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HASTANE iZOLATI STAFILOKOKLARDA METISILIN DIRENC VE
 AMINOGLIKOZID MODIFIYE EDICI ENZIM GENLERININ
MULTIPLEKS-POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU ILE ARASTIRILMASI

INVESTIGATION OF METHICILLIN RESISTANCE AND AMINOGLYCOSIDE
MODIFYING ENZYME GENES IN HOSPITAL STAPHYLOCOCCI BY
MULTIPLEX-POLYMERASE CHAIN REACTION
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OZET: Bu galigmada, yatan hastalara ait gesitli klinik érneklerden izole edilen
stafilokoklarda metisilin ve aminoglikozid direncinin fenotipik olarak disk diftzyon
yontemi ve genotipik olarak multipleks-polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknigi
kullanilarak arastinimasi amaclanmistir. Genotipik olarak aminoglikozid modifiye
edici enzimleri (AME) kodlayan aac(6')/aph(2”), aph(3')-llla ve ant(4’)-la genlerinin
yanisira metisilin diren¢ geni mecA arastinimistir. Caligmada 19'u S. aureus ve
30'u koagulaz negatif stafilokok (KNS) olmak Uzere toplam 49 izolat incelenmistir.
Disk difuzyon yontemiyle oksasiline direncli olarak saptanan 34 (%69.4) izolatin
33'Unde (%97) mecA geni pozitif bulunmus, oksasilin direnci ile mecA geni varligi
arasindaki iliskinin S. aureus'larda %100, KNS’larda ise %95.7 duzeyinde oldugu
gdzlenmisti. AME genlerinden aac(6')/aph(2”) 22 izolatia (%44.9), ant(4)-la 7
izolatta (%14.3) ve aph(3')-llla 2 izolatta (%4.1) pozitif olarak saptanmstir.
Calismada, genotipik olarak mecA geni pozitif izolatlann %72.7'sinde bir veya
daha fazla AME gen birlikteligi gozlenmistir.

Anahtar sézclikler: Stafilokok, metisilin, aminoglikozid modifiye edici enzim,
multipleks-polimeraz zincir reaksiyonu.

ABSTRACT: This study was conducted lo invesligale the presence of
methicillin and aminoglycoside resistance encoding genes by multiplex-polymerase
chain reaction (PCR) and by phenotypic methods in staphylococci isolated from
inpatients’ clinical specimens. The presence of aac(6')/aph(2”), aph(3’)-llla and
ant(4')-la genes encoding aminoglycoside modifying enzymes (AME) and mecA
gene encoding methicillin resistance were genotypically investigated, A total of 19
S. aureus and 30 coagulase negative staphylococci (CNS) were tested. Thirty four
(69.4%) of the isolates were found to be resistant to oxacillin with disk diffusion
test, 33 (97%) of which were found to harbour mecA gene. The correspondance
between oxacillin resistance and presence of mecA gene was found to be 100%
in S. aureus isolates, while it was 95.7% in CNS. Twenty two (44.9%), 7 (14.3%)
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and 2 (4.1%) isolates were found to harbour aac(6')/aph(2"), aph(3')-llla and ant(4')-
la AME genes, respectively. At least one or more AME genes were detected in
72.7% of mecA positive isolates.

Key words: Staphylococei, methicilin, aminoglycoside modifying enzyme,

multiplex-polymerase chain reaction.
GIiRIS

Nozokomiyal enfeksiyonlarin onemli patojenlerinden biri metisiline direngli
stafilokoklardir' 2. Stafilokoklarda metisilin direncinin fenotipik ekspresyonu, inokultim
hacmi, inkubasyon suresi ve sicakligi, besiyerinin pH'si ve tuz konsantrasyonu gibi
cesitli faktorlerden etkilendiginden duyarlilik testlerinin uygulanmasinda hatalar
olabilmektedir®4, Bununla birlikte metisiline direngli stafilokoklar, beta-laktamlarin
yanisira ayni zamanda aminoglikozidler ve makrolidler gibi diger antibiyotiklere de
direngli olabilmektedirlers. Antibiyotik direncinin 6nemi goz 6niine alindiginda, direng

profillerinin belirlenmesi igin daha hizl ve guvenilir tam yontemlerine gereksinim
duyulmaktadir.

Stafilokoklarda metisilin direnci, beta-laktam antibiyotikler igin diguk afinite
gosteren penisilin baglayict bir protein (PBP) olan PBP 2a'nin agin Gretimine bagh
olarak sekillenmektedir. PBP 2a'yi kodlayan mecA geni, metisiline direncli S. aureus
(MRSA) ve metisiline direngli koagulaz negatif stafilokoklar (MRKNS)'da yiliksek
diuzeyde homoloji gostermekte ve PBP 2a'dan farkl olarak treme kosullanndan
bagimsiz saptanabilmektedir. Bu nedenle, mecA geninin saptanmasi stafilokoklarda
metisilin direncinin belirlenmesinde uygun bir molekiler tani yontemi olarak
bildirilmektedir®,

Aminoglikozid direncinin ana mekanizmasi, plazmid ya da transpozonlarda
bulunan genlerin eksprese ettigi aminoglikozid maodifiye edici (AME) enzimler
(aminoglikozid fosfo-transferaz, asetil-transferazlar, nukleotidil-transferazlar)
larafindan aminoglikozidlerin inaktive edilmesi seklindedir. aac(6’)/aph(2") geni
tarafindan kodlanan bifonksiyonel AAC(6')/APH(2") enzimi, stafilokoklarda en sik
rastlanan AME'dir. Diger AME enzimler ise, aph(3)-llla tarafindan kodlanan APH(3')-
Il ve ant(4)-la larafindan kodlanan ANT(4')-I'diré,

Bu genlerin saptanmasinda kullanilan yontemler arasinda 6zellikle polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR), Southern blot hibridizasyonu ve makrorestriksiyon
yontemlerine gore daha hizli, duyarlh ve 6zgul olmasi nedeniyle daha gok tercih
edilmektedir’. Multipleks-PCR, ayni test tipunde birden fazla gen boélgesinin bir
arada incelenmesine olanak sagladigindan gesitli antibiyotiklere kargi genotipik
direncin belirlenmesinde daha hizli ve glvenilir olarak kullanilan bir tekniktirf. Bu
galigmada da, multipleks-PCR teknigi kullanilarak stafilokok izolatlarnda AME ve
mecA genlerinin varhginin arastinimas) amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Standart Sug ve Bakteri [zolatlan: Caligmada, yatan hastalara ait cesitli Klinik
orneklerden (kan. yara, idrar, katater ve sonda ucu, vb) izole edilen toplam 49
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stafilokok izolatt kullanildi. Bu izolatlann 19'unu S. aureus, 30'unu ise koagtilaz negatif
stafilokok (KNS)'lar olusturdu. lzolatlann tamimlanmasinda rutin konvansiyonel
yontemler uygulandi. Calismada negatif kontrol suslan Olarak 5. aureus ATCC 29213,
S. aureus ATCC 25923 ile mecA geni iceren SR 27 (Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan temin edildi) ve MRSA CAP 011 24 (ABD kaynakli)
kullanildh. izolatlar ve standart suslar %20 gliserol iceren beyin kalp inflzyon buyyonu
icerisinde -70°C'de sakland:.

Antibiyotik Direncinin Fenotipik Olarak Belirlenmesi: Bu amagla, izolatlarin
oksasilin ile birlikte gentamisin, tobramisin, kanamisin, amikasin ve netilmisine karg)
duyarlliklan, National Committee for Clinical Laboratory Standarts (NCCLS)'in
onerdigi kurallar dikkate alinarak Kirby Bauer disk difiizyon yontemi ile incelendi
(8). Bunun igin, 0.5 McFarland standardina uygun olarak hazirlanan bakteri
suspansiyonlan Mueller-Hinton Agar yuzeyine inokile edildikten sonra oksasilin (1
ig). gentamisin (10 ug), amikasin (30 ug), kanamisin (30 ug), netilmisin (30 ug)
ve tobramisin (10 ug) diskleri yerlestirilerek, 35°C'de inkiibasyona birakildi.
Aminoglikozidler igin 16-18 saatlik inkiibasyon sonrasi, oksasilin igin ise 24 saatlik
inkubasyonu takiben zon gaplan olgulerek degerlendirme yapildi.

Bakteriyel DNA lzolasyonu: Calisma éncesinde izolatlardan DNA izolasyonu
Icin callsma kosullanmiza en uygun yéntemin belirlenmesi amaciyla, kaynatma
yontemi?, fenol-kloroform ekstraksiyonu'® ve ticari olarak hazir Qiagen DNA
ekstraksiyon kiti'' olmak Gzere 3 farkli yontem uygulandi. Calismada en uygun DNA
izolasyon yonteminin belilenmesinde, her ug yontemle elde edilen DNA'lar, 163
rDNA'nin 420 baz cift (bp)'lik bolgesini amplifiye eden primerlerle, Strommenger
ve arkadaglan'?'nin bildirdigi PCR protokol( ile test edildi.

PCR Primerleri ve Multipleks-PCR Protokold: Caligmada kullanilan primerlere
ait oligonukleotid dizilimleri Tablo I'de gorilmektedir,

Tablo I: Calismada Kullanilan Primerlere Ait Oligoniikleotid Dizilimleri

Cogaltimas: istenen

Hedel genler Oligonukieotid dizilimleri* bolgenin blyGklGga
aac(6')laph(2”) S** GAA GTA CGC AGA AGA GA 491 bp
Ar* ACA TGG CAA GCT CTA GGA
aph(3’)-lila S AAA TAC CGC TGC GTA 242 bp
A CAT ACT CTT CCG AGC AA
ant(4')-la S AAT CGG TAG AAG CCC AA 135 bp
A GCA CCT GCC ATT GCT A
MecA S CCT AGT AAA GCT CCG GAA 314 bp
A CTA GTC CAT TCG GTC CA

* Oligenukleotid dizilimier IONTEK firmasindan temin edilmistir
** 8. Sense, A Anfi-sense
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CGaligmamizda, Choi ve arkadaslan'"nin bildirdigi Multipleks-PCR yontemi
modifiye edilerek uygulandi. PCR kangimi, primerler 0.4 uM, dNTP'ler 200 uM ve
MgCl, 3mM final konsantrasyonlarda olacak sekilde toplam 25 ullik hacimlerde
hazirlandi. Bu kangima 2 ul ekstrakie ediimis bakteri DNA'si eklendi. Hazirlanan
ornekler daha onceden belirlenmis ve “thermal cycler"da (iCycler, BIO-RAD, italya)
programlanmis PCR protokoli ile caligildi. inkibasyon isi ve sureleri ile dongu
sayisini iceren temel PCR protokoll olarak; 95°C'de 5 dk.'lik bir 6n denatlirasyon
isleminden sonra, 30 déngd, 95°C'de 2 dk. denatlrasyon, 54°C'de 1 dk. primer
baglanmasi, 72°C'de 1 dk. polimerizasyon asamalarini takiben 72°C'de 7 dk.'lik
son polimerizasyon olusturuldu.

Amplifiye edilen ornekler 100 V'luk sabit akimda agar jel elekiroforez iglemine
tabi tutulduktan sonra olugan bantlar transilliminatdrde (BIO-RAD) incelenerek dijital
kamera (Kodak) ile goruntulendi.

BULGULAR

Calgmada incelenen toplam 49 stafilokok izolatinin 34'Unde (%69.4) disk
difuzyon yontemiyle oksasilin direnci saptanmigtir. Ayrica izolatlarin 23'0 (%46.9)
gentamisine, 23'0 (%46.9) kanamisine, 24'0 (%49) tobramisine, 16's1 (%32.7)
amikasine, 3'U (%6.1) netilmisine direngli bulunmustur. Oksasilin direngli izolatlann
111 S. aureus, 23'0 KNS olarak belirlenmistir. Calismada 27 (%55.1) stafilokok
izolatimin en az bir adet aminoglikozide karsi fenolipik olarak direng gosterdigi ve
11 MRSA izolatinin tamarrinin (%100) ayni zamanda gentamisine de direngli oldugu
saptanmigtir. Oksasilin direnci baz alinarak izolatlarda fenotipik olarak gézienen
aminoglikozid direng dagiimi Tablo [I'de verilmistir.

Tablo II: S. aureus ve KNS'larda Metisilin Direncine Bagli
Aminoglikozid Direng Dagilimlan

Toplam Gentamisin Tobramisin Kanarnisin Amikasin Natilmisin
izolatiar* n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
MSSA 7 (14.6) 0 0 0 0 0
MRSA 11 (22.9) 11 (100) 9 (81.8) 9 (81.8) 9 (90.9) 0
MSKNS 7(146) 2(286) 2 (286) 2 (288) 0 0
MRBKNS 23 (47.9) 10 (43.5) 13 (56.5) 12 (52.2) 7 (30.4) 3 (13)
Toplam 49** 23 (46.9) 24 (49) 23 (46.9) 16 (32.7) 3 (6.1)

* MS5A. Metisiline duyarh 5. aureus; MRSA: Metisiline direncli 5. aursus; MSKNS: Metisiline duyarl
koagulaz negalif stafilokok: MRKNS: Metisiline direngli koagilaz negatif stafilokok,
** Metisiline orta derecede duyarl bir S. aureus izolah tabloya dahil edilmemistir

Caligmada, 3 farkli DNA ekstraksiyon yonteminin Kargtlagtinimasi amaciyla,
rastgele segilen 10 S. aureus ve 10 KNS izolatindan Qiagen kiti, fenol kloroform
ve kaynalma yontemleri ile DNA izolasyonlan gergeklestirilmistir. PCR testleri
sonucunda, Qiagen kili ve fenol kloroform ekstraksiyonu ile elde edilen DNA'larnin
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tumunde (20/20) PCR ile pozitif sonug alinirken, kaynatma yonteminde test edilen
DNA'larin %60'inda (12/20) bantlar gordimuastar. Nunes ve arkadaslan® nin énerdigi
kaynatma yontemi kullanildiginda multipleks PCR testinin toplam suresi 4 saat,
Qiagen kitleriyle'' & saat ve fenol-kloroform ekstraksiyonu uygulandiginda 7 saat
strmugtur. Her G¢ yontemle elde edilen DNA'lar 3 ay sonra tekrar kontrol edildiginde,
Qiagen kiti ve fenol kloroform yontemiyle elde edilen DNA'lann tamami PCR pozitif
sonug verirken, kaynatma yontemiyle elde edilen DNA'lardan ancak yansinda (6/
12) aranan bantlar saptanabilmigtir.

AME ve mecA genlerinin multipleks-PCR'inda amplifikasyonu takiben
elektroforez islemi sonras) agaroz jelde aranan direng genlerine 6zgul bantlar (135,
242, 314 ve 491 bp) goruntulenmigtir, Bu testte 6zgll olmayan higbir amplifikasyon
bandi gdzlenmemistir (Sekil 1).

Fenotipik olarak oksasiline direncli oldugu belirlenen 34 izolatin 33'tUnde (%97)
mecA geni saptanmighi. Bunlar arasinda MRSA izolatlaninin %100'G mecA geni
igeritken, MRKNS'lerde bu oranin %895.7 dizeyinde oldugu gdzlenmistir. AME
genlerinden aac(6')/aph(2”) 22 izolatta (%44.9), ant(4)-la 7 izolatta (%14.3) ve
aph(3')-llla 2 izolatta (%4.1) pozitif olarak bulunmustur (Tablo ).

Tablo Ill: Stafilokok Izolatlannda Metisilin Direncine Gére Aminoglikozid
Modifiye Edici Enzimleri Kodlayan Genlerin Dagilimi

MSSA MRSA MSKNS MRKN Toplam
Direng genleri n= 7 (%) n=11 (%) n=7 (%) Sn=23 (%) n=49 (%)
aac(6')/aph(2”) 0 11 (100) 0 11 (47.8) 22 (44.9)
aph(3')-la 0 1 (91) 0 1(43) 2 (41)
ant(4)-la 0 0 0 7 (30.4) 7 (14.3)
MecA 0 11 (100) 0 22 (95.7) 33 (67.3)

Calgmada, genotipik olarak metisilin direngli izolatlann %72.7'sinde en az bir
aminoglikozid direng geni gozlenmistir.

Stafilokok izolatlanna ait oksasilin direnci ile mecA geni arasindaki korelasyon
iIncelendiginde, oksasilin duyarli izolatlarin hi¢birinin mecA geni igcermedigi
aozlenmigtir, Oksasiline direngli oldugu belirlenen S. aureus izolatlannin tamaminda
(11/11) mecA geni saptanirken, oksasilin direngli 23 KNS izolatinin 22'sinde (%95.7)
bu genin varlig belirlenmistir.

Gentamisin direnci ile aac(6')/aph(2") geni varhgl arasindaki korelasyon Tablo
IV'de gosterilmistir. .

S. aureus’larda fenotipik olarak gentamisin direnci gozlenen izolatlarin tamarmi
(%100) ayni zamanda genotipik olarak direncli bulunurken, KNS'larda bu direng
12 izolatin 8'inde (%66.7) gdzlenmistir. Uyumsuzluk, fenotipik olarak direngli bulunan
ancak direng geni icermedigi saptanan 4 izolatla birlikte, fenotipik olarak duyarl
olup direng geni saptanan 3 izolatla birlikte toplam 7 izolatta gorulmustur.
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Sekil 1: AME ve metisilin direng genlerine 6zgdl bantlann agaroz jeldeki goranGmi
(M: Molekller agirlik belirleyicisi)

Tablo IV: Gentamisin Direnci ile aac(6')/aph(2”) Geni Varligi
Arasindaki Korelasyon

aac(6’)/aph{2") geni

Izolatlar Gentamisin Pozitif sayi Negatif say
S. aureus 11 (direncli) 1 0

7 (duyarl) 0 7
KNS 12 (direncli) 8 4

18 (duyarh) 3 15

TARTISMA

Metisiline direngli stafilokoklann belirlenmesinde kultire dayah yontemler
genellikle guvenilir olsa da, ginimizde mecA geninin PCR ile saptanmasi altin
standart yontem olarak tanimlanmaktadir®, Molekiler teknikler arasinda, ozellikle
multipleks PCR, tek bir reaksiyon igerisinde birden fazla geni saptayabilmesi
nedeniyle, birgok antibiyotige karsi genotipik direncin daha hizli ve guvenilir bir
bicimde ortaya konulmasinda avantaj saglamaktadur. Stafilokokal enfeksiyonlarda
metisilin direncini kodlayan genle birlikte diger genlerin varliginin da multipleks PCR
gibi yontemlerle arastinimasi, coklu direncin ortaya cikariimasinda énem
tagimaktadir9.11-14

Bu galigmada, stafilokokal DNA izolasyonunda tercih edilen 3 farkli yontem
(kaynatma, Qiagen kitleriyle DNA ekstraksiyonu ve fenol kloroform ekstraksiyonu)
kargilastinidiginda, en hizll sonucun kaynatma yontemiyle alindidi, bu yéntemin kolay
uygulanabilen ve ekonomik oldugu, ancak tekrarlanabilirlik, gtivenilirlik ve elde edilen
DNA'nin uzun slre saklanmasi agisindan diger iki yonteme gore dezavantajlari
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oldugu gérilmastdr. Fenol kloroform ve Qiagen kitleriyle ekstraksiyon arasinda
tekrarlanabilirlik, guvenilirlik ve DNA saklanmasi agisindan fark gézlenmemistir, Fenol
kloroform ekstraksiyonunun daha uzun surmesine kargilik, Qiagen kitleriyle
ekstraksiyona gore duguk maliyeti nedeniyle caligmada fenol kloroform yontemi
tercih edilmigtir.

Caligmada, Choi ve arkadaglan'"nin uyguladigr multipleks PCR yéntemi
modifiye ve standardize edilerek uygulanmisgtir. Aragtirmacilann onerdigi yontemde,
multipleks PCR'da 100 ul'lik son PCR karigim hacimleri kullanilirken, bu gaismada
hacim 25 plye indirilerek PCR sarf kullamimi azaltiip daha ekonomik bir yontern
geligtiriimigtir. Modifiye edilen multipleks PCR y&nteminin standardizasyonunda
Henegariu ve arkadaslan's'nin bildirdigi kriterler dikkate alinmistrr,

Caligmada, disk difuzyon yontemiyle 34'G (%69.4) oksasiline direngli olarak
saptanan izolatlann 33'Unde (%97) mecA geni pozitif bulunmug, oksasilin direnci
ile mecA geni varligi arasindaki iligkinin S. aureus'larda %100, KNS'larda ise %95.7
duzeyinde oldugu gozlenmigtir. Kocagoz ve Unal'®, 1776 Klinik izolattan rastgele
sectikleri 178 metisiline direncli stafilokok ile yaptiklan calismada, incelenen izolatlann
%94'Unde mecA genini saptamiglardir. Aragtirmacilar ayrica stafilokoklarda oksasilin
direncinde farkll mekanizmalarin rolU olabildigini ve bu nedenle mecA geni
bulunmayan oksasilin direngli stafilokok izolatlannin diger direng mekanizmalar
yonunden test edilerek degerlendiriimesi gerektigini belirtmiglerdir'®.

Caligmada, AME genlerinden aac(6')/aph(2") 22 (%44.9), ant(4)-la 7 (%14.3)
ve aph(3)-lila 2 (%A4.1) izolatta pozitif olarak saptanmigtr. Bu sonuglara gore en
sik kargilasilan AME geni aac(6')/aph(2") olurken bunu ant(4)-la ve aph(3')-llla
izlemmigtir. Choi ve arkadaglar'''nin yaptigi ¢alismada da benzer sonuglar elde
edilmigtir. Schmitz ve arkadaslan'® Avrupa'da 19 hastaneden elde edilen stafilokok
izolatlaryla yapmig olduklan ¢alisma sonucunda, en sik (%68) karsilagilan AME
geninin bifonksiyonel enzimi kodlayan aac(6')/aph(2") geni oldugunu, bunu sirasiyla
ant(4)-la (%48) ve aph(3))-llla (%14) geninin izledigini bildirmiglerdir. Bununia beraber,
Ida ve arkadaglan'#'nin Japonya'da yaptiklan ¢calismada, ant(4)-la geninin prevalansi
(%684.5) diger ki genden (aac(6')/aph(2") igin %61.7, aph(3')-llla icin %8.9) daha
fazla bulunmustur. Bu sonuglar dikkate alindidinda, uygulanan antibiyotik politikasina
bagh olarak kita, ulke ve hatta bolgeler arasinda AME genlerinin prevalansinda
farkliliklann gozlenebilecedi disinlimektedir.

Sonug olarak, bu galisma slreci igerisinde, Tilrkiye'de metisilin ve
aminoglikozid direng genlerinin multipleks PCR ile aragtinimasi ile ilgili yayinlanmig
mevcul bir veriye ulagilamamigtir. Bu durumda galigmamizin, metisilin ve
aminoglikozid direng genlerinin arastinimasina yonelik tilkemizdeki ilk caligmalardan
biri oldugunu dusinmekteyiz. lleride daha genis kapsamli ve daha fazla sayida
izolat ile yapacagimiz galismalara protolip olacagini disundigimiiz bu galigmada,
benzer caligmalar yapacak olan diger arastirmacilara yardimci olabilecegine
inandigimiz teknikler kargilagtinlmig ve elde edilen veriler yorumlanmigtir. Tam
dinyada metisiline direncli stafilokoklarin prevalansinda belirgin artislar
gorulmektedir. Metisiline direncli suslarda aminoglikozidlere ve diger antibiyotiklere
kargt ¢coklu direng varidinin, multipleks PCR ve dider molekuler tekniklerin
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kullanilabildigi genotipik yontemlerle ortaya konulabilmesi epidemiyolojik agidan da
buytk 6nem arzetmektedir. Bu tekniklere 6zellikle hastane ortaminda enfeksiyonlarin
hizll tanisi ile tedavinin dogru ve erkenden belirlenebilmesi amaciyla gereksinim
duyulmaktadir,
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