains showed weak B-lactamase
activity. When the resistance to methicilline was examined, 10 strains (55.6%) were found resistant to methicilline.

Plasmid DNA analyses of strains were identified as; three plasmids in one strain, two plasmids in five strains
and one plasmid in seven strains. No plasmids were determined in five strains. Molecular weights of the plasmids
were ranged between 0.6-4.3 kb.
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GIRIS

Stafilokoklar gunumuzde en sik karsilagilan ~ ve morbiditeye sahip oldugu bilinmektedir (3).
insan patojenleridir ve kaynagi yine insanlardir  Patojen Stafilokok bakterileri, vicuda cilt, hava ve
(1, 2). Stafilokoklarin yuzyillardir hastane enfek-  kontamine olmus gida maddeleri ile girmektedir
siyonlarinda, yuksek oranda (%3.4-14.1) mortalite ~ (4). Stafilokoklar konuk olduklari insanda, en basit
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cilt enfeksiyonundan, en agir bakteremilere
kadar ¢ok genis bir enfeksiyon spektrumunda
etken olabildiklerinden, ¢abuk ve dogru olarak
tanimlanmalar gerekmektedir (5).

Son zamanlarda neden olduklari enfeksiyon-
larla yogun ilgi odag! olan S.aureus bakterileri,
genellikle antibakteriyel ajanlara karsi ya
direnclidirler ya da duyarli olduklar antibiyotiklere
kargl kisa surede urettikleri p-laktamaz enzimi
ile diren¢c kazanmaktadirlar (6).

S.aureus’da gbdzlenen en dnemli antibiyotik
direnci metisilin direngcliligidir (7). Metisiline
diren¢, olusum mekanizmasi itibariyle birgcok
B-laktam antibiyotigine direnci de beraberinde
getirmektedir. Boylece en yaygin ve guvenilir
B-laktam antibiyotikleri, metisiline direngli mikro-
organizmalarin yol agtigl enfeksiyonlarda kul-
lanilamaz hale gelmektedir (7,8). Metisilin direncli
Staphylococcus aureus (MRSA)’lar son yillarda
diger S.aureus enfeksiyonlarinin yerine gegmek-
ten ¢ok, ayri bir Stafilokoksik enfeksiyon grubunu
olusturmaktadir. MRSA’lar tum flaktamlara,
aminoglukozitlere, klindamisine ve eritromisine
direnclidir (9).

Gunumiuzde MRSA, major bir nozokomiyal
patojendir. MRSA prevalansinin, hem cografi
bodlgeler arasinda, hem de ayni bblgede yer alan
saglk kuruluslar arasinda degiskenlik gosterdigi
bilinmektedir. Bu konuyla ilgili bir ¢alismada,
MRSA izolatlarinin Yunanistan, Ingiltere, Italya,
Portekiz, Ispanya ve Belcika'da sirasiyla %44.4,
%41.5, %40.9, %34.7, %24.8, %23.6 olduguna ve
bu oranlarin yuksekligine deginilmistir. Oranlarin,
Almanya icin %13.8 ve Avusturya igin %8.8
gibi orta duzeyde seyrettiginin vurgulan-
dig1 calismada, Isve¢’de %0.8, Hollanda ve
Danimarka’da ise %0.6 gibi dusuk seviyelerde
oldugu tespit edilmistir (7).

Bakterilerin B-laktamaz ureterek antibiyotigi
parcalamasi nedeniyle, antibiyotiklere karsi
direncten sorumlu mekanizmalar arasinda
B-laktam, ilk sirada yer almaktadir. f-laktamazlar,
B-laktam antibiyotiklere baglanarak onlari
hidrolize eder ve bu yolla bakteriyel dirence
neden olur (10). Penisilinler, sefalosporinler ve
monobaktamlara ydnelik olarak olusan bakteriyel
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direncin en yaygin nedeni, p-laktamaz enzim-
leridir. Bu enzimler, bakteriyel penisilin baglayan
proteinlerle (PBP) reaksiyona girerek, hucre
duvari sentezini bozan 4 uyeli B-laktam halkasini
hidrolize ederek etki gosterirler. Bu halka acildigi
zaman antibiyotik aktivitesi kaybolur (7, 11,12).

Sunulan c¢alismada, ciltten S.aureus
bakterilerinin izolasyonu, metisilin direnci,
B-laktamaz aktiviteleri, Novabiosin’e duyarh-
liklar1 ile plazmit DNA profillerinin ¢ikariimasi
amaclanmigtir. Ayrica S.aureus bakterilerinin
hastalik yapici enfeksiyonlarinin dnlenmesi
ve tedavisi icin antibiyotik direngliliklerinin
belirlenmesi hedeflenmigtir.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Gulhane Askeri Tip Akademisi
(GATA) Egitim Hastanesinde, ameliyathane ve
kliniklerde calisan personel arasindan rastgele
secilen 12’sinden izole edilen 18 cilt drnegi ile
gerceklestirilmigtir.

Bakterilerin Izolasyonu

Cilt ornekleri Nishijima ve arkadaslarinin
calismalarindakine benzer olarak, parmak
ucu (a), parmak uzeri (b) ve parmak arasinin
(c) 1 cm?lik alanindan steril ekiivyonla alinmigtir
(3).

Bakterilerin ciltten izolasyonunda, ornekler
2 mL’ lik Trypticase Soya Buyyon iceren besiyer-
ine aktarilarak 4-6 saat 37°C’de inkuibe edilmistir.
Inkubasyon sonunda kultur ortami karistirilip,
steril ekuvyonla %5 defibrine koyun kanli agar
besiyerinin yuzeyine asilanan kultur 37°C’de
24 saat inkube edilmistir.

Besiyerlerinde ureyen, p-hemoliz yapan,
beyaz-sarimtirak veya krem renkli, uzeri duz-
yuvarlak ve S tipinde kolonilerden izolasyonlar
yapilarak, Trypticase Soya Buyyon besiyerine
agllanmigtir (14).

Bakterilerin Identifikasyonu

Izole edilen bakterilerin identifikasyonlari
icin, kanli besiyerinde Ureme durumu, Mannitol
Salt Agar Besiyeri'nde renk olusumu (15,16),
Novabiosin’e duyarlihk (16,17), flaktamaz
aktivitesi (18), katalaz testi (4) ve koagulaz
testi (19) kullanilmistir. S.aureus izolatlarini
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diger Stafilokoklardan ayirmak igin, bakterilerin
gostermis oldugu fizyolojik ve biyokimyasal
ozellikler su sekilde belirlenmistir: 15°C’de
ureme (+), 45°C’de Ureme (+), % 10 NaCl'de
ureme (+), % 15 NaCl’'de ureme (+), fruktoz (+),
trehaloz (+), mannoz (+), salisin (-), riboz (+),
ksiloz (-), rafinoz (-), sukroz (+), laktoz (+),
mannitol (+), maltoz (+) ve galaktoz (+). Bu
testlerde, parantez icindeki degerler S.aureus
icin elde edilen degerleri ifade etmektedir.

Bakterilerin  butun tanimlama testleri
ve degerlendiriimeleri, genel identifikasyon
yontemleri kullanilarak gerceklestiriimistir (17).

Antibiyotiklere Duyarliligin Belirlenmesi

Izolatlarin duyarhlik ve direnclilik testleri
Bauer-Kirby Disk Yontemi ile yapiimistir (20).
Kontrol olarak, standart antibiyotik penisilin-G
(P 10U), Sefazolin (CZ 30g), Imipenem (IPM 10g),
Sefuroksim (CXM 30g), Ampisilin (AM 10g),
Mezlosillin (MEZ 75g), Rfampisin (RF 30g),
Eritromisin (E 15g), Siprofloksasin (CIP 5g),
Tetrasiklin (TE 30g), Kloramfenikol (C 30g),
Vankomisin (VA 30g), Klindamisin (DA 2g),
Gentamisin (CN 10g), Trim-Sulfamet (TS 1.25+
23.75g), Amikasin (AK 30g), Metisilin (ME 1g)
ve Novobiosin (NV 5g) diskleri kullaniimistir.
Disklerin etrafinda olusan inhibisyon zon c¢aplari
kumpasla olculerek duyarlihk ve direnclilik
oranlari saptanmsgtir (20,21).

Metisilin Direncliligi

Metisiline direngli Stafilokoklarin tespitinde
disk difuzyon yontemi uygulanmistir. Bu testte
metisilin  disklerinin  kullanilmasinin, hatali
sonuglarin alinmasina neden olabilecegi goz
onunde bulundurularak, saklama sirasinda daha
stabil ve guvenli olan oksasilin disklerinin
kullaniimasi tavsiye edilmektedir (20).

Plazmit DNA izolasyonu

Bakterilerin plazmit DNA’lari Sambrook
ve arkadaslarinin c¢alismalarina gore tespit
edilmistir (22). Plazmit DNA’larin molekuler
agirliklari kb olarak hesaplanmigtir. Marker olarak
"Super Coiled DNA Ladder" (Sigma D-5292)
kullaniimistir.
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S.aureus, hastane ortaminda yogun sekilde
bulunan potansiyel bir nozokomiyal patojen
olarak bildirilmektedir. Patojenitesi dunya ¢apinda
kabul edilen bu mikroorganizmanin, hastane
personelinin ¢esitli vicut bblgelerinde kolonize
olarak tasindigi, yayildigi ve ciddi nozokomiyal
enfeksiyonlara neden oldugu arastiricilar
tarafindan acgiklanmaktadir (9, 21).

Bu calismada, parmak ucundan 7, parmak
Uzerinden 4 ve parmak arasindan 7 adet olmak
Uzere toplam 18 adet Stafilokok, ciltten izole
edilmistir. Bu izolatlarin 6rnek alma yerleri,
numaralari, sayilari ve yuzdeleri Tablo 1’de
sunulmusgtur.

Tablo 1. Ciltten izole edilen Stafilokok izolatlarinin
ornek alma yerleri, numaralari, sayilari ve yuzdeleri

Ornek Alma Izolat Izolat %
Yerleri Numaralan Adedi
Parmak Ucu 1a, 2a, 3a, 6a, 7a,9a,10a 7 38.8
Parmak Ustu 6b, 7b, 8b, 10b 4 222

Parmak Arasi  2c, 4c, 5¢, 7c, 8¢, 10c, 11c 7 38.8

Ciltten izolasyonda Stafilokok bakterilerinin
parmak ucu (%38.8) ve parmak arasinda
(%38.8), parmak ustune (%22.2) gbore daha
yogun oldugu gozlenmistir.

Novabiosin’e duyarlilik, p-laktamaz aktivi-
teleri ve plazmit DNA sayisi ile molekuler
agirhiklan Tablo 2’ de verilmistir.

Ciltten izole edilen S.aureus izolatlarinin
p-laktamaz aktivitesinin  %66.7’sinin  pozitif,
%22.2’sinin zayif oldugu ve %11.1’inin aktivite
gostermedigi bulunmustur (Tablo 2). Izolatlarin
cogunda p-laktamaz aktivitesi ile penisiline
direnclilik arasinda  korelasyonun  varligi
belirlenmisgtir.

Plazmit DNA izolasyonunda izolatlardan
13’Unde molekul agirliklari 0.6-4.3 kb arasinda
degisen, bir - U¢ adet plazmit DNA tespit edilmistir.
S.aureus izolatlarindan Ugunde (5c,7a ve 10b)
ve 3a, 7b izolatlarinda plazmide rastlanmamistir.
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Tablo 2. Stafilokok izolatlarinin  novobiosin
duyarliliklari, p-Laktamaz aktiviteleri, plazmit DNA
sayisi ve molekuler agirliklari

Izolat Tur Adi  *N.Duyar f-Lakta Plazmit Molekiler
No gt  maz Akt. DNA S. Agr.(kb)
1a  S.aureus + + 1 2.4

2a  S.aureus + + 1 2.3

2c  S.aureus - + 2 2.3-1.8
4c S.aureus - + 2 4.3-2.3
5¢  S.aureus - + - *

6a  S.aureus - + 3 2.3-1.0-0.6
6b  S.aureus - + 1 0.6

7a  S.aureus + + - *

7c¢c  S.aureus - + 1 1

8b  S.aureus - - 1 1.6

8c  S.aureus - + 2 2.4-1.6
9a  S.aureus - 2 2.3-1.6
10a S.aureus - + 1 1.8
10b  S.aureus - + - *

10c S.aureus - + 2 2.3-1.8
11c S.aureus - + 1 2.3

3a  S.aureus -
7b  S.aureus spp. -

: Pozitif reaksiyon
: Novobiosine duyarli, 3-Laktamaz negatif reaksiyon
: Zayif reaksiyon
: Plazmit yoktur
N : Novobiosin

o, +

Livermore, p-laktamaz enziminin sentezinin
plazmit DNA tarafindan kontrol edildigini
ve plazmidin bakteriler arasinda transfer edilerek
bakterilerdeki direnci artirdigini agiklamigtir
(23). Schito, p-aktamaz enziminin kromozomal
kaynakli da olabilecegini bildirmistir (7). Bu
calisma da, S.aureus 5c, 7a ve 10b izolatlarinin
B-laktamaz aktivitesi gostermelerine ragmen
plazmit DNA icermediklerinin saptanmig olmasi,
B-laktamaz enziminin kromozomal kaynakli
olabilecegi fikrini dogrulayan bir bulgudur.

Sunulan galismada, izolatlarin antibiyotiklere
direnclilik ve duyarhlik testleri i¢in p-laktam
antibiyotikleri (mezlosilin, imipenem, sefuroksim,
penisilin-G, ampisilin ve sefazolin) ve diger
antibiyotikler (amikasin, gentamisin, tetrasiklin,
kloramfenikol, eritromisin, vankomisin, klindamisin,
trim-sulfamet ve rifampisin) kullaniimistir.

Stafilokok bakterilerinin p-laktam antibiyotik-
lerine ve diger antibiyotiklere duyarlilik sonuglari
Tablo 3’de, 9% duyarlilik oranlari Tablo 4’de
verilmigtir.

Izolatlarin kullanilan antibiyotikler icinde
%83.3’luk oranla en fazla penisilin-G’ye karsi
direngli oldugu tespit edilirken, imipenem,
siprofloksasin, vankomisin, trimsulfamet ve
amikasin antibiyotiklerine karsi %100 duyarlilik

Tablo 3. Stafilokok izolatlarinin $-Laktam ve diger antibiyotiklere gosterdigi duyarllik sonuglari

o

CZ IPM CXM AM MEZ RF

m

Izolat No
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I T T S e A A
R

P :Penisilin-G
MEZ: Mezlosillin
C  : Kloramfenikol

+ : Duyarh

CZ: Sefazolin IPM: Imipenem
RF: Rfampisin E : Eritromisin
VA: Vankomisin DA : Klindamisin
- : Direngli
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CXM: Sefuroksim
CIP : Siprofloksasin
CN : Gentamisin

AK : Amikasin
ME: Metisilin
NV: Novobiosin

AM: Ampisilin
TE : Tetrasiklin
TS : Trim-Sulfamet
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gosterdigi belirlenmigtir. Kozasky ve arkadaslari,
ciltten izole ettikleri S.aureus izolatlarinin
penisilin-G’ye %20-30 oraninda duyarli olduk-
larini ve bunlarin penisilinaz enzimi sentez-
lemediklerini aciklamiglardir (24). Rubin ve
calisma grubu, izole ettikleri 19 adet Stafilokok
izolatindan tumunun vankomisine duyarh
oldugunu tespit etmislerdir (25). Vankomisin’in,
S.aureus Uzerinde etkisinin yuksek oldugunu
vurgulayarak, bu antibiyotigin belirtilen bakteri
enfeksiyonlarinda kullanimini dneren aragtir-
macilar da vardir (26, 27).

Tablo 4. Stafilokok izolatlarinin antibiyotiklere
gosterdigi % duyarllik oranlari
Antibiyotik Adi Duyarh Direncli
Penisilin-G 16.7 83.3
Sefazolin 77.8 222
Imipenem 100 -
Sefuroksim 77.8 222
Ampisilin 27.8 72.2
Mezlosillin 77.8 22.2
Rfampisin 94.4 5.6
Eritromisin 66.7 33.3
Siprofloksasin 100 -
Tetrasiklin 55.6 44.4
Kloramfenikol 94.4 5.6
Vankomisin 100 -
Klindamisin 77.8 22.2
Gentamisin 94.4 5.6
Trim-Sulfamet 100 -
Amikasin 100 -
Metisilin 44.4 55.6
Novobiosin 83.3 16.7
Nishijima ve ekibi, patojen S.aureus
bakterilerinin giderek artan insidanslarina,
ampisilin, metisilin, gentamisin, eritromisin,

klindamisin, vankomisin, ofloksasin ve sipro-
floksasin gibi antimikrobiyal ajanlara olan
in vitro duyarliliklarinin neden oldugunu tespit

etmiglerdir (28). Sunulan galismada, tum izolat-
larin imipenem, siproflaksasin, vankomisin,
trimsulfamet, amikasin antibiyotiklerine %100 du-
yarli oldugu, en yuksek direngliligi ise, penisilin-G
(%83.3) ve ampisilin (%72.2) antibiyotiklerine
karsi gosterdigi tespit edilmistir.

Ciltten izole edilen izolatlarin metisilin
direnclilikleri %55.6 ve p-laktamaz enzim
aktiviteleri de %88.9 olarak tespit edilmigtir.
Ozakin ve arkadaslari, uUlkemizde hastane
kaynakli stafilokok izolatlarinin metisilin direncinin
en fazla %87 oldugunu bildirmislerdir (29).

Bu calismada metisiline direncli olan
S.aureus izolatlarinin (10a, 10b, 10c) genellikle
diger antibiyotiklere karsi da direngli oldugu
bulunmustur. Wilke, metisiline direncli stafi-
lokoklarin, diger birgcok antibiyotige direngli
oldugunu gostermis, bu nedenle mikrobiyoloji
laboratuvarinda Stafilokok bakterileri Uzerinde
etkili olabilen antibiyotigin surekli saptanmasinin
gerekli oldugunu bildirmistir (20).

Shayegani ve arkadaslari, calismalarinda
antibiyotik duyarhlik profili farkli olan izolatlarin
ayni zamanda farkh plazmit icerdiklerini
bildirmiglerdir (30). Thurn ve arkadaslari ise,
S.aureus izolatlarinin plazmit profilleri ile
antibiyogram sonuglari arasinda baglant
oldugunu gostermislerdir (31).

Ciltten izole edilen ve plazmit iceren 13 adet
S.aureus izolatindan yedisinin metisilin-direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) izolatlar
oldugu gbzlenirken, plazmit iceren izolatlarin
dokuzunun pB-laktamaz aktivitesi gosterdigi
bulunmustur. Bu ¢alismadan elde edilen sonuclar
Isiginda, S.aureus uzerinde %100 duyarlilik
gosteren antibiyotiklerin (imipenem, siproflak-
sasin, vankomisin, trimsulfamet, amikasin) tedavi
amaciyla kullanimlari dugtnulebilir.
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