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KRONIK DIYALIZ HASTALARINDA BURUN
STAPHYLOCOCCUS AUREUS TASIYICILIGI
VE METISILIN DIRENCI

Yasemin BULUT?, ilhami CELIK2, Ahmet KALKAN?,
Siileyman FELEKZ, M. Ziya DOYMAZ!

OZET

Kronik diyaliz hastalarinda burun Staphylococcus aureus tagiyicihify ve izole edilen
suslarda metisilin direncinin saptanmas: amaciyla, diyaliz programunda bulunan giniilli
115 kisi galigma kapsanuna alinmistir, Izole edilen tiim sugtarda PCR yontemi ile mecA ge-
ni arastiriimis ve buyyonda mikrodiliisyon yéntemt ile minimal inhibitér konsantrasyonla-
11 (MIK) belirlenmistir. 115 olgunun 43’iinden (% 37) S.aureus izole edilmis ve mikrodi-
liisyon yontemi ile bu suglarin 14’i (% 33) direncli bulunmugtur, 43 §.aurens sugunun
16’sinda (% 37) mecA geni pozitif olarak saptanmis, mecA geni pozitif olan iki sus mikro-
diliisyon yontemi ile metisiline duyarl: bulunmugtur.

Sonug olarak; kronik diyaliz hastalarinda S.aureus tapryrweihn % 37, genotipik olarak
metisiline direncli 8.aurens (MRSA)Y tagiyicilifs ise % 14 olarak saptanmistir. Diyaliz ol-
gularinda hastanede yaus siiresi, diyalize girme siklig1 ve siircsinin S.aureus tagtyicihging,
metisilin direncini ve direngli suslarda MIK degerlerini istatistiksel olarak anlamli diizey-
de etkilemedigi saptanmgtir, Metisiline direngli stafilokoklar bir referans metodu olarak
PCR yontemi ile bagarihi olarak saptanabilmekte ayrica, bu yéntemle fenotipik olarak du-

varli bulunan suglarin genotipik olarak metisiline direngli olup olmadig ortaya konulabil-

mekiedir.

SUMMARY

Nasal carriage of Staphylococcus aureus in chronic renal dialysis patients and methi-
citlin resistance.

Methicillin resistance of Staphylococcus aureus strains isolated from the nasal cultu-
res of chronic renat dialysis patients were determined in 115 subjects undergoing dialysis
treatment. Mcthicillin resistance gene (mecA) was scarched by polymerase chain reaction
{PCR). Minimum inhibitory concentrations (MIC) of methicillin were assessed by broth
microdifution assay. In 43 samples out of 115, S.aureus strains were isolated and 14 of the-
se cxhibited methicillin resistance in micredifution assay. Sixteen out of 43 strains carrjed
mecA gene as demonstrated by PCR assay. Two strains which were positive for mecA ge-
ne exhibited methicillin susceptibility in microdilution assay,

In conclusion, the rate of carrier state for S.aureus was 37 % among chronic renal di-
alysis patients and mecA gene positivity among these bacteria was 14 %. The longevitiy of
hospitalisation, the frequency and duration of dialysis treatment did not influence the inci-
dance of methicillin resistance and MIC values significantly. This study also shows that
mecA positive strains of S.aureus could be identified successfully with PCR assay. It is in-
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teresting to note that some S.aureus strains carry mecA gene but do not exhibit resistance
phenotype.

GIRIS

Burun Staphylococcus aureus tagryictifimin prevalanst; yas, ik, kronik bobrek yet-
mezligi, diabetes mellitus, kronik dermatit gibi kronik hastaliklas, parenteral kateterizas-
yon, intravendz ilag kullanimi, solunum yolu infeksiyonlari, uzun sireli hospitalizasyon,
cerrahi yaralar ve daha dnce antibiyotik kullanimu (6zellikle B-laktam antibiyotikler) gibi
birgok faktor tarafindan etkilenmektedir (5,28,29). Eriskinlerde burun S.aureus tasiyicilif
orant % 10-50 arasinda degismektedir. Tiirkiye'de degisik yillarda hastanelerden izole edi-
len S.aureus suglarinda % 13-19 arasinda degisen oranlarda metisilin direnei bildiriimistir
(1,11,16). MRSA’larn gerek tanimlanmasi, gerekse bunlara bagh infcksiyonlann tedavi-
sindeki giiglikier tilkemiz i¢in dnemli bir sorun clmaya devam etmekledir (22}, MRSA’far
baglangigta sadece egitim hastanelerinde nozokomiyal patojen olarak bilinirken, hastanc-
ter arast hasta naklinin yaygin oldugu gilniimiizde hemen hemen fiim hastanclerde sorun
olusturmakta, hatta hastane disinda geligen infeksiyoniardan da sorumlu olabildigi bildiril-
mektedir (1,18).

S.aureus suglannda metisilin direncinin aragtinlmasinda uygulanan disk difiizyon,
buyyonda diliisyon ve agar tarama gibi degisik yontemlerden hangisinin veya hangilerinin
daha duyarlt ve 6zgiil olduklarr konusunda degisik yaymlarda farkh goriisler bildirilmistir
(25,32). Ozellikle sinirda direngli suglarda kiiltiir kosullan sonuglan ctkileyebilmekte, yai-
lig degerlendirmelere neden olabilmektedir. Bu sorunlann lstesinden gelmek amaciyla me-
tisilin direncinin saptanmasinda alternatif bir yéntem olarak mecA geninin arastirilmas:
onerilmektedir (20). Bu ¢aligmada, kronik diyaliz hastaglarinda burun S.awreus tasiyicilig
ve izole editen suglarda metisilin direncinin saptanmasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Diyaliz programinda bulunan géniilli 115 kisi ¢ahgma kapsamina alinmes, olgular ile
yliz yiize gériigiilerek bilgi formu dolduruimustur. Burun siiriintiisti 6raekleri, burun 6n de-
liklerinden steril serum fizyolojikle 1slatilmug parmukiu silgeg ile alinnustir (9). Alman or-
nekler % 5 koyun kanlt agara (Oxoid, Unipath Lid, England) tek koloni ekimi yapilarak
37°C’de 24 saat inkiibe edilmigtir. Gram pozitif kok gériiniimiinde, katalaz ve koagiilaz po-
zitif koloniler S.aureus olarak degerlendirilmis ve bu sonu¢ mannitol ve trehaloz deneyle-
ri ile dofrulanmistir. Kolonilerden Mueller-Hinton buyyonuna ckim yapiimus, kiiltiiriin
B50 pl’sine 150 pt % 96’11k steril gliserol ilave edilerek vortekslenmis ve likid nitrojende
hizla dondurularak PCR igin ~70°C’de derin dondurucuda saklanmustir (25). Metisilin di-
renci NCCLS M7-T2 kilavuzuna gére buyyonda mikrodiliisyon yontemi ile arastirilmistir,
Kalite kontrol sugu olarak S.aureus ATCC 29213 kullamlmustir. Oksasilin (Sigma Chemi-
cal Co. St. Louis, MO, ABD} MIK’i 2 ug/ml ve attinda olan sustar duyarh, 4 ug/ml ve lize-
rinde olan suglar direngli olarak degerlendirilmigtir,

Izole edilen tiim suslarda PCR yéntemi ile mecA geni araghirtimuigtir (215, Bu amagla
koyun kanli agara pasaji yapilarak iiretilen bakterilerden ticari kit (Wizard Genomic DNA
Purification kiti, Promega Co, Madison, WI, ABD) yardimiyla DNA izolasyonu yapilmig-
tir. Kitdeki protokole gore kullamimasi gercken lizozim (Sigma) ve lizostafinin {Sigma)
miktar ve yogunluklarinda modifikasyon yapiimistir, Agarda iiretilen bakterilerden bir 6ze
dolusu alimip, steril fosfat buffer solusyonu (PBS} ile 13,000 rpm’de santrifiij-edilmis, sant-
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rifijden sonra, ist sivi dokiiltip hiicrelerin iizerine 5 mg/ml lizozimden 100 pl, 75 pgfml L-
zostafinden 100 pl ve 50 mM EDTA (etilendiamin tetra asetik asit)’dan ise 480 pi eklenip,
37°C'de 1 saat bekletilmistir (32). Bundan sonraki agamalar protokole gdre gergeklestiil-
migtir. Izopraponol ile DNA coktiiriilmesi ve % 70’lik alkolle ytkama islernleri yapildiktan
sonta pelet DNA oda 1sisinda kurutularak, 50 pl steril distile su iginde resiispanse edilip
PCR igin kalip olarak kullamlmustir. mecA geninin gogaltilmasinda mecA-1 (5"-AAA ATC
GAT GGT AAA GGT TGG C-3") ve mecA-2 (5°-AGT TCT GCA GTA CCG GATTTG O)
primerleri kullambmgtic (20). Elde edilen bakteriyel DNA’nin 10 ul'si ve her bir primerden
20 pmol kullanilarak son hacmi 50 pt olan PCR kangimi hazirlanmg ve DNAmn cogaltl-
mast 94°C’de 30 sn, 55°C"de 30 sn, 72°C’de 1 dak’hk 40 dongiide gergeklestiriimistir.
Cogaltilan PCR iirtinleri 1 pg/mi etidyum bromid iceren 9% 2.5’lik agaroz jelde elekt-
roforez edilmis ve 533 baz ¢ifti uzunlugundaki mecA geni goriintilenmistir (Sekil}.

Sekil. 1. hat 100 bp’iik DNA merdiven markeri; 5, 6 ve 10. hatlar negatif mekleri, 2,3,4, 7,8, 9, 11
ve 12, hatlar ise 533 bp’lik pozitif drnekleri gostermekeedir.

S.aureus tastyrcilipy, mecA geni pozitifliginin istatistiksel degerlendirilmesinde ki-kare
testi, MIK deperlerinin kargilastirlmasinda Kruskal-Wallis testi uygulanmgtir.

BULGULAR

Calisma kapsamina alinan 115 olgunun 587 erkek, 57'si kadin olup yaglari 9-78
(47.6215.7) arasinda degisiyordu. Olgulanin 111’ine hemodiyaliz, 4'tine periton diyalizi uy-
gulanmaktaydi. 115 olgunun 43’ tinden (% 37) S.aureus izole edilmis ve mikrodiliisyon yon-
temi ile bu suglarin 14’4 (% 33) direngli, 29’u (% 67) duyarli olarak saptanmustir (Tablo 1}.

Tablo 1. 43 S.aureus susunun MIK deperlerine gore dagilimu.
MIK (pg/mi) 025 03 1 2 4% 8-32 64 128 256
Sug sayist 15 3 & 3 4 -8 2 - -

* Direng s,
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43 S.aureus sugunun 16’sinda (% 37) mecA geni pozitif, 27’sinde (% 67) negatif olarak sap-
tanmig, mecA geni pozitif olan iki sug mikrodiliisyon yintemi ile metisiline duyarli (MIK 0.5
pg/ml) bulunmugtur, Tiim olgularda MRSA tagiyiciligs PCR ile % 14 oramnda bulunmugtur.

Olgular, ¢ahymamn yapildigs ana kadar herhangi bir nedenle hastanede yatirilarak
izlendikleri toplam siireler dikkate alinarak gruplandiriimustir ve S.aureus, MRSA oranlar
ve MIK degerleri yoniinden gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptan-
mamustir (p>0.05) (Tablo 2).

Tablo 2. Olgularin hastanede yatma sitrelerine goire dagibim,

FD suglar GD suglar
Hastanede yatma  Tiim olgular S.aureus MIK aralign
siiresi n G n % n %o (pgfml) n %
0-1 hafta 21 18 5 12 1 7 32 2 12
2-3 hafta 47 41 20 47 8 57 4-64 g8 50
4-5 hafta 22 19 9 21 1 7 16 2 12
6 hafta ve iizeri 25 22 9 21 4 29 4-8 4 25
Toplam 115 100 43 160 14 100 16 100

FD: Fenotipik diren¢li, GD: Genotipik direngli

Olguiar diyaliz programina ahndiktan sonra galigmanm yapildigt ana kadar gegen sii-
reye gore gruplandinldiginda S.aurens, MRSA oranlan ve MIK degerleri yoniinden grap-
lar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmamistir (p>0.05) (Tablo 3).

Tablo 3. Diyaliz programina ahndiktan sonra gegen siireye gore olgulanin dagilin,

FD sugtar GD suglar

Diyaliz uygulama  Tiim olgular S.aureus . MIK arali

stiresi n T n Yo n Yo (pgfml) n %
0-24 59 51 22 51 10 71 4-64 10 a2
25-48 36 31 13 30 3 21 4 4 25
49-72 13 11 6 14 1 7 4 2 12
73 ay ve lzeri 7 6 2 5 - - - - -
Toplam 115 100 43 100 14 100 16 100

FD: Fenotipik direngli, GD: Genotipik direngli

Olgular, galismanin yapildign anda hangi siklikta diyalize girdikleri dikkale alinarak
gruplandmldifinda da S.aurens, MRSA oranlari ve MIK degerleri yoniinden gruplar ara-
sinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmarmstir (p>0.05) (Tablo 4).

Table 4. Olgularin diyalize girme sikliklarina gore dagstime.

FD suglar GD su;;lai‘

Diyaliz uygulama  Tiim olgular S.aureus MIK aralips
stk (ug/mt)

(giin/hafta) n % n % n % n %

1 10 9 2 5 1 7 16 1 6

2 48 42 24 56 8 57 4-64 9 56

3 52 45 15 35 5 36 4-32 6 37

3’ten fazla 5 4 2 5 - - - - -
6 100

Toplam s 100 43 100 14 100 1
FD: Fenotipik direngli, GD: Genotipik direncli :
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TARTISMA

S.aureus suslarinda metisilin direncinin aragairilmasinda uygulanan disk difiizyon,
buyyonda mikrodiliisyon ve agar (arama gibi degisik yontemlerden hangisinin veya hangi-
lerinin daha duyarl ve tzgil olduklari konusunda depisik yaymlarda farkls giriigler bildi-
rikmistir (23,25,31). Medsilin duyarlilig igin disk difiizyon, diliisyon ve agar tarama yon-
temlerinin karsilastirldigs bir calismada; bu {i¢ yontemin birbirine bariz iistiinliiklerinin ol-
madif bildirilmigtir. Diinyadaki faboratuvarlann % 75’1 duyarlibk yontemi olarak disk
difiizyon yéntemini tercih eimektedir (12.25). Buyyonda mikrodiliisyon yontemi, duyarh
ve direngli ayinmina olanak saglamasinin yani sira MIK’in belirlenmesi ile sagaltima, kli-
nik yamfin nasil bir seyir gdstereceginin anlagilmasina da yardimci olabilir (27). Bu ¢als-
mada, klinik izolatlar {izerinde cahgilmamigtir. Ancak, diyaliz olgularinda burunda koloni-
ze MRSA suglannin saptanmasl yani sira, bu suglarda epidemiyolojik faktorlerin MIK de-
gerleri tizerine etkilerini saptamak amaclanmigtir,

Metisilin direncinin saptanmasinda PCR y&ntemi ile mecA geninin aragtinlmasi en du-
yarl yontem olarak kabul edilir ve mecA geni pozitif bulunan suglar % 100 direngli, mecA
geni negatif bulunan suslar ise % 100 direncli kabul edilitler. Ancak, mecA geni pozitif her
S.aurews susu fenotipik ofarak direncli olmayabilecegi gibi, mecA geni negatif her sus da
duyarh olmayabilir (7,9,19). Bakteride metisilin direncinin ortaya ¢tkabilmesi i¢in mecA
geninin ifade edilmesi gerekir. Bu nedenle mecA geni tasidigs balde metisiline degisik dii-
zeylerde direngli, hatta duyarh suglar olabilmektedir (3). Skov ve arkadaslar1 (26) fenoti-
pik testlerin dzellikle borderline diren¢li suglarda yanhs pozitif ve yanls negatif sonuglara
yol agabilecegini ve mecA geni galigtlmasinin giivenilir oldugunu bildirmigterdir. Kazuhi-
sa ve arkadaglar (14) tarafindan yaptlan bir caligmada mecA geni pozitif olan 111 S aure-
us susunun lgiinde (% 2.7) oksasiline duyarhlik saptamiglar ve bunu suglarm FBP2’ iiret-
me yeteneklerindeki azhifa baglamislardir. Caligmamizda da, izole edilen 43 S.aureus su-
sunun 16’sinda (% 37). mecA pozitif olarak saptanmgtir, mecA geni pozitif olan iki sug
buyyonda mikrodiliisyon yontemni ile metisiline duyarf bulunmugtur. Bu suslarin her iki-
sinde de MIK degerleri 0.5 pg/ml olarak saptanmg, ancak, bunun nedenini agiklayacak ile-
ri ¢aligmalar yapilamamigur.

{Jlkemizde ve yurt diginda diyaliz hastalarinda yapilan cahigmalarda % 29.8 - % 55 ara-
sinda degisen oranlarda butan S.aureus tagtyicilign bildirimigtir (2,4,6,8,10, 13,24). Diya-
liz hastalarinda burun MRSA tagiyictligs ile ilgili olarak yapilmig fazla sayida ¢aligmaya
ulasamadik. Bu konuda ulagabildiimiz tck bir caligmada, Lye ve arkadaslan (17) periton
diyalizi uygulanan hastalarda MRSA tagiyicilik oranim % 16.8 olarak bildirmislerdir. Bi-
7im ¢alismarmzda burun S.aureus tagtyicig % 37, genotipik MRSA tagiyicilif1 ise % 14
olarak bulunmustur.

Burun §.aureus tagiyiciliginin prevalanss kronik bobrek yetmezligi, uzun siireli hospi-
talizasyon ve daha dnce antibiyotik kullanimi (izellikle B-laktam antibiyotikler) gibi bir
cok faktor tarafindan etkilenmektedir (5,28.29,30). Cahigmamizda hastalarin tiimiinde an-
tibiyotik kullanma dykiisii meveuttu. Kronik bsbrek yetmezligi olan hastalardan olugtur-
dugumuz galigma grubunda gerek burun S.aureus tagiyicihipt, gerekse MRSA tagiytcihigr li-
teratiirle uyumludur. S.aureus tagiyicilig, metisilin direnci ve MIK degerleri lizerine hos-
pitalizasyonun etkisini aragtirmak amaciyla, olgular hastanede yatig siiresi, diyalize girme
stkh ve sliresine gore gruplandilmg ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir
fark saptanmamistir (p>0.05). Ancak, benzer ¢aligmalarda hastanede yatma ve diyaliz uy-
gulama sirelerinin burun S.qureus taglyiciligin arttirdhgs bildiriimistir (10). Caligmamiz-
da, hastanede yatma ve diyaliz uygulama siiresinin tagiyicilik ve direnci arttirmayist; olgu-
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larimizin tiimiiniin antibiyotik kullanma dyktilerinin olmasi ve diyaliz itnitesindeki S.aure-
us prevalansimn yiiksek olmasindan kaynaklanabilir.

Sonug olarak; bu galigmada S.aureus tasiyicthi % 37, genotipik olarak MRSA tasiy1-
ciligini ise % 14 olarak saptanmis, hastanede yang siiresi, diyalize girme sikltg1 ve siiresi-
nin diyaliz olgularinda S.aureus tagtyrcthging, metisilin direncini ve direngli suglarda MIK
degerlerini istatistiksel olarak anlamh diizeyde ctkilemedidi goriilmiistisr. Metisiline di-
rengli stafilokoklar bir referans metodu olarak PCR yontemi ile baganlt olarak saptanabi-
lir. Ayrica, bu yontemle fenotipik olarak duyarli bulunan suslarin genotipik olarak metisi-
line direngli olup olmadi1 ortaya konabilir. Zira, uygun kosullarda direng fenotipe yansi-
yabilir ve sagaltimda bagarisizifa yol acabilir.
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