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ONSOZ

Hastane infeksivoniarmun nlenmesinde ve kontroliinde dezenfektan
maddelerden yararlamibmaktadr, ancak ethen mikroorganizmalarda goriilen
dezenfektan direnci dezenfeksivon uygulamalarinda karstasiian
sorunlardandir. Onemli bir hastane infeksivonu etkeni olan metisiline direncli
Staphylococcus — aureus’larin (MRSA)  dezenfektan  maddelere  direng
gosterebilme  ozelliginde olduklart  bilinmektedir. Bu  sebeple hastane
infeksivonu  etkeni olarak izole ettigimiz MRSA’larda dezenfekian direnc
genlerinin  varhigoun ve dugdmunmt  arasurmayr  tez  calismase  olarak

gergeklestirdik. Bu calismada emegi bulunan herkese tesekkiiv ederim.

Mikrobiyoloji  Anabilim  Dalinizin  degerli  ve seckin  dgretim
elemanlarina ve ¢alisaniarina basta damismanun ve tez yoneticim olan Doc. Dr.

Kayhan Caglar Bey olmak iizere tegekkiir ederim.
Hayatinun her alamnda oldugu gibi dnemli bir béliimiinii olusturan

egitim hayatimda da maddi ve manevi desteklerini esivgemedikleri icin aileme

teselddir ederim.

BERNA AYKAN
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1.1. GIRIS

Hastane infeksiyonlarimin dnlenmesinde ve kontroliinde, ortamin ve
kullanilan malzemelerin  dezentfeksiyonunda uygun dezenfektanlardan
yvatrarlanilmaktadir. Ancak hastane infeksiyvonu etkeni olan
mikroorganizmalarda  giriilen  dezenfektan  direnci, dezenfeksiyon
uygulamalarinda karsilagilan sorunlardan biridir. Bu sorunun ortadan
kaldirilmas: amaciyla dezenfektan maddelere olan direncin ve bu direncin

kaynaginin belirlenmesi Snem tagimaktadir.

Klinik &rneklerden sikhikla izole edilen ve antibiyotiklere gosterdigi
direngle ciddi infeksiyonlara ve hastane infeksiyonlarina yol agabilen bir
bakteri olan Stapyhlococcus aureis suslarinda dezenfektan maddelere karsi
direng iilkemizde ve dilnyanin bircok iilkesinde bildirilmektedir. gacA/B geni
yviksek diizeyde dezenfektan ve antiseptik ajanlara direng ile ilgilidir,
Avrupa ve Asya’da metsiline direngli Staphviococcus aurens {(MRSA)
suglarinda yaygin olarak bulunmaktadir. gacA/B geni MRSA’larda en
onemli antiseptik ve dezenftektan direng geni olarak da bilinmektedir. Cesitli
iilkelerde yapilan calismalarda MRSA suglant arasinda gacA/B direng
genlerine %5-72 arasinda degisen oranlarda rastlanildig
bildirilmektedir®>**?. Ulkemizde ise heniiz bdyle bir calisma sonucu

uluslararasi literatiire bildirilmemistir.



Biz de hastanemizden hastane infeksiyonu etkeni olarak izole ettigimiz
MRSA suslarinda dezenfektan direng¢ genlerinin varhifini ve dagilimini
arastirmayl amacladik. Cahbsmamizda MRSA suslarimim klorbhekzidin ve
benzalkonyum Kkloriir gibi dezenfektanlara duyarlili@, g¢gucA/B direng
genlerinin varhigl ve bu genlerin fenotipik olarak dezenfektan direncine yol

acip agcmadifl veya ne dl¢lide yol actigida arastirilmagtir.



1.2. GENEL BIiLGIiLER

1.2.1. Metisiline direncli Staphylococcus aurens’un klinik 6nemi:

Staphylococcus aurens lkemiz de ve tim dilnyada en yavgin hastane

8 19601 yillarda penisiline direncli tiirler

infeksivonu etkenlerindendir
icin yar1 sentetik penisilinlerden metisilinin kullanima girmesiyle Avrupa’da
metisiline direncli 8. qureus (MRSA) suglan saptannus, 1980 sonrasinda da
MRSA tiim diinyada hastane infeksiyonu etkenleri arasinda tnemli bir yer

15)
a]mlg;tlr( g

MRSA suglari, B laktam ve B laktam disindaki cok sayida antibiyotige
diren¢li olmalari, tedavide problem vyaratan hastane infeksiyonlarina yol
agmalarindan dolayr oldukc¢a Snemlidirler. MRSA suslarinin esas kaynagi
infekte veya kolonize hastalar ve hastane personelidir. Hastane icerisinde
MRSA tasima yolu hasta ya da kolonize bastalardan saghik personeline,
saghk personelinin kontamine elleri ve giysileri araciligiyla veni hastalara
bulagsma yoluyla olmaktadir, burada saglik personeli gegici ta-1§|y101d1r(15’20’.
MRSA tasiyiciifinda dnemli olan burun tasiyiciligidir, burun tasiyicilig
invaziv  stafilokok infeksivonu gelisimi i¢in  risk  faktdrd  olarak

(6.28,44)

bilinmektedir . Asemptomatik Staphylococcus aureus burun tasiyiciligi

normal toplumda %4071ara, saghk personelinde ise %70’¢ ulasmistir, bu
oran S. dureus burun tasiyicihiginin hastane ortamiyla sinirli kalmadigini

. . P . . . T 28,445
toplumun genelini etkiledigini gdstermesi acisindan onemlidir@*254),



Hastanelerde MRSA infeksiyonlarinim onlenmesi kadar
kolonizasyonlarimin &nlenmesi Onemlidir. Kolonizasyon riski hastanede
uzamig yatts siiresi, antibiyotik tedavisi, predispozan sebepler, yitksek riskli
bir serviste bulunma, infekte ya da kolonize hasta ya da personelle temas

durumlarinda artmaktadir®.

Klinik uygulamalarda alinacak hijyenik  &nlemler bakterilerin
vayillmasini 6nlemede énemlidir. Bu énlemlerden bakteri ile kontamine olan
odalarim, aletlerin ve egyalarin dekontaminasyonu ise oldukca onemlidir.
Hastanelerde ve diger saghk kuruluslarinda MRSA'nin neden olabilecegi
infeksivonlarin 6nlenmesinde antiseptik ve dezenfektan maddeler yaygin
olarak kullamlmaktadir. MRSA’larin hastanelerde bu kadar yaygin
bulunmasi, dezenfeksiyon ve antisepsi islemlerinin de zaman zaman yetersiz
vapilmasi nedeniyle saglik calisanlarinmin ellerinden veya cansiz objelerden
hastalara MRSA’lar bulasmakta ve sonugta ciddi hastane infeksiyonlart
gelisebilmektedir. MRSA’larin ayni zamanda infeksiyonlarimin dnlenmesi
amach kullanilan dezenfektan ve antiseptik maddelere klinik olarak kanit
bulunmasa da direng gosterebildikleri bilinmektedir. Bu c¢alismada
MRSA’larim dezenfektanlara direng olusturma mekanizmalarn ve direng

durumunun gosterilmesi tizerine ¢alisilmistir.



1.2.2. Dezenfcktan maddeler ve cahsmamizda kullandigimiz _dezenfcktan

maddelerin ozellikleri

Hastanelerde ve diger saghk kuruluslarinda siklhikla kullanilan, etki
dizeyleri ve kullamim alanlar farklhihklar gosteren dezenfektan maddelerin
va da yaygin kullamilan bir ifadeyle biyositlerin genel olarak

45
siniflandiriimasi’ );

. Swvi fazhh kimyasal bilesikler; alkoller, aldehidler, fenol ve fenol
bilcgikleri, halojenler, iyodoforlar, peroksijenler, kuarterner amonyum
bilesikleri gibi.
e  Buhar fazlh kimyasal bilcsikler; ctilen oksit, propilen oksit, formaldchit,
metil bromir gibi.

Bivositlerin etki mekanizmalarina gire siniflandirimasi®;
. Elektrofilik olanlar; Halojenler, peroksijen bilesikleri, formaldehit,
formol salan ajanlar, Cu, Hg, Ag.
. Membrana etkili olanlar; kuarterner amonyum bilesikleri, biguanidler,

fenoller, alkoller, parabenler, zayitf asitler gibi,

Oksidan ajanlardan halojenler ve peroksijenler bakteri hiicresini hizla
Olime goturiirler, giomis, bakir ve civa gibi inorganik iyonlar ve formaldehit

gibi organik biyositler ise enzimleri inaktive cderler ve hiicre igi radikallerin



salimimina neden olarak bakteri hiicresini dlime gotiirtirler. Zayif asitler,
membran pH dengesini bozarak metabolizmamin bozulmasi yoluyla
etkilidirler. Kuarterner amonyum bilesikleri, biguanidler ve alkoller bakteri

. ] . .. . . . vpii in 10
hiicresi membranina etkidirler ve hiicreyi hizla lizise gotururler( !

Calismamizda kullandiginuz dezentektan maddeler bu
siiflandirmalara gore sivi fazh bilesiklerdir ve bakteri hiicresi membranina

etkilidirler, bu maddelerden ayrintili olarak asafida bahsedilecektir.

Klorhekzidin:

Bisfenoldir, iki fenol halkast icerir. Genis spektrumlu etkiye sahiptir,
cok yaygin olarak tpta, dis hekimliginde ve farmakoloji alanminda
kullanilmaktadir. Asetat (diasetat), hidroklorid ya da glukonat tozu halinde

ticari olarak bulunmaktadir‘®?.

Ozellikle gram pozitif koklar iizerine bakterisit etkili, klorlu fenol
tiirevidir. Bakteri hiicresinde hiicre duvan ve sitoplazma zarina etkilidir.
Hiicre duvarimi ve dis membranmim pasif difizyon ile gecgerek, bakteri
sitoplazmasi zart veya ic membranina etki eder. Sitoplazma zarina yapisarak
oksidaz ve dehidrogenaz enzimlerini geri déniisiimsiiz sekilde inaktive eder
ve kiiciik molekiillerin  hiicre disina  s1izmasina neden olur.  Yiiksek
yvogunluklarda kullanildiginda ise bakteriye ait protein ve niikleik asitlerin

. 14,37
presipite olmasina neden olur™*7,



Benzalkonyum kloriir:

Kuarterner amonyum bilesifidir, katyonik deterjanlardir ve yiizey
aktif etkilidir. Bakteri hicresinde hiicre duvart ve sitoplazma membrani
izerinde etkilidir. Katyonik deterjanlarin hidrofilik b&liimii pozitit elektrik
yuklidiir, mikroorganizma ile karsilagtiklarinda sitoplazma ve dis membran
fostolipidlerinin negatif fosfat kokil ile reaksiyona girer, hidrotfobik bslimu
ise  membranmim hidrofobik bdéliimu  ile etkilesir, bhoylece sitoplazma
membranimin yapist bozulur. Hiicre igi disiik molekiil agirlikli maddeler
hiicre disina ¢ikar, protein ve niikleik asit degragasyonu olur ve otolitik
enzimler tarafindan hicre lizisi gergeklesir. Sonugta bakterileri hiicresinin

14.36,37)

yapist ve membran bitanlagi  bozulur' Kuarterner amonyum

bilesikleri alkali pH’da asit pH’ya gore daha etkilidirler™.

Kuarterner amonyum bilesikleri 1930°Iu villarin ortalarindan beri
medikal alanlarda, farmakolojide wve diger alanlarda yaygin olarak

%9 Bu bilesiklerden benzalkonyum kloriir de

kullanilmaya baslammstlr(
genis spektrumlu antimikrobiyal etkisi ve yiizey aktif etkisi nedeniyle son
villarda artan sekilde klinik ve endiistriyel ¢evrede bakterivel iiremeyi

kontrol amagh kullanilmaktads )

Kuarterner amonyum bilesiklerinin CDC (Centers for Disease Control

and Prevention) tarafindan antiseptik degil de dezentektan olarak kritik



olmayan  yiizeylerde  {(zemin, mobilya, duvar  gibi)  kullanim

snerilmektedir™,

1.2.3. Bakterilerde dezenfektan ve antiseptik maddelere direnc:

Dezenfektan maddelerin giinimiizde baslica hastaneler ve diger saghk
kuruluglarinda hastane infeksiyonlarimin 6nlenmesi ve kontrolii amagh
kullanimimin - yvamr  sira  veterinerlik, kozmetik ve g@ida sanayisinde
kullanimlarimm  artmasiyla bu maddelere karst diren¢ gelisiminin olup
olmadig giindeme gelmis ve son yillarda direng sorunu énemli bir arastirma

(6373960 yezenfektan maddeler icerisinde  alkoller,

konusu olmustur
aldehitler, biguanidler (klorhekzidin gibi.), diamidinler, halojen salan
maddeler (sodyum hipoklorit gibi.), iyot ve iyodoforlar, giimiis bilesikleri,
peroksijenler, fenoller, kuwarterner amonyum bilesikleri (benzalkonyum

kloriir gibi) sayl]a-lbi]irm’ﬁm.

Antiseptik ve dezenfektan maddelere bakteriyel adaptasyon ve direng
olusumu, bu maddelerin hastaneler ve pek ¢ok ortamda yaygin kullaninu ve
onerilen kullamum konsantrasyonlarimim altinda ya da iistiinde kullanimina

bagli bilingsiz ve vanlis uygulamaya bagh olarak gtiriilebilirmm,

Dezenfektan ve antiseptik maddelerin ya da genel bir ifade ile

biyositlerin antibiyotiklerden farkll olarak bakteri hiicresinde spesifik bir



hedef bdlgeleri yoktur, ¢ok sayida hedef bdlgeleri bulunmaktad #6616

Bivosit ile bakteri etkilesiminde pek c¢ok faktdr; temas siiresi, biyosit
konsantrasyonu, swcakhk, pH, ortamda bulunan organik madde varhg,

bakterinin tiirQ gibi faktdrler antibakterivel aktiviteyi etkilemektedir™**' 2,

Biyosit ile bakteri etkilesiminden sonra bakteri hiicresinin yikimi su

(14,37
asamalarla olusur "

a-) Transmembran proton hareketinde kesilme ile oksidatif fosforilasyondan
ayrilma ve membran aktif transportunun inhibe olmast,

b-} Respirasyonun inhibe olmast ya da anabolik / katabolik reaksiyonlarin
inhibe olmasi,

¢-) Hiicre duvart sentezini dnleme, lipidleri eritme gibi mekanizmalarla
hiicre duvarimin yapisini ve islevini bozma,

d-) Replikasyonun durmast,

¢-) Potasyum, inorganik fosfat, pentoz, niikleotitler ve proteinler gibi
esansiyel hiicre i¢i elemanlarin membran digima sizmasi bu maddelerin kayh
ile hiicre homeostazinin bozulmasi,

f-) Lizis,

g-}Hicre i¢ci  elemanlarim  koagillasyonu  gibi  mekanizmalar  ile

mikroorganizmalara etki etmektedirler.
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Bakteriler dezenfektan ve antiseptik maddelere direng gelistirebilme
vetenegindedir. Bakterilerde biyosit maddelere direng 1950-1960’h yillarda
gosterilmistir, direng olusumu ve bu durumun arta@ bilinmektedir™&%.
Dezenfektan ve antiseptik maddelere direng bu maddelerin bakteri hiicresine
altmmimin - azalmasiyla ya da atthimimn olmasiyla  gergeklesmektedir.
Bakterilerde enzimatik detoksifikasyon ya da modifikasyon ile klorhekzidin
gibi bazi biyositlere direng goriilebilmektedir. Hedef blge degisimi ile bivosit
direnci anbiyotiklerden farkli olarak biyositlerin bir ¢ok hedef bdlgesi olmasi

o (9,19,37,50,65
dolayisiyla nadir géridliic” 19:37.50.6%)

Bakterilerde biyosit direnci antibiyotik maddelerde de oldugu gibi
dogal direng¢ ve kazanilmig direng olarak iki sekilde olugsmaktadir. Dogal
direng, bakteride dogal olarak vardir ve bakterinin kromozomu tarafindan
kontrol edilmektedir. Kazanilmis direng ile bakterinin kromozomlarindaki
mutasyon yva da plazmid veya transpozonlar aracih ile kazandigr direng

37,5065
tanimlanmaktadir’ ),

Dogal direnc :

Dezenfektan ya da antiseptik maddeler hedef bélgelerine ulasabilmek
icin bakteri dis tabakalarim ge¢mek zorundadirlar, bu tabakalar yapilan
sebebiyle bazen bazi biyositlere karst bariyer gdrevi iistlenebilirler, bdylece
(7.5861)

gecirgenlifin azalmasiyla bu maddelere karsi duyarlhilikta azalir

Gram negatif bakteriler dis membranlart yapist sebebiyle Gram pozitif
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bakterilere gbére biyositlere  dogal olarak daha direnglidir®>+3661

Mikobakteriler ve spor olusturan bakterilerde hiicre duvar ve spor duvar
yvapist Ozelliklerivle alimimin  azalmas) yoluyla biyositlere dogal olarak

- - 5456
direnclidirler™*™®".

Gram negatif bakterilerde antibiyotik ve biyosit direng birlikteligi ile
ilgili yapilan calismalarda Proteus mirabilis ve Pseudomonas stutzeri de
klorhekzidin direnci ile ¢esitli antibiyotiklere direng birlikteligine
rastlanmistir. Bu direnc iligkisi genetik olarak kamitlanamamsg, bakteri
hiicresi duvarinin &zelligine bagli olarak alinimin azalmasi mekanizmasiyla

dogal direng olarak aciklanmigtir'™.

Bakteri hiicresi dig tabakalar bakterinin tiirtine gire degisiklik gosterir
ornegin; Gram pozitit bakteri hiicre duvar1 peptidoglikan ve teikoik asitten
olusur. Gram pozitif bakteriler bu yapilan dolayisiyla kuarterner amonyum
bilesikleri ve klorhekzidin gibi dezenfektanlara duyarlidirlar, ancak besin
kisitlamas) ve bakterinin lireme hizinin azaltulmas ile peptidoglikan tabaka
kalinliginda ve ¢apraz baglanmalarindaki degisimle dezenfektan maddelere
karst duyarhilik degisebilmektedir, drnegin; peptidoglikan degisikligi, lipit
artist gibi hiicre duvart degisimine bagh klorhekzidin direnci gibi.m).
Gliserol iceren besiyerlerinde tekrar tekrar pasajlan yapilan S. qureus’larda
hiicre duvarindaki lipit miktar1 artar, bazi antibiyotiklere, bazi fenollere,

kuarterner amonyum bilesiklerine ve klorhekzidine duyarlhiliklar azalir. Bu
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azalms duyarhhik durumu fenotipik uyum ile olusan dogal dirence bir

. - {37.54.61.65
droektir' 2,

Biyofilm olusumu da fenotipik uyum saglayarak dogal dirence neden
olur. Biyofilm ic¢inde yerlesmis olan bakterilerin = biyositlere  olan
duyarhiliklarn azalmisur. Biyofilm olusturan bakterilerde genel adi ile

. . - 9,376
biyositlere duyarlih@in azalmasi su nedenlerle olugmaktadir' 76D

a-) Biyositin biyofilm icerisindeki bakterive ulasmas) zorlasir ve bakteri
hiicresine bivosit girisi azalir,

b-) Biyofilm ile dezenfektan madde arasinda kimyasal etkilesim,

c-) Besin ve oksijen eksikligine bagh olarak mikrogevre degisimi,

d-) Biyofilm i¢inde diisiik biyosit konsantrasyonlarinda etkili yikicr enzim
iiretimi,

e-) Biyofilm icerisinde nétralizan kimyasal maddelerin bulunmasi,

f-) Biyofilm igerisindeki bakteriler arasinda genetik bilgi aktariminin

olusabilmesidir.

8. aureus’larda  biyofilm olusumuna bagl ekstraselliler matriks
artisiyla katvonik biyositlere ézellikle de kuarterner amonyum bilesiklerine
artmis direnc yapilan cabismalarda gosterilmistir. Biyofilm olusturan S.

aureus ve P. aeruginosa tiirleri kiyaslandiginda S. auwrens’larin kuarterner
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amonyum  bilegiklerine  karst  direnglerinin @ daha  kuvvetli  oldugu

belirtilmistirm.

Kazanilmis direnc:

Dezenfektan ve antiseptik maddelere direng kazammi, kromozomal
mutasyonlar, plazmid veya transpozonlar aracilign ile genetik Ozellik
kazantlarak olusmaktadir. Bakterilerde plazmidler aracih@ ile kodlanan
dezenfektan diren¢ mekanizmalari azalmis alim (uptake), disarr atim

(efflux), dis membran proteinleri degisimi ile olmaktadir®"?.

Biyosit,
bakteri hiicresine alintminmin azalmasi, bakteri hiicresinden atilimunin ise
artmasiyla hiicre icerisinde etkili konsantrasyonuna ulasamaz ve azalmig

duyarlilik ya da direng olusur.

Gentamisin ve metisilin direncini kodlayan pSAJ] plazmidini tagivan S.
auretts  suglarmmm  klorhekzidin,  diamidinler, kwarterner amonyum
bilesiklerine, etidyum bromid, propamidin izotionat ve akridinlere karsi

minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degeri yiiksek bulunmustur,

Dezenfektan direncinin plazmidler aracith@yla aktanildigim gostermek
amaciyla pSKI plazmidinin 2.3 kb lik bolimi Escherichia coli’de klonlanmis
ve kuarterner amonyum bilesiklerine 4-6 kat artrms MIK degerleri tespit

edilmigtirm).
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Gram pozitif bakterilerde ve §. awreus’da plazmid aracilify ile
dezenfektan direnci genellikle gacA, gucB, gacC, ve gacD genleri tarafindan
kodlanmaktadir. gacA ve gacB; coklu ilag direnci, beta-laktamaz ve agir
metal direnci plazmidlerinde, gacC <3kb’lik kiiciikk konjugatif olmayan,
gacD biyiik 50kb’lik konjugatif ¢oklu direnc plazmidlerinde bulunmaktadir.
gacA geni Kuarterner amonyum bilesiklerine, klorhekzidin, diamidinlere,
akridinler ve etidyum bromide direncg ile ilgilidir. gacB agir metal direnci ile
ilgili plazmidin Gzerindedir, kuarterner amonyum bilesikleri, akridinlere ve
etidyum bromid direnci ile ilgilidir. gacC ve gacD bazi kuarterner amonyum
bilesiklerine ve etidyum bromide direnci kodlamaktadir. Bu gac genlerinin
iiriinleri tarafindan olugturulan plazmid aracihikli disar atithm pompalart
Gram pozitif bakterilerde metaller, Kkuarterner amonyum bilesikleri,

klorhekzidin, diamidinlere ve akridinlere diren¢ olusumu icin dnemlidir

{37.56,60)

Gentamisine direngli griilen MRSAlarda (MGRSA) biyositlere karsi
MIK degeri artmus bulunmaktadir. MRSA veya MGRSA tiirlerinde her
zaman artan bir biyosit direnci bulunmasa da dogustan stabil olmayan
GNAB (gentamicin-nucleic acid-binding) plazmidi varhginda klorhekzidin
icin MIK degeri 2-4 kat artarken, plazmidin olmadifi durumda
klorhekzidine karst artan MIK degeri azahrken, bakterisidal etkide bir

degisim olmaz!'**,
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Gram negatif bakterilerde ise plazmid aracihgl ile katyonik biyositlere

direng genellikle emrE, gucE, gacEAl genleri tarafindan kodlanmaktadur' ",

Mutasyona bagh kazanmilmis diren¢ dezenfektan maddenin artan
konsantrasyonlarina kademeli olarak maruz kalinmasina baghdir. Ornegin,
kuarterner amonyum bilesiklerine Serratia marcescens’te gozlenen direng ve
klorhekzidine Proteus mirabilis, Psetudomonas aeruginosa ve 5. marcescens’ te
gelisen direng buna drnektir. Bu direng genellikle stabil degildir, biyosit
icermeyen besiyerlerinde bakterinin kiiltiirGiniin yapilmasiyla azalabilir ya
da kaybolabilir(4s’54). Bakterilerde mutasyona bagli hedef bolge degisimiyle
biyosit direnci, biyositlerin ¢cok sayida hedef bélgelerinin bulunmasina bagh

. e e - 50.62,65
olarak nadir goriilen bir durumdur' 7

Farkli antimikrobiyal maddelerin érnegin antibiyotikler ve biyositlerin
bakteri hiicresindeki hedef bdlgeleri ayn olabilir, bu hedef bélgede meydana
gelecek defisim capraz direng voluyla antibiyotiklere direngli tiirlerin
secilimine neden olabilcegi gibi, bir den ¢ok hedef bdlgelerinin bulunmasiyla
karakterize biyositlere karsi nadir de olsa capraz direng¢ yoluyla direncg

1l
olusumuna neden olabilir ),

Bakterilerde biyositlere karsi gorilen direng olusum

mekanizmalarindan bir digeri de zamanla biyosit kullanimi sonucu ortamda
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kalan biyosit kalintilara bagh diisik diozeyde duyarsizhk ya da direng

gelisimi olabilecegi belirtilmektedir®>.

Patolojik 6zellikte olan bakterilerde ¢oklu ilag disari atilim sistemleri
(multidrug efflux systems = MDR) biyosit ve antibiyotik maddelere direngte
oldukga tnemlidir. Bivositlerin bakteri hiicresinden disart atulimi ¢oklu ilag
disart  aulim  sistemleri (MDR) ile olur. Bu sistem 6 simifa

39.50,51.60.68
ayrilmaktadir™”"%" ).

I- SMR (small multidrug resistance family) Grnegin; FEscherichia coli’de
EmrE, 8. aureus’da QacC, QacD, Gram negatif bakterilerde QacE gibi.

2- DMT (drug/metabolite transporter superfamily),

3- MFS (major facilitator superfamily) dérnegin; Bacillus subtilis’de Bmr, E.
coli'de EmrB, §. aurens’da QacA ve QacB,

4- ABC (ATP-binding cassette family),

5-RND  (resistance-nodulation-division family} Ornefin; Pseudomonas
aeruginosa da MexB, Escherichia coli’de AcrB,

6- MATE (multidrug and toxic compound extrusion family) drnegin; S.

aurets’larda MepA gibi.

Bakterilerdeki MDR ile iligkili genlerin transkripsiyonu aktivatdr ve
repressorlerle diizenlenmektedir'®™. Bu coklu ilag disar atilim sistemlerinden

sadece  ABC’de (ATP-binding cassette family) gereken enerji ATP
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kullanitlarak ATP hidrolizi ile elde edilmektedir, diger sistemlerde ise disart
atilim proton gradienti ile olmaktadir™. Seckil 1 de coklu ilag disar1 atim
sistemleri Orneklenerek sematize edilmistiv. 5. aareus’ta biyosit atlim ile

ilgili coklu ilag disar1 atilim sistemleri MES ve SMR protein aileleridir'™”.

Bigositve Bntilipolik Bigasitve Antibiotik

ATP

Sekil 1 Coklu ilag disart atihim sistemlerinin drnekleri g('irij]mcktt:dir(m.

A-Gram pozitif bakteri sitoplazma membraninda MFS ve SMR ailesi
ornekleri, B- Gram negatif bakteri sitoplazma membraninda MFS ve RND
ailesi tiyeleri C- Okaryot hiicre sitoplazma membranimnda P-glikoprotein
gorillmektedir. A ve B’de proton gradientine bagll olarak biyosit ve
antibiyotik atilimi gergeklesirken, C’de ATP hidrolizi yoluyla atilim

gergeklesmektedir.
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1.2.4. Dczenfektan maddcelere karsi olusan direnci belirlemede kullanilan

testler

Dezenfektan maddelere karsi olusan direnci belirlemede kullanilan
testler ayni zamanda dezenfektan maddenin etkinligi hakkinda da bize bilgi
vermektedir. Dezenfektan etkinligini belirlemede ¢ok cesitli yontemlerden
vararlanilmaktadir. Bu ydntemlerin ortak o&zelligi etkinligi belirlenecek
dezenfektan maddenin sulandirimlarinin  belirli mikroorganizmalarla
karsilagtinnimast esasima dayanmaktadir. Belirlenen temas siiresi sonunda
dezenfektan  maddenin  hangi  konsantrasyonunun  uygulamasinda
mikroorganizmalarin ne kadarimmn 6ldiigl, ne kadarinin canli kaldigt ise

testin sonucunu belirlemektedir' .

Dezenfektan madde etkinligini belirlemede kullamilan testlerde,
kullantlan  mikroorganizmanin  suslart  ve  yogunlugu, dezenfektanin
sulandirma sivilari, temas sliresi, sicaklik, pH, ortamdaki organik maddeler
ve kullamlacak notralizan maddeler uygulanacak ydnteme gore degisiklik
gistermekte ve dezenfektan maddenin uygulamasindaki basariyt da

etkilemektedir ™.

Etkili ve dogru sonuclar elde edebilmek icin uygun
yvintemlerin tercih edilmesi ve bu konudaki ¢alisma protokollerine uyulmasi

gerekmektedir.
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Dezenfektan etkinlik testlerinin yanhs wvygulanmasi ya da uygunsuz
ortam sartlart yanlis sonuclarin alinmasma neden olabilir. Etkinligi
arastirtlacak maddenin yanlis konsantrasyonlarda sulandirim, sulandirim
sivisiin kontamine olmasi, maddenin uygun kosullarda saklanmamasi,
uygun sicaklik ve pH da testin yapilmamig olmasi, ortamdaki organik
maddeler test sonucunu etkilemektedir. Ornefin kuarterner amonyum
bilesiklerinin pamukla uygulanmast yanhs bir uygulamadir, bu maddeler

pamukla inaktive olmaktadir®,

Dezenfektan etkinlik testleri testin uygulanacaf mikroorganizmanin
ozelligi, testtin aktivitesi, testin amaci ve testin yapisina bagh olarak
stmflandirilmistir. Dezenteksiyon etkinlik testlerinin testlerin yapisina gére

1,53,70)
siniflandiriimasi‘® °

I.  In-vitro testler:

. Stispansiyon testleri; bir c¢ok degiskenin etkisinin incelenebildigi
kalitatil ve kantitatil sonug¢larin alinabildigi testlerdir.

. Kapasite testleri; dezenfektan soliisyonuna kirli bir alet daldirilir,
biylece artan yiikk karsisinda dezenfektan maddenin aktivitesini koruyup
korumama kapasitesi belirlenir. Alet ve ortam dezenfeksiyonunun in-vitro
uygulamasidir.

¢ Tasiyier  testler;  aletlerin - ve  kumas  gibi  malzemelerin

dczenfeksiyonunun in-vitro uygulamasidir,



2. Pratik testler: Dezenfeksiyonun uygulandigy  vyizeyin, aletlerin,
kumasin, elin, derinin dezenfeksivonunun yeterliligini saptama testleridir.

3. Uygulama testleri: konsantrasyon ve uygulama siiresi in-vitro testlerle
belirlendikten sonra bu testler belirlenen konsantrasyon ve siirede gercek

uygulama alanlarinda yapilirlar.

in-vitro bakterisidal testlerden siispansiyon testleri belli bir zamanda
dezenfektan konsantrasyonuna bagl mikrop sayisindaki azalmayi logaritmik
olarak incelemeyi sag]ar(lg’m. Stispansiyon testleri diger in vitro testlerle
kiyaslandiginda kolay uygulanabilmesi, aym1 zamanda bir ¢ok degiskenin
(temas siiresi, sicakhk, gibi) incelenebilmesi ve ekonomik olmast sebebiyle
tercih edilmektedirlert”. Stispansiyon testleri kalitatif ve kantitatif olarak
vaptlabilir. Kalitatif siispansivon testi, dezenfektan etkilesiminden sonra
alinan pasajda iireme olup olmamasmma gore degerlendirilir. Kantitatif
stispansiyon testi ise dezenfektan uygulamasimdan sonra orijinal ekim
biiyiikliigline karst canli kalan bakteri sayisi belirlenerek degerlendirilir.
Uygulama sonrasi alinan drnek katr besiyerine ekilir, iireyen koloni sayist

. . . - - (118,53
uygulama dncesindeki bakteri savisi ile karsilasturilir !

Bakterisidal etki soyle hcsa-lp]amr(l'm:’:
Bakterisidal etki(BE) = logN¢-logNp
logNc: kontrol serisinde dezenfektan yerine su kullanilan ortamdan alinan

ornekteki koloni sayisi

logNp; dezenfektan uygulanan guruptan alinan drnekteki koloni sayisi



Dezenfeksiyon testlerinde bakterisidal aktivite logaritma rediiksiyon
faktorii. (RF) ile ifade edilir, dezenfektan kullanmmindan G&nceki
mikroorganizma saywsinin - Jogoritmasi  ile  dezenfeksiyon  uygulamas:
sonrasindaki mikroorganizma sayisimn logaritmast arasindaki farki gosterir.
I dakikalik dezenfektan wygulamast sonucunda 3 logaritmalik bir azalma
anlamli iken biyofilm olusturan bakterilerde 3 logaritmalik’luk bir azalma

da anlaml kabul edilir'V.

Genel adr ile biyositlere karsi bakteriyel duyarhhin belirlenmesinde
antibiyotiklerdeki gibi minimum inhibisyon konsantrasyonundan (MIK)
fayda]amllr(ﬁz). MIK testleri vejetatif bakterilere kars: dezenfektan maddenin
etkinligini g@steren testlerdir. Bir ¢ok arastirici dezenfektan ve antiseptik
maddelere direng durumunu MIK degerine dayanarak belirtmektedir.
Antibiyotik maddelerde oldugu gibi MIK &lciimii biyosit maddelere direng
durumu hakkinda bilgi verse de klinik uygulama farklihk gostermektedir,
ciinkii biyositler MIK degerlerinin 1000 kat: gibi yiiksek konsantrasyonlarda
kullaniimaktadir®®!Y, Siirekli kullamilan bir dezenfektan maddenin direng
olusturma durumunun takip edilmesinde MIK testinin yapilmasi
anlamhdir'”. Dezenfektan maddelere direng ile ilgili yapilan ¢ahgmalarda

diren¢ durumu genellikle MIK degerindeki artma ile ifade edilmektedir”®*,

Arastiricilar  MIK  degeri belirlemede genellikle agar diffiizyon

yontemini kullanmaktadir, ancak bazi biyositler agar icerisine az diffiize



olmakta bazilar: ise agar icerisindeki maddelerle etkilesime girmektedir, bu
durumda bulunan MIK degeri siklikla lethal etkilesimin gosterdigi degerden

az olmaktadir ve testin giivenirligini etkilemektedir®™®.

Etkinligi arastin]acak maddenin azalan konsantrasyonlarinda yapilan
MIK testi yar1 kantitatif Szelliktedir. MIK degeri inkiibasyon sicakligi,
inklibasyon siiresi, inokille edilen organizma says1 ve tiirine bagh olarak
degisebilmektedir, MIK degeri inokiiliim miktarindan etkilendigi icin MIK
testlerin - dzellikle  inokildm  miktann  dikkate  alinarak  yapilmasi

. - - (30,32 (30
snerilmektedir®™*?. Lambert”

inokiilim miktarindaki degisimlerin MIK
degeri tzerindeki etkisi konusunda yapudr calismada, disik inokulum
miktar: ile biyosit etkinligini yiiksek diizeyde bulurken, yiiksek inokuliim

miktarinda biyosit etkinligini diisiik bulmus ve MIK degerinin inokiiliim

miktarindan etkilendigini belirtmistir.

Biyositler antibiyotiklerden farkli olarak MIK va da minimum
bakterisidal  konsantrasyon  (MBK)  degerlerinden  daha  yiksek
konsantrasyonlarda kullamilirlar, bu sebeple disar1 atilim sistemleriyle

c : . 59
bakteri hiicresinden bagarn ile atilamazlar®™

Biyositlerin  kullanim
konsantrasyonlarimin =~ MIK  degerinden  yiiksek  olmasi  sebebiyle

etkinliklerinin genis konsantrasyon araliklarinda incelenmesi

Onerilmektedir.



Dezenfektan maddenin  etkinliginin  belirlenmesinde  kullanilan
testlerden bakterisidal testlerin sonuglart MIK testleri sonuclarindan daha

169
anlamhidir'®”,

1.2.5. Staphylococcus aureus’larda goriilen dezenfcktan direng genleri ve

ozellikleri

Metisiline direngli Staphylococeus aurews’larda kuarterner amonyum
bilesiklerine (QAC = Quaternary Ammonium  Compounds) direng
olusumundan sorumlu genler tanimlanmistir. Genler bu bilesiklere direngten
sorumlu olduklart i¢in gac adim almislardir. Plazmidlerce tasinmaktadirlar
ve ayni zamanda ¢ok sayida biyosite kars1 azalmis duyarhlik ve direngten de
sorumludurlar!®.

gac genleri iizerinde ¢ok ¢ahsilan bir konu, bir ¢ok farkl tipi (gacA,
gucB, gacC, gucD, gucG, gacH ve gacl) bilinmektedir. Bunlar diisiik diizeyde
katyonik biyosit ve iliskili antibiyotik direncinden sorumludur #8062 Ayrica

: . . . (35
gacC ve gacD genleri sirasiyla ebr ve smr genleri olarakta bilinmektedir*”.

gacA geni normal hiicresel gelisimden sorumlu 6ncii genlerle iliskili
olarak gelisir. Katyonik Dbiyositlerin  kullanimindan  dnce odkaryot ve
prokaryot sistemde vaygin oldugu ve ikisi arasinda ¢ok benzer oldugu ileri

stirilmektedir.  gacA’min gacB’den  gelistigi, klorheksidinin  yaygin



kullaniminin gacA determiminatlarinin ortaya citkmasindan sorumlu oldugu,
kuarterner amonyum bilesiklerinden benzalkonyum Kkloriiriin gacA ve gacB
ekspresyonuna  sebep oldugu  belirtilmektedir. Aynica bu  katyonik
biyositlerin hastanelerde kullamma girmesiyle klinik S. aureus suslarinda
gacA ve gacB ortaya cikisgmn kronolojik  olarak gerceklestigi  de

belirtilmektedir™* ",

gacA/B gen ailesi protona bagli disart atlim proteinlerini kodlar, bu
proteinler diger enerji bagimh transportirlar ile 8rnegin tetrasikline direngli
tiirlerde bulunan tetrasiklin transportirlarinda oldugu gibi dnemli homoloji

gosteri rler?7Y

. gac genlerinin kodladiklarr Qac proteinleri transmembran
elektrokimyasal proton yiikiine bagh olarak proton aktit giicle disan
atthmdan sorumlulardir. gac genleri ile kodlanan digan atilim pompalart

ATP den bagimsiz olarak ¢alisir, ATP’ye gereksinim duymaz(g“‘"

Biyositlerin bakteri hiicresinden disart atilimimi saglayan c¢oklu ilag
digart atithm sistemi, gacA ve gacB genlerini tasiyan stafilokoklarda MFES
(major facilitator superfamily) iken gacC, gacD, gacG ve gacH genini
tagtyanlarda SMR (small multidrug resistance family)’dir(ém. SMR ailesinde
QacC, QacD, QacG ve QacH proteinleri, MFS ailesinde QacA, QacB ve
NorA proteinleri bulunmaktadir. NorA proteini diger MFS  ailesindeki
proteinlerden farkli olarak 12 transmembran segmenti igerir. NorA

proteinini kodlayan aorA geni S. aureus’da kromozom iizerinde bulunur.



rorA geninin biyosit direnci ile ilgisi agiklanmamustir, ancak antiseptiklere
direncli MRSA’larda bu gen giosterilmistir. gacA, gacB, gacC ve gacD genleri
klinik 8. aureus tiirlerinde yaygin olarak bulunur, dezenfektan ve antiseptik

. 41.49,50,60
maddelere direncten sorumludur’ ),

Stafilokok’larda gacA ve gacB genleri biiyiilk c¢oklu ilag direnci
plazmidlerinde bulunur. gacA geninin kodladi@ QacA proteini kuarterner
amonyum bilesiklerine, klorhekzidine, diamidinlere, akridinlere ve etidyum
bromide direngden sorumludur. gacB agir metal direnci ile ilgili plazmidin
izerindedir, kodladign QacB proteini kuarterner amonyum bilesikleri,
akridinler ve etidyum bromid direncinden sorumludur. gacC  genleri
<3kb’lik kii¢lik konjugatit olmayan, gacD genleri biiylik 50kb’lik konjugatift
coklu direnc plazmidleri iizerinde bulunur. gacC ve gacD genlerinin
kodladiklart QacC ve QacD proteinleri bazi kuarterner amonyum
bilesiklerine ve etidyum bromide direngten  sorumludur. gacG  ve
gacH genlert de sirasiyla QacG ve QacH proteinlerini kodlarlar, bu
proteinler de kuarterner amonyum bilesikleri, etidyum bromid ve

T . 35.60
akridinlere direncten sorumludur ",

gacA geni pSKI1 plazmidi igeren S. aureus’larda tanimlanmistr, gacB
ise pSK23 plazmidi iceren tiirlerde tammlanmistir, gacA hem tek degerli
hem de iki degerli organik katyonlara proton hareketine baglh giicle disari

atthm mekanizmasi yoluyla direncten sorumludur, gacB ise tek degerli



organik katyonlara direncten sorumludur, iki degerli katyonlara dusik
diizeyde direnci kodlar ya da iki degerli katyonlara duyarhidir. pSKI1 (gacA)
ve pSK23 (gacB) plazmidleri Gzerinde saptamilan gen dizilerinin 1., 26., 152,
167., 291., 323, 380°ci pozisyonlarindaki aminoasitlerinde farklhiliklar
bulunmaktadir. gacB ve gacA arasimmda 7 yada 9 niikleotitlik fark
bulunmaktadir, start kodenlari da farklidir™ '  Birbirine benzer
niikleotit dizisi igeren gacA ve gacB genleri basit polimeraz zincir (PZR)

yintemi ile ayirt edilemezler™ 42,

gacA geni stafilokoklar da QacA proteinini kodlar, QacA proteini 14
transmembran segmenti iceren bir proteindir, ¢oklu ilag disart atilim
pompasi olarak gidrev yapar, proton hareketine bagh gilicle disart atilimini
saglayarak tek ve iki degerli organik katyonlara direng durumu

22.35,39.40
olusturur( ' )

. QacA, MFS transport proteini ailesi iiyesidir, 30°dan
fazla farkh tek degerli ve ¢ift degerli toksik maddenin, katyonik ve lipofilik
ajanin ver aldigr genis bir substrat spesifikligi vardir. Substratinin hiicre
membranindan uniport (tek basina), symport (tasiyict ile) ya da antiport
(ortak tasiyicr ile zit yonde) tasinmasinmi saglar. Patojen S. aureus tiirlerinden
izole edilen ¢oklu ila¢ disar atthm pompalan QacA ve QacB yakin iligkilidir,
QacB tek degerli katyonlara yiiksek diizeyde direncten sorumludur, farkl
olarak iki degerli katyonlara disiik dizeyde direngten sorumludur ya da
duyarhdir. QacA ve (QacB’nin 323 {incil aminoasit pozisyonunda farklilik

bulunmaktadir. QacA’da 323’Uncli aminoasit pozisyonunda asparagin



aminoasiti QacB’de ise alanin aminoasiti bulunmaktadir. Bu fark QacA
proteininin daha genis direng fenotipi gdstermesini saglar. QacA'nin 10°cu
transmembran segmentinde 323’ iincl aminoasit pozisyonundaki negatif yik
iki degerli katyonlarin pozitif yikil ile etkilesime girer, substratimi tanir,
baglamr ve QacA ile iligkili digar1 atilim yoluyla bu maddelerin digsart atilim

. (4,38.30,46) . ; L - " .
gerceklesir . Sekil 2’de QacA proteinini  bakteri  hiicresi
membranindaki yerlesimi sematize edilmis ve 323’lincl aminoasit pozisyonu

belirtilmistir.

THS 10

SITOPLAZMA

Sekil 2 Staphviococcus aureus sitoplazma membramnda 14 transmembran

“7 g helikal yapida 10’ uncu

scgmenti igeren QacA proteini géritlmektedir
transmembran scgmentinde 323’iincii aminoasit pozisyonunda asparagin
aminoasiti bulunmaktadir. QacB proteininde ise aym pozisyonda alanin

aminoasiti bulunmaktadir.



QacA’nin direnc dzgiilliigh tek ve iki degerli katyonlarla simichdir, ii¢
degerli katyonlara ve negatif degerli maddelere direnci gﬁste1‘11111e1n15tir(33"
QacA’mn tek ve iki degerli katyonlart tamima ve baglanma bolgeleri
farklidir, QacA ve QacB’nin tek degerli katyonlari tamima ve baglanma

. o - 13
bdlgeleri ise benzerdir ™.

QacA ilag disar atthim pompasimin ekspresyonunun diizenlenmesinde
QacR repressér protein olarak gdrev almaktadir. QacR tarafindan gucA
transkripsivonunun represyonu  degisik  yapida QacA  substratlan  ile
olmaktadir, invitro ortamda katyonik QacA substratlarinin QacR nin gucA
geni operatdr bolgesine baglanmasim saglayarak sonugta gacA ekspresyonu
baskilar®*®®. QacR regillatér proteinler ailesinde bulunur. TetR ile temelde
benzer homoloji gosterir, N- terminal ucu multi-helikal DNA baglayan
domen igerir, C-terminal bdlgesi ise vyiiksek cesitlilikte bilesiklere

baglanabilme iizclligindcdirm’

. Tetrasiklin diren¢ genlerinden fetK ve bu
genin kodladifn TetK proteini de QacA proteini gibi 14 transmembran
segmenti igerir, N- terminal bdlgeleri benzerlik gbsterir ve proton hareketine

bagl giicle antibiyotigin disart atilimini saglar(‘w).

Klinikten 1zole edilen §. aureus tiirleri farkli plazmidler iizerinde
bulunan ve antiseptik ve dezenfektan direncini kodlayan gac genlerini
tagirlar. qucA geni pSKI plazmidi yanisira pSK1 plazmidi gibi p-laktamaz ve

agir metal direng plazmidi pSK57°de de bulunur, gacB geni B-laktamaz ve



agir metal direng plazmidi pSK23 plazmidi yamsira aym dzellikteki pSK21,
pSK84 ve pSK1567da da bulunur. gacC kiigciik konjugatit olmayan pSKE&% ve
pW32 plazmidleri, gacD biiytik konjugatif plazmidler olan pJEl ve
pSK41’de bulunur™?, Klinik S. aureus tirlerinde bulunan pSK1, pSK156
ve pSK23 plazmidleri yiiksek diizeyde 9%85-100 benzerlik gostermektedirler,
pSKI156°da 184. kodonda valin aminoasiti yerine pSK23’de alanin aminoasiti
bulunmaktadir. pSK23 ve pSKI156 plazmidlerinde bulunan gacB genlerinin
fenotipik olarak benzer olduklari belirtilmektedir™. Klinik S. aureus
tiirlerinde tespit edilmis plazmidler, boyutlary, tagidiklar dezenfektan direng
genleri ve fenotipik olarak plazmidin kodladig antibiyotik ve antimikrobiyal

direncleri tablo 1 de g(’istt:rilmt:ktedir("m.

Tablo 1 Klinik §. aureus tiirlerinden izole edilen plazmidler ve direng

ozellikleri

Plazmid Boyutu (kb} Direng geni Fenotipik direng?
pSKl1 28.4 geae Gm, Tm, Km, Tp
pSKS7 28.8 gacA Hg. Cd, Pc
pSK21 353 gach Hg, C4, Pc
pSK23 33 gach Gm, Tm, Km, Hg, Cd
pSKg4 32.8 gach Cd

PSKI156 454 gacB Cd, Pc
pSKE9 2.4 gacC
pPSK41 478 gacl) Gm. I'm, Km, Nm

pUW3626 54.4 gacl) Gm, Tm, Km, Nm. P¢
pIEI 50 gacl) Gm. I'm, Km.Nm, Ip

* Gm: gentamisin, Tm: tobramisin, Km: kanamisin, Nm: ncomisin, Hg: civa,

Cd: kadmiyum, Pc: penisilin, Tp: trimcthoprim,



gacG geni pST94 plazmidi iizerinde 2-3 kb’lik bir alanda kuarterner
amonyum bilesiklerine direng ile ilgili olarak bulunur, pST94 plazmidi gida
endiistrisinde  benzalkonyum  kloriire  direngli = stafilokoklardan  izole
edilmistir. gucG geni Uriinii olan QacG proteini 107 aminoasitten olusur,
SMR protein ailesi iiyesidir, proton hareketine bagh gicle digart atihim
yoluyla direngten sorumludur®. Kuarterner amonyum bilesiklerinin
hastaneler ve gida endiistrisinde yaygin kullanimi dolayisiyla bu maddelere
diren¢ gelisebilmektedir. Kuarterner amonyum bilesiklerine direncg
gelisiminde gacA ve gacB genleri yant sira dzellikle gida endistrisinden izole
edilen tiirlerde gacG geninin de etkin oldugu gt‘jsteril1n15tir(24). gucG geni
bulunan §. aureus’lar kuarterner amonyum bilesiklerine duyarli kontrol

grubuyla kiyaslandigin MIiK degerinin 5 kat arttif gt':isterilmistir(I "

gacH ve guacl genleri, gacG geni gibi plazmid aracihigiyla tasiman
dezenfektan direng genleridir, bu genlerin kodladiklar: proteinler de SMR
protein ailesi tyeleridir, bulunduklarn stafilokok tiirleri veterinerlik
alanindan ve gida endistrisinden izole edilmistir™. SMR protein ailesi tipik
olarak 110 aminoasit ve 4 transmembran segmentinden olusmaktadir™’ "2,

Sekil 3’de bakteri hiicresi sitoplazma membraninda yer alan SMR proteini

sematik olarak gosterilmistir.



SITOPLAZHMA

Sekil 3 Bakteri hiicresi  sitoplazma  membraninda  yer alan 4

.. R - (52
(ransmembran segmenti iceren SMR proteini gorulmekledlr“ .

gac anliseplik ve dezenlekian direng genlerinin hem koagiilaz negatil
stafilokoklarda  hem  dc  Staphyvlococcus  aurens’da  antiscptik  ve
dezenlektanlarin  yaygin olarak kullammindan 6nce de bulunduguna
inamlimaktadir®®.

Anthonisen ve arkadaglart™ insan ve hayvan kaynakli Staphylococeus
haemolyticus tiirleri ile vapuklarn calismada bu bakierilerde de dezenlektan
direng geni gacA varli@im tespit ctmiglerdir. Ayrica S, haemolyticus ve S.
aurens’dan izole edilen gacA genlerinin % 99.9°dan daha [lazla niikleolit

scviyesinde ayni oldugunu belirtmislerdir, Bu durum insan ve hayvan gibi

[arkli konaklarda kolonize olabilen [arkh stalilokok tiirlerinin antibiyotik ve
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dezenfektan direng genlerini coklu ilag direng plazmidleri aracithiiyla

degistirebildiklerini gostermektedir.

gac genlerinin  bulunmadig durumlardaki dezenfektan direncinin
sebebi bu genler disinda coklu ilag digari attm pompalarim kodlayan diger
genler olabilir, Grnegin stafilokoklarda gac¢ genleri disinda kromozomal
genlerden sepA ve mdeA’da ¢oklu ilag disar ablim pompast gbrevi yapan
proteinleri kodlamaktadir®™. MdeA (Multidrug Efflux A) 52 kDa'luk ¢oklu
illag disart atthm proteinidir, mdeA geni tarafindan kodlanmaktadir. mdeA
geni 8. gureus’larda  genomda bulunmaktadir, kuarterner amonyum
bilesikleri ve antibiyotik direnciyle ilgilidir. MdeA proteini 14 transmembran
segmenti icerir, QacA ve QacB’de oldugu gibi MFS c¢oklu ila¢ disart atilim

. - L L 1: 125
sisteminin genom kaynakl bir tiyesidir'®.

Staphylococcus aunreus’lar genel adiyla biyositlere direng gelistirebilme
ozelliginde olan bakterilerdir, direng gelisiminin bir yolu da sahip olduklari
direng genleri vasitasiyla olmaktadir. Bu genlerin daha sik izole edilmesinin
ve antibiyotiklere direngli stafilokoklarda antibiyotiklere duyarli olanlara
gore daba sik bulunmasimin ise klorhekzidin ve kuarterner amonyum
bilesikleri gibi katyonik biyositlerin klinik uygulamaya girmesinin bir
sonucu  oldugu ve bu  katyonik biyositlerin  klinik  ve klinik dis
uygulamalarda siklikla  kullantminmin  ilaglara direngli  stafilokoklarin

secilimine sebep  olabilecegi belirtilmektedir™>%% " vyine klinik ve



endiistriyel alandan izole edilen kuarterner amonyum bilesiklerine
duyarliligt azalmig stafilokoklar bazi antibiyotiklere ¢ok direngli
bulunmustur, kuarterner amonyum bilesiklerinin dzellikle hayvancilikta
vaygin kullanimina bagh olarak antibiyotige direngli bakterilerin seciliminin
oldugu ileri siiriilmektedir®.

Bu sebeple bakterilerin direng geni tagiyip tasgimadigim ve sahip olunan
genlerin fenotipik yansimasimn olup elmadigini bilmek bu bakteri kaynakl

hastane infeksivonlarimin dnlenmesinde dnemlidir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Bakteri izolasyonu

Mayis 2005- Haziran 2006 tarihleri arasinda Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen klinik
orneklerin - alindi@  materyaller ve hastane infeksiyonu etkeni olma
durumlari gz Online alinarak 69 adet metisiline direncli Staphyiococcus
A, (Kobayashi,

auretis ve pozitif kontrol amacgl dort adet gacA/B geni pozitif MRS

Nogurhh) ¢oplam 73 bakteri ile calisildr.

Hastane infeksivonu etkeni oldugu tespit edilen ve vatan hastalara ait
cesitli materyallerden izole edilen toplam 69 adet hastane susunun tespit
edildikleri materyallere gére dagilimi; 20 adet vara veri, 14 adet kan, 12 adet
bronkoalveolar lavaj. 6 adet balgam. 3 adet pii, 2 adet doku biyopsisi, 2 adet
abse, 2 adet trakeal aspirat, 2 adet eklem sivisi, 2 adet burun siiriintiisii, 1
adet beyin omurilik sivisy, | adet kateter, 1 adet periton sivisy, | adet plevra
sivist seklindedir (tablo 2). Toplam 69 adet hastane susu MRSAlarin hepsi
de farkh hastalardan izole edilmis ve her hastadan sadece bir adet sus

calismaya dahil edilmistir.



Tablo 2 Calismamizda kullandigimiz MRSA suglarinin izole edildikleri

materyallere gére dagilinm

Materyal Sayisi

Yara yeri 20
Kan 14
Bronkoalveolar lavaj 12
Balgam 6

Pii 3

Doku bivopsisi 2
Abse 2
Trakeal aspirat 2
Eklem sivis1 2
Burun siiriintiisit 2
* Diger 4
TOPLAM o9

* Diger; beyin omurilik sivisi, kateter, periton sivist ve plevra sivist,

Metisiline direngli Staphylococcus aureus olarak rapor cdilen ve caligma
grubunu olusturan (iim bakteri suglart calisma Oncesi kanli agara
pasajlanarak koloni morfolojisi, mikroskobik gdrliniimil, katalaz vc
koagiilaz tesileri tekrarlanarak Staphylococcus aureus olduklar: dogrulandi.
Oksasilin mctisilinc gére daha stabil bir madde olmast scbebiyle oksasilin
(1ucg,Oxoid) kullamlarak CLSI (eski NCCLS) M2 — A9 dokiimamna®™ gdre
uygulanan disk difizyon ydntemi ile bakterilerin metisiline direnci kontrol
edildikten sonra MRSA tamlart dogrulandi  ve bakterilerin = sal

kiltiirlerinden saklama sigclerine (microbank, Pro-lab, Kanada) pasajlar
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alindi ve molekiiler, bakteriyostatik ve bakterisidal caligmalara kadar

bakteri suslar:1 — 30 ° C’de saklandi.

2.2. gacA/B dezenfektan diren¢ genlerinin saptanmasi

Bakterilerden DNA eldesi

Bakterilerden DNA izolasyonu yaptlmadan bir giin dnce, dondurularak

saklanmis olan bakteri suslari Miiller Hilton agar ( Biolab, Macaristan )

iceren plaklara pasajlandi ve 37 © C’de 24 saat inkiibe edilerek canlandirildi.

TE (1X TrisEDTA) hazitlanisi: 1 M Tric-Cl’den 1000 ul, 0.5 M EDTA’dan

200 pl alind1 ve 100 ml distile su ile karistirilarak hazirlandr (pH 8.0).

I ml TE (IX TrisEDTA) icerisinde bakteri siispansiyonu hazirlandi,
6.500 devir/dakika hizda 5 dakika santrifiij edildi ( Mikro 22R, Hettich,
Almanya ) ve st sivi atildi. Bu islem her bir bakteri i¢in 3 kez olmak iizere
tekrarlandr ve hoylece yikama islemi tamamlandi. Yikama iglemi sonrasinda
200 ul TE igerisinde bakteri siispansiyonlar: hazirlandi ve 98°C’de 20 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 14.000 devir/dakika hizda 10 dakika
santrifiij yapilarak hiicresel atiklarin ¢oktiiriilmesi saglandi, icerisinde DNA
bulunan st sivi temiz tiiplere aktarilarak bakterilerden DNA izolasyonu

tamamlandr ve bu sivi daha sonra polimeraz zincir reaksivonu ile bakteri



suslarimizdaki gacA/B genlerinin saptanmasi deneylerinde kalip DNA olarak

kullanildi.

gacA/B gen bélgelerinin polimeraz zincir reaksiyvonu (PZR) ile cogaltilmas:

gac direng genleriyle ¢calisan arastiricilarin kendi gallgmalarmdaf‘gs"“‘"43)
da belirttikleri gibi, basit PZR ile gacA ve gacB dezenfektan direng genleri
birbirinden ayirt edilemeyecefi i¢in bu genlerin varligr birlikte arastirilnus,
gacA/B scklinde belirtilmistir. PZR islemi sirasinda her reaksiyonda pozitif
ve negatif kontroller kullamilmustir. Pozitit kontrol olarak dort adet gacA/B
geni pozitif MRSAWKeRshl Nogehh ©pooatif kontrol olarak on deneylerde

gacA/B negatif bulunan MRSA susglar: ve H-O kullamilmistir.

Primerlerin secimi: Polimeraz zincirleme reaksivonunda Kkullanilan

oligoniikleotit primerlerin seciliminde “National Centre for Biotechnology
Information™ biinyesinde bulunan “Entrez Nucleotide” niikleotid dizileri
veritabaninda  bulunan  gacA/B  dizilerinden yarar]am]dl(m. Primer
tasariminda bu veri tabanminda ver alan X56628 kodlu dizi kullanildi. Dizi

iizerinde 849 — 2393 bazlar arasinda gacA kodlayan bolgesi belirlendi. Bu

bilge PerlPrimer 1.1.14 (hiip//peripruner.sourceiorge net/) (Marshall OJ.

PerlPrimer: cross-platform, graphical primer design for standard, bisulphite
and real-time PCR. Bioinformatics 2004 20(15):2471-2472) programina

aktarildi. Primer dimer olusturma olasih@t en az bulunan primer ciftleri
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secildi. Bu primer ciftlerinden ikincil katlanmalar (“hairpin™) olusturma
olasiliklart en az olanlar mfold 3.2 programi ile saptand.

(it www biointorniedw/annivationymivld/dng)) (M. Zuker. Mfold web

server for nucleic acid folding and hybridization prediction. Nucleic Acids
Res. 31 (13), 3406-15, (2003)). Hedeflenen gacA’y1 cogaltmaya yonelik ‘ileri
(forward)” oligoniikleotid primer gacA-f, X56628 kodlu kaydin 967 -
990" mc1 bazlart arasindan; ‘geri (reverse)” oligoniikleotid primer qacA-r ise
vine aym kaydin karsit zincirinde 1656 — 1633’lincii bazlar1 arasindan secildi
(Sekil 4). Bu primerler kullamlarak gacA bulunan suslardan 689 baz cifti

uvzunlugunda PZR iirlinleri elde edilecegi 6n goriildd.

qazd & prixe: bind

Stem__oop

Cha

Sekil 4. NCBI Entrez Nucleotide veritabant X56628 kodlu kayit.

Belirlenen su primerler kullanmldr,

qacAB-forward 5 -TGGCTTTACCGGAATTAGTAAGAG -%

qacAB-reverse 5 - GTCTTACGTCTAACATTGGATCAG -3

PZR protokolii olusturuldu, buna gére reaksiyon tiipiinde bulunacak

maddclerin oranlart belirlendi. PZR tiipleri 20 pl’lik karisim iginde 16 mM
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(NH4):804, 67 mM Tris-HCI (pH &.8), %0.01 Tween-20, 3 mM MgCl,, 0.2
mM her bir ANTP (dATP, dGTP, dTTP ve dCTP), 0.6 uM oligoniikleotid
primer gacA-f, 0.6 uM oligonikleotid primer qacA-r, .25 U Taq DNA
polimeraz {Bioron, Almanya) ve 0.1 — 1 pg bakteri DNA’s1 bulunacak sekilde
hazirlandi. Tipler termal déngil cihazina (Applied Biosystems, Amerika
Birlesik Devletleri) vyerlestirilerek 95 °C’de 3 dakika denatlire edildi.
Denatiirasyonun ardindan 95°C’de 15 saniye denatiirasyon, 60°C’de 45
saniye primer birlesmesi ve 72°C’de 1 dakika uzama olacak sekilde PZR
dongiist 40 kez tekrar edildi. Tipler son uzama icin 72 °C’de 7 dakika

inkiibe edildi.

PZR iiriinlerinin clektroforezi ve goriintiilenmesi

PZR sonunda driinler elektroforez asamasima kadar + 4 °C’de
saklanmustir, % 2'hik agar iceren TBE jelinde, TBE tamponu igerisinde

elektroforezleri yapilmigtir.

Tris Borik Asit EDTA (TBE) tamponunun hazirlamsi; 5X stok ¢ozelti, 800

ml distile suda 54g Tris-base, 27.5 g borik asit, 20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)
¢oziinerek 1 litreye tamamlanmuistir. Bu stok ¢ozeltiden aliman bir hacim,
dért hacim distile su ile karisturildi, béylece agoraz jel hazirlanmasinda ve

elektroforez isleminde gerekli olan 1X TBE tamponu hazirlanmuis oldu.
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% 2°1ik agaroz jelin hazirlanist; 75 ml 1 X TBE icerisinde 1.5 g agar ( Sigma,

Almanya) siispanse edilmis, mikrodalga firinda kaynamadan isitlarak
agaroz tamamen eritilmistir. 55°C’de agaroz 20x20 cm tabaklara dokilerek
donduruldu ve polimerasyonun ardindan 1X TBE tomponu ile doldurulmus

elektroforez tankina alindi.

Orneklerin jele viiklenmesi: Yikleme tamponu deiyonize su icinde %30

(hacim/hacim) gliserol, %0.25 (agirhik/hacim) orange G (Amresco, Amerika
Birlesik Devletleri) kullamlarak 6x konsantrasyonunda hazirlandi. Her
reaksiyon tiiplinden 4.5 pl drnek 2 pl yilkleme tamponu ile karistirilarak
agaroz jelin kuyucuklarma yiiklendi. Jelin her siramn bagina ve sonuna DNA
molekiiler agirhk standardi (SeeGene, Kore) yiiklendi. Yiiklenme islemi
sonrasinda 5 Vicm potansiyel farki ile elektroforez yapildi. Orange G boyas)
jel uzerinde sonraki siraya ait kuyulara (.5 c¢cm yaklastiginda elekiroforez

islemi sonlandirildi.

Jelin boyanmast ve goriintiilenmesi: Elektroforez iglemi sonrasinda jel 0.5

ug/ml etidvum bromiir (Amresco;ABD) iceren 1X TBE c¢ozeltisinde 30
dakika boyandi, 1X TBE ile yikandi. UV transilliminatdr iizerine aktarilan
jel 300 nm UV ile gérintillendi. Goriintiller kamera kullanilarak kaydedildi.
(Syngene Bio Imaging, Ingenius, Ingiltere ). Elde edilen sonuglar DNA
molekiiler agirhik standardi ile karsilastirildiginda 689 baz c¢ifti agirhiginda

bant goriilen suslar gacA/B pozitif olarak degerlendirildi (resim 1).
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2.3. Bakterivostatik ctkinin belirlenmesi

Bu amacla tim suglardaki klorhekzidin ve kuarterner amonyum
bilesiklerine karst minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerleri
belirlendi. Etkinligi arastinlacak maddenin azalan konsantrasyonlarinda
yapilan MIK testi yari kantitatif &zelliktedir. Siirekli kullanilan bir
dezenfektan maddenin direng olusturma durumunun takip edilmesinde MIK
i

testinin yapilmas: onerilmektedir'’. MIK degeri inkiibasyon sicakligi,

inklibasyon siiresi ve inkiibe edilen organizma sayisina bagh  olarak

degisebilmektedir®>.

Minimal inhibisyon konsantrasyonunun { MiK ) belirlenmesi

Calismadan bir giin once, 69 adet hastane susu metisiline direncli
Staphylococcus aureus test susu ve gacA/B genine sahip pozitif kontroller
Microbank’ lerden Miiller Hilton agar { Biolab ) iceren plaklara pasajlandi,
37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Toplam 73 adet bakteri susunda klorhekzidin
(Sigma, Almanya) ve benzalkonyum kloriir’iin (Sigma, Almanya) her biri

icin MIK degerlerine mikrodiliisyon yéntemiyle bakildi.

Tim bakteri suslarinda klorhekzidin ve benzalkonyum klorir’iin 128
ug/ml'den itibaren azalan konsantrasyonlarinda MIK caligmas: yapilde

Oncelikle  dezenfektan maddelerin 128 pg/ml’lik  konsantrasyonlari
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hazirlandi. Mikroplaklarda dezenfektan konsantrasyonu 128 pg/ml’in 12
oraninda azalan konsantrasyonda 128 pg/ml ile 0.125 pg/ml arasinda olacak
sekilde diliie edilerek ayarlandi. 5x10° bakteri/kuyucuk olacak sayida bakteri
inokiilasyonundan sonra Typtone soy broth (TSB) (Fluka; Hindistan) iceren
mikroplaklar 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda
bulamkligin olmadigi son kuyucuk her bakteri icin MIK degeri olarak
belirlendi ve kaydedildi. Bu cahsma her iki dezenfektan madde icin ayri ayri

olmak iizere her bakteri susu icin iki kere gerceklestirildi.

2.4. Bakterisidal etkinin belirlenmesi

Bakterisidal testlerden  kantitatit siispansiyon testi  yapilarak
benzalkonyum kloriir ve klorhekzidinin onerilen kullanim

konsantrasyonlarindaki bakterisidal etkisi tim suslar i¢in belirlendi.

Kantitatif siispansiyon testi ile bakterisidal etkinin belirlenmesi

Kantitatif siispansiyon testi kullamilarak, hastane infeksiyonu etkeni
MRSA suglar ve gacA/B genine sahip pozitif kontrollerde klorhekzidin
soliisyonu (Savlex; %15 setrimid, %1.5 klorhesidin glukonat, boyar madde
ve alkol, Drogsan, Tiirkiye) ve benzalkonyum klorir solisyonu (Zefiran
forte; 100 cc’de 10 g benzalkonyum kloriir, koku verici esans, flsan, Tiirkiye)

kullamim  konsantrasyonlarindaki  bakterisidal  etkinligi  arastirildi.
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Dezenfektan maddelerin iiretici firmalarim dnerdikleri 9% 1°1ik ve 1/10 kez
seyreltilmis konsantrasyonlarinda 30 saniyedeki bakterisidal etkinligi

incelendi.

Tim suoglarin distile su igerisindeki s@spansiyonlann 5 McFarland
bulanikliktan daha yogun bir bulamikhik olusturacak sekilde ayarlanda.
Calisma klorhekzidin, benzalkonyum kloriir soliisyonlart ve kontrol grubu
olarak 3 grupta gerceklestirildi. Ayrica kullanilan nétralizan madde igin
notralizan etkinlik testi yapilarak, ndtralizanin antibakteriyel etkisinin olup

olmadig ve antiseptik maddelerin etkisini nitralize edip etmedidi incelendi.

Notralizanin hazirlanmasi; %0.3 lesitin (Nattermann,Almanya), %0.1 L-

histidin (Merck, Almanya), %0.5 sodyum tivosiilfat (Merck, Almanya), %3

Tween 80 (Merck, Almanya) kullanilarak haz.1rlanm1$t1r('4’27).

Klorhekzidin sollisyonunun bakterisidal etkinliginin belirlenmesi:

Her bakterinin distile su icinde 5 McFarland bulamikhindan daha
yogun olmak iizere sispansivonlart hazirlandi. Bu siispansiyonlardaki
bakteri sayisimin belirlenmesi amaciyla da, icinde § ml distile su bulunan iki
ayr1 deney tiipl hazirlandi. Bakteri sispansiyonundan once 10 pl 6érnek
alinarak birinci tiipe, buradan da 10 pl alimarak ikinci tipe pasajlandl. Daha
sonra ikinci tiipten 20 ul o6rnek alinarak triptik soy agar (TSA) (Fluka,

BioChemika) igeren plaklara pasajlandi. 37°C’de  24-48 saat inkiibe
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edildikten sonra koloni sayimu yapildir ve boylelikle stspansiyondaki bakteri

sayist hesaplandi.

Klorhekzidin  soliisyonuonunun bakterisidal etkisini  belirlemek
amactyla her bakteri icin iki set deney tipil hazirlandi. Birinci set tiiplere
klorhekzidin soliisyonunun %0.1'lik sulandirmmindan 900 ul, ikinci set
tiiplere ise notralizan maddeden 900 pl eklendi. Bakteri siispansiyonundan
100 pl alinarak &nce birinci set tiiplere aktarildi ve burada 30 sanive
bekletildi; 30 saniye sonunda buradan ahnan 100ul &rnek nétralizan
maddeyi iceren iKinci set tipe aktarildi ve karistirilldi. Son asamada
notralizan igeren tiipten aliman 50 pl 6rnek TSA iceren plaklara pasajlandi.
37 °C’de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra koloni sayimi yapailda.

Aynt deney klorhekzidin soliisyonunun % 1’lik konsantrasyonu icin de

gerceklestirildi.

Benzalkonyum kloriir solilsvonunun bakterisidal etkinlifini belirlenmesi:

Her bakterinin distile su icinde 5 McFarland bulamikhindan daha
yogun olmak iizere sispansivonlart hazirlandi. Bu siispansiyonlardaki
bakteri sayisimin belirlenmesi amaciyla da, icinde § ml distile su bulunan iki
ayr1 deney tipil hazirlandi. Bakteri siispansiyonundan 10 pl érnek alimarak
birinci tiipe, buradan da 10 pl alinarak ikinci tlipe pasajlandi. Daha sonra
ikinci tiipten 20 ul &ronek alnarak triptik soy agar (TSA) (Fluka,

BioChemika) igeren plaklara pasajlandi. 37°C’de  24-48 saat inkiibe
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edildikten sonra koloni sayimu yapildir ve boylelikle stspansiyondaki bakteri

sayist hesaplandi.

Benzalkonyum Kklorlir solilsyonunun bakterisidal etkisini belirlemek
amactyla her bakteri icin iki set deney tipil hazirlandi. Birinci set tiiplere
benzalkonyum Kkloriir soliisyonunun %0.1°lik sulandirimindan 900 ul, ikinci
set  tiiplere ise notralizan maddeden 900 pl  eklendi.  Bakteri
sispansiyonundan 100 pl alinarak once birinci set tiiplere aktarddi ve
burada 30 saniye bekletildi; 30 saniye sonunda buradan ahiman 100p] érnek
nitralizan maddeyi igeren ikinci set tiipe aktarildi ve karisurildi. Son
agamada notralizan iceren tipten alinan 50 pl 6rnek TSA iceren plaklara
pasajlandi. 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra koloni sayinu yapildi.
Ayni deney benzalkonyum kloriir solisyonunun % 1°lik konsantrasyonu igin

de gercgeklestirildi.

Klorhekzidin ve benzalkonyum kloriir solisyonlarinin %0.1 ve %]1°lik
konsantrasyonlarindaki bakterisidal etkileri dezenfektan uygulamasindan
sonra orijinal ekim biiyiikliigiine karsi canli kalan bakteri sayisi belirlenerek
degerlendi. 24-48 saat inki@ibasyon sonunda katr besiyerinde treyen koloni
sayist belirlendi, koloni tek bir canli hiicreden olustugu igin, koloniler
saytlarak canh bakteri sayist belirlenmis oldu. Bakterisidal etki koloni
sayillart belirlendikten sonra klorhekzidin ve benzalkonyum Kkloriir

solisyonlarimin 9:0.1 ve % [’lik konsantrasyonlart i¢in ayri ayri asagidaki



_ 46 -

formiile gére hesaplandi. Her bir konsantrasyon icin § logaritmalik azalma
bakterisidal etki olarak belirlendi.

Bakterisidal etki soyle hesaplandﬂ""m):

Bakterisidal etki(BE) = logN¢-logNp

logN¢; kontrol serisinde dezenfektan yerine su kullanilan ortamdan aliman
ornekteki koloni sayisi

logN)y; dezenfektan uygulanan guruptan alinan drnekteki koloni sayisi

Noétralizan etkinlik testleri: Dezenfektan maddenin % 1’lik
konsantrasyonunun bakterisidal etkili oldugu iic bakteri rasgele secildi.
Notralizan maddenin etkinligini belirlemek amaciyla; Once notralizan
maddenin antibakteriyel etkisinin olmadi@ gosterildi (a). daha sonra

nitralizanin dezenfektan maddeyi nétralize ettigi gésterildi (b).

a-) Notralizan maddenin antibakteriyel etkisinin olmadigimin gésterilmesi;
calistlacak  bakterilerin - 5 McFarland  bulamkhigindan  daha yogun
siispansiyonlar: hazirlandil. Baslangictaki bakteri sayisi belirlemek amaciyla
icerisinde 5 ml distile su bulunan birinci ve ikinci set tiplere sirasiyla 107ar
ul bakteri siispansiyonundan eklendi ve 10’ar dakika beklenildi. Ikici set
tiiplerden 20 pl drnek alinarak TSA iceren plaga pasajlandi. Aym bakteri
siispansiyonundan yine 10 pl alinarak bu kez i¢inde 5 ml notralizan madde

bulunan tiiplere aktarildi ve burada da 10 dakika bekletildikien sonra 20 ul
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ornek TSA igeren plaga pasajlandi. Plaklar 37°C’de 48 saat inkiibe
edildikten sonra koloni sayimi yapildi. Her iki plakta da koloni sayisininin
aynl bulunmasi, noétralizan maddenin  antibakteriyel etkisinin olmadi@

seklinde yorumlandi. Bu test ii¢ ayr bakteri susu icin iki kez tekrarlanda.

b-} Noétralizan maddenin dezenfektan maddeyi ndtralize ettiginin
gosterilmesi;  ilk  adimda  klorhekzidin @ ve  benzalkonyum  klorir
solisyonlarimin % 1’lik  konsantrasyonlari hazirlandi  ve dezenfektan
maddelerin bakterisidal etkilerini gdstermek i¢in her bakteri i¢in 900 pl bir
set klorhekzidin soliisyonu bir sette benzalkonyum kloriir soliisyonu iceren
tiipler ve her biri icin ayrica 900 pl nétralizan iceren tiipler hazirlandu.
Bakteri siispansiyonundan 100 pl 6rnek Once dezenfektan iceren ftiiplere
alindi, karistinthp bir dakika beklendikten sonra 100 pl drnek ahinip
nitralizan iceren tiiplere eklendi ve karisturildi. Notralizan igeren tiiplerden
alinan 50 pl drnek TSA iceren plaklara pasajlandi. 37°C’de 24-48 saat
inkiibasyon sonunda treme olmadign gorildii ve bu durum dezenfektan
maddelerin % 1°Tik konsantrasyonlarimin bakterisidal etkili oldugu seklinde

yorumlandi.

Ikinci adimda dezenfektan maddelerin % 10’luk konsantrasyonlari
hazirlandi, dezenfektan maddelerin % 10’ luk stok sulandirimlary ndtralizan
madde ile 10 kat daha sulandirilarak dezentektan maddelerin %1°lik

sulandirimlart hazirlandr ve bundan 900 pl alinarak birinci set tiipler
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olusturuldu, ikinci sette tiplerde 900ul nétralizan madde kullamildi. Bakteri
siispansiyonundan 100ul 6rnek alindi Gnce notralizanla sulandirilmig
dezenfektan soliisyonuna eklendi, bir dakika sonunda buradan alinan 100 pl
ornek nétralizan iceren ikinci set tiipe aktarildi ve son olarak bu tiiplerden
alinan 50 pl drnek TSA iceren plakalara pasajlandl. 37°C’de 24-48 saat
inkiibasyon sonunda plakalarda gdriilen yogun iireme daha 6nce %1°lik
konsantrasyonda etkili bulunan dezenfektanlarin nétralizan madde i¢inde
sulandirildiklarinda ndétralize olmalart sebebiyle etkisiz kalmalart ve
notralizan maddenin klorhekzidin ve benzalkonyum kloriir solisyonlarinin

dezenfektan etkisini ndtralize ettigi seklinde yorumlandi.
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3. BULGULAR

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarina
ginderilen klinik érneklerden hastane infeksiyonu etkeni olarak izole edilen
69 adet MRSA ve 4 adet gacA/B geni pozitif kontrol grubu ile toplam 73
bakteri ile calisildi. 69 adet hastane susunun 8 tanesinde %11.5 oraminda
gacA/B dezenfektan direng geni tespit edildi. Sonuclar DNA molekiiler
agirhik standardi ile karsilastirildifinda 689 baz ¢ifti agirhi@ginda bant gériilen
suglar gacA/B pozitif olarak degerlendirildi (resim 1). 8 adet gacA/B geni
pozitif bulunan MRSA’larin izole edildikleri materyallere gére dagilimi su
sekildedir. 3 tanesi kan, 2 tanesi yara yeri, | tanesi pi, | tanesi

bronkoalveolar lavaj ve 1 taneside burun siirlintiisiidiir (tablo 3).

Tablo 3 gucA/B geni pozitif bulunan MRSA’larin  izole edildikleri

materyallere gére dagilimi

Materyal Sayis1
Kan 3
Yara yeri 2
Pii 1
Bronkoalveolar lavaj 1
Burun siiriintiisii 1

TOPLAM 8




Resim 1 Caligmaya aliman MRSA suglarimim ve kontrol suglarmm PZR iglemi sonrasida jeldeki
goriintisii. NK: negalil’ kontrel ¥1.#2.#43 %4 povitil kontroller, M: DNA molckiller agirlik
standardi.bantlar yukandan asadiya 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 ve
100 bazgilti olarak gérinmektedir. 689 baz ¢ifli hizasimda bant veren suglar gacA/ icin pozitil

kahul edilnugtir.
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Bakteriyostatik aktivitenin belirlenmesi amaciyla, hastaneden izole
edilen 69 adet MRSA susunun benzalkonyum kloriir ve klorhekzidinin her
biri icin MiKsp ve MiKgg degerleri (tablo 4) ve MIK degerlerinin dagilimi

(tablo 3) belirlendi.

Benzalkonyum kloriir icin MIK degeri 69 adet hastane susunun 35 tanesinde

(%50.72) 2ug/ml, 27 tanesinde (%39.13) 4 pg/ml, 7 tanesinde (%10.14) 8
ug/ml olarak belirlendi.

gacA/B geni pozitif bulunan 8 hastane susunun MIK degeri bakterilerin 3
tanesinde (%37.5) 2 pg/ml, 4 tanesinde (%50) 4 ug/ml, 1 tanesinde ( %12.5) 8
ug/ml olarak belirlendi (tablo 6).

4 adet gacA/B geni pozitif kontroliin 1 tanesinde 4 pg/ml, 2 tanesinde 8

ug/ml, I tanesinde de 16 pg/ml olarak MIK degeri belirlendi.

Klorhekzidin i¢in MIK degeri 69 adet hastane susunun 41 tanesinde
(%59.42) 2 pg/ml, 25 tanesinde (%36.23) 4 pg/ml, 3 tanesinde (%4.34) 8
ug/ml olarak belirlendi.

gacA/B geni pozitift bulunan 8 hastane susunun MIK degeri bakterilerin 3
tanesinde (9%37.5) 2 pg/ml, 4 tanesinde (%50) 4 ug/ml, 1 tanesinde (9% 12.5) §
ug/ml olarak belirlendi (tablo 6).

4 adet gacA/B geni pozitif kontroliin 3 tanesinde 4 pg/ml, 1 tanesinde 8 pg/ml

olarak MIK degeri belirlendi.



Tablo 4. Benzalkonyum kloriir ve klorhekzidinin MiKsp ve MiKag degerleri

MIK arali (pg/ml) MIK & MIK y
Benzalkonyum klortir 2-8 ug/mi 2 ng/ml & pg/ml
Klorhekzidin 2-8 ug/mi 2 ng/ml 4 pg/ml

Tablo 5 Hastaneden izole edilen MRSA suslarinda benzalkonyum kloriir ve

klorhekzidin icin MIK degerlerinin dagihmi

MIK degeri (pg/ml) Benzalkonyum kloriir { %) Klorhekzidin (%)
2 pg/ml 35 (%50.72) A1 (59,42
4 pg/ml 27 (%39,13) 25 (36.23)
& pg/ml 7 (%10.14) 3 (% 4.34)
TOPLAM 69 69

Tablo 6 gacA/B dczenfcktan direng geni bulunan hastanc susu MRSA’larda

benzalkonyum kloriir ve klorhekzidin icin MIK degerlerinin dagilimi

MIK degeri (pg/ml) Benzalkonyum kloriir {%) Klorhekzidin (%)
2 pg/ml 3 (%37.5) 3 (%37.5)
4 pg/ml 4 (%50) 4 (%350)
8 pg/ml 1(%12.5) 1{%12.5)
TOPLAM 8 8
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Sadece MIK degerleri dikkate alimp < 2ug/ml ve 2 pg/ml degerler
benzalkonyum kloriir ve klorhekzidin icin duyarli olarak kabul edildigi
takdirde, bakterilerin  9%59.42°1  klorhekzidine duyarh, %50.72's1 de
benzalkonyum kloriire duyarli bulunmaktadir. Bu sonuglara gre
klorhekzidin hastane infeksiyonu etkeni olarak izole ettifimiz MRSA’lar
izerinde daha etkili goriilmektedir. Ancak hastane infeksiyonu etkeni olan
MRSA’lar  lizerinde 9%59.42°1 klorhekzidine duyarh@ ve 9%50.72
benzalkonyum kloriire duyarligns arasinda SPSS 10.0 programinda yapilan

“ki-kare” testiyle istatiksel olarak anlamh bir fark bulunmamistir. (p>0.05)

Benzalkonyum klorir ve klorhekzidin i¢in < 2 pg/ml ve 2 pg/ml
degerleri duyarli kabul edildifinde ise g¢ucA/B geni pozitit bulunan
MRSA’larda bakterilerin @ %37.5°'1 hem klorhekzidine ve hem de
benzalkonyum Kkloriire duyarli bulunmaktadir. Diren¢ geni saptanan
MRSA’larda klorhekzidin ve benzalkonyum klortir duyarhilig acisindan bir

fark bulunmamaktadir.

Bakterisidal etkinin  belirlenmesi amaciyla  Klorhekzidin  ve
benzalkonyum kloriir solisyonlarimim 9%0.1 ve % 1’lik konsantrasyonlart i¢in

kantitatit siispansiyon testi yapildi.

Klorhekzidin soliisyonunun 9%0.1°1ik konsantrasyonu 69 adet hastane

susunun 67 tanesinde (9%97.10) bakterisidal etkili bulundu, 2 tanesinde
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(%2.90) bakterisidal olarak etkisiz bulundu. %{0.1°lik konsantrasyonda
bakterisidal etkinin bulunmadigi suslarda 9% 1°lik konsantrasyonda test
tekrarlanarak bakterisidal etki arastinldr ve dezenfektan maddenin 9% 1°1ik
konsantrasyonu bakterisidal etkili bulundu. Klorhekzidin soliisyonunun
9%0.1°lik konsantrasyonunun bakterisidal olarak etkisiz bulundugu 2 bakteri
susunda benzalkonyum Kkloriir soliisyonu  %0.1°lik konsantrasyonlari
bakterisidal etkilidir ve klorhekzidin MIK degerleri 2 - 4 pug/ml arasinda
degismektedir. 4 adet gacA/B geni pozitif kontroliin ise 2 tanesinde %0.1°lik
konsantrasyon bakterisidal olarak etkisiz bulunurken % 1°lik konsantrasyon
etkili bulunmustur. Bu bakterilerde benzalkonyum Kkloriir soliisyonu
9%0.1°lik konsantrasyonlarida bakterisidal olarak etkisizdir, klorhekzidin

MIK degerleri ise 4 - 8 pg/ml arasinda degismektedir.

Benzalkonyum kloriir soliisyonunun %0.1°lik konsantrasyonu 69 adet
hastane susunun 62 tanesinde (9%89.85) hakterisidal olarak etkili bulundu, 7
tanesinde (% 10.15) bakterisidal olarak etkisiz bulundu. %0.1°lik
konsantrasyonda bakterisidal etkinin  bulunmadi@  suslarda 9 ’lik
dezenfektan konsantrasyonunda test tekrarlandi ve benzalkonyum Kloriir
solisyonu  %1°lik  konsantrasyonu  bakterisidal  etkili  bulundu.
Benzalkonyum Kkloriir sollisyonunun % 1’lik konsantrasyonunun bakterisidal
etkili bulundugu bakterilerin hepsinde klorhekzidin solisyonunun 90.1°1ik
konsantrasyonu bakterisidal etkilidir. Benzalkonyum kloriir icin MIK

degerleri 2 - 8 pg/ml arasinda degismektedir. 4 adet gacA/B geni pozitif
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kontroliin ise iki tanesinde benzalkonyum kloriir soliisyonunun %0.1°1ik
konsantrasyonu  bakterisidal olarak  etkisiz = bulunurken, %]1’lik
konsantrasyonu  etkili  bulunmustur. Bu  bakterilerde  klorhekzidin
solisyonunun  %0.1’lik  konsantrasyonlart da etkisiz bulunmustur,

benzalkonyun kloriir MIK degerleri ise 4 - 8 pg/ml arasinda degismektedir.

Bakterisidal test sonuclarina gdre hastane infeksiyonu etkeni olarak
izole edilen MRS A larda “%0.1’lik kullanim konsantrasyonunda klorhekzidin
solisyonu %97.10, benzalkonyum kloriir soliisyonu ise %89.85 bakterisidal
etkilidir (sckil 5). Bu orana gore %0.1°lik klorhekzidin soliisyonu MRSA’lar
iizerinde bakterisidal olarak daha etkili gdriinmesine ragmen, %0.1°1ik
klorhekzidin  soliisyonunun  etkisiz oldugu bakterilerde  %0.1°lik
benzalkonyum kloriir soliisyonu bakterisidal etkili bulunmustur. 9%0.1°1ik
benzalkonyum kloriir soliisyonunun etkisiz oldugu bakteri suslarinda da
9%0.1°lik klorhekzidin solisyonu bakterisidal etkili bulunmustur. Bu sebeple
bu dezenfektan maddelerin %0.1’lik konsantrasyonlarimin %89.85 — %97.10
oraninda bakterisidal etkilidirler denilebilir. Iki dezenfektan maddenin
%0.1’lik konsantrasyonlarinin bakterisidal etkileri arasinda SPSS 10.0
programinda yapilan “ki-kare” testiyle istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamigtir (p>(.05). Dezenfektan maddelerin % 1’lik konsantrasyonlari
ise gahsilan tiim bakteri suglarinda bakterisidal etkili bulundugundan bu

sonuglarla ilgili olarak istatistiksel hesaplama yapilmamistir.



100 ~

B SAVLEX

CZEFIRAN FORTE
COZELTISI

Etkili oldugu bakteri sayisi {3)

% 0.1 1%
Kullarilan dezenfektan konsantrasyonlar
Sekil 5 Klorhekzidin ve benzalkonyum klorir solisyonlarimim %0.1 ve
%1’lik  kullanim  konsantrasyonlarinda 30 saniyedeki bakterisidal

etkinlikleri

Klorhekzidin soliisyonunun  4%{.1°’lik konsantrasyonun bakterisidal
etkili oldugun 67 hastane susunun %59.70’inde (40/67) klorhekzidin i¢cin MIK
degeri 2 pg/ml bulunmustur. 9%40.30°unda ise MIK degeri 2 pg/ml’nin
izerinde bulunmasma ragmen bu bakterilerde klorhekzidin soliisyonunun

9%0.1°lik konsantrasyonu bakterisidal etkili bulunmustur.

Benzalkonyum kloriir  solilsyonunun  %0.1°1ik  konsantrasyonunun
bakterisidal etkili oldugu 62 hastane susunun %50°sinde (31/62)
benzalkonyum kloriir MiK degeri 2 pg/ml bulunmusgtur. Diger %5(°de ise
MIK degeri 2 pg/ml'nin iizerinde bulunmasina ragmen benzalkonyum

kloriir ~ soltisyonunun  %0.1°'lik  konsantrasyonu  bakterisidal  etkili



bulunmustur. Bu sonuglar dikkate alindiginda artnus MIK degerleri ile

bakterisidal etki arasinda bir iligki bulunmamaktadir.

Sonug¢ olarak calismamizda polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile
gacA/B  geni  pozitifligi  tespit ettifimiz  MRSA  suglarimin hepsi  i¢in
klorhekzidin  ve  benzalkonyum  kloriir  soliisyonlarimin ~ %0.17lik
konsantrasyonlart  bakterisidal  etkili  bulunmustur.  Klorhekzidin = ve
benzalkonyum Kloriir soliisyonlar: i¢in iiretici firmalarin dezenfektan amach
kullamm i¢in énerdikleri % 1°lik konsantrasyon dikkate alindiginda dnerilen
konsantrasyonun 10 katr sulandirimin direng geni bulunan bakterilerde dahi

bakterisidal etkili bulunusu sevindiricidir.



4. TARTISMA

Gilintimiizde hastane infeksiyonlart  Onem arzetmektedir ve bu
infeksiyonlarin énlenmesinde hastanemizde dahil olmak fizere yaygin sekilde
dezenfektan maddeler kullamImaktadir. Hastane infeksiyonu etkeni olabilen
metisiline direncli Staphviococcus aureus (MRS A) larin ¢ok sayida antibiyotik
maddeye oldugu gibi dezenfektan maddelerede direncli  olabildikleri
bilinmektedir. Hastane ortami ve yatan hastalardan izole edilen bakteri
suglart dezenfektanlara laboratuvar suslarindan daha az duyarhdir, bu

durumun temelinde seleksiyon ve mutasyonlar 6nemli rol oynamaktadir.

Dezenfektan ve antiseptik maddeler hastaneler ve hastaneler disindaki
saghk kuruluglart yani sira, veterinerlik alaninda, farmakolojide, kozmetik
sanayisinde, evlerde ve gida sektdoriinde vaygin kullanim alanlarina sahiptir.
Bu maddelerin yaygim kullammlarinin bakteri tirleri arasinda direng
faktdrlerinin  korunmasina neden olabilecedi, ayrica ortamda bulunan
kalintilarinin biyosit ve antibiyotik direncli bakteri tiirlerinin se¢imine yol
acabilecegi distinilmektedir'™">". Bu konuyla ilgili olarak destekleyici ve
epidemiyolojik caligmalara gerek vardir, bu da ancak direncin kaynaginin

ortaya konulabilmesiyle mimkiindr.

Biyosit direncinin bakteriler arasinda kromozom disinda plazmid gibi

hareketli genetik elemanlarla aktarimi ve bu plazmidlerin bir den ¢ok direng



ozelligini tasivan genleri de barnmmdirmas), biyositlere direncgli  bakteri
tirlerinin aym zamanda antibiyotik maddelere, antibiyotik maddelere
direncli tiirlerinde aym zamanda biyositlere direngli olabilece@i fikrini akla
getirmektedir“’?" Bu capraz diren¢ durumu gelecekte daha direncli bakteri
tiirlerinin  se¢ilimin neden olabilir bu sebeple de direncin kaynaginin

belirlenmesi énemlidir.

Ekolojik ve epidemiolojik verilere gére direncli stafilokoklarin
hastanelerde vayillmasimin sebebi bazi arastincilara gore, antiseptik ve

a1,62
6062 Kuarterner

antibiyotiklerin her ikisinin de kullamiliyor olmasidir
amonyum bilesikleri gibi katyonik biyositlerin yaygin kullanmiminin ¢oklu ilag
disari atitlhm pompasina sahip, gac genleri bulunan bakterilerin secilimine
neden oldugu digiiniilmektedir®. Akimitsu ve ark.® yaptiklart ¢alisma da
MRSA’larda baz1 durumlarda biyosit ve antibiyotik direnci arasinda iliski
oldugu ydniindedir, biyositlerin klinik uygulamaya girmesinin yani sira
olusan bazi mutasyonlar antibiyotife direncli bakterilerin seg¢ilimine yol
acabilir. Bu ¢alismada MRSA’larda benzalkonyum kloriir MiK degerinin >
Sug/ml olarak verilmis, oksasilin MIK degeri daha vyiiksek bulunan
MRSA’larda ise benzalkonyum kloriir MIK degeri 10 pg/ml olarak
belirtilmistir. Oksasiline karst artmis MIK degeri gosteren S. amreus’larda

klorhekzidin, benzalkonyum klorir, hekzamin ve akriflavine kargt duyarhilik

azalmaktadir. Coklu ilag direncini kodlayan genler bu 4 biyosite direncgli
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suglarin % 70°inde bulunurken, tek bir bivosite diren¢li suglarin % 45’inde

saptanmustir®”,

Ev gibi hastane disi ortamlarda siklikla subletal konsantrasyonlarda
kullanitlan kuarterner amonyum bilegikleri, bu biyositlere kars) cevrede
vaygin olan ve potansiyel patojen olan bakterilerden direngli olanlarin
segilimine  yol acar™. Bu durumda ev gibi ortamlarda dezenfektan
maddelerin subletal konsantrasyonlarda kullanildiklarinda direngli bakteri

tiirlerin = seciliminde potansiyel olarak riskli olan alanlar olduklar

sdylenebilir.

Mayer ve arkadaslar’®”  1997-1999 villarinda Avrupa'nin farkl
sehirlerinden topladiklart kan ve yara yeri kiiltiirlerinden izole edilmis, 297
adet MRSA ve 200 adet MSSA toplam 497 §. auwreus susunda dezenfektan
direng¢ genlerinin prevalansimt ve dagilimint incelemiglerdir. MRSA’larin %
63’iinde (186/297), MSSA’larin ise % 12’sinde (24/200) gucA/B direng
genlerini  tespit  etmiglerdir.  Arastincillar  tarafindan  gacA/B - genlerin
prevalansinin yiiksek bulunusunu, infeksiyon onleyici ajanlarin hastanelerde
vaygim kullaniminin zorunlu segici etkisi olarak yorumlanmistir. Ayrica
MRSA’larda gucA/B direng genlerin MSSA’lara gére daha yiiksek oranda
bulunmasi, bu genlerin c¢oklu ilag direnci tasiyan plazmidlerde yaygin
bulunusunun bir sonucu olarak yorumlamiglardir. Bu ¢alismada gériuldiga

gibi dezenfektan direng genleri Avrupa’da lokal degil yaygin bir problemdir.
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Noguchi, Suwa ve ark " 11 Asya iilkesinden izole ettikleri MRSA
suslarinda dezenfektan direng genlerin bulunmasi, dagilimi ve cesitli
dezenfektan maddelere direnci ile ilgili yaptiklar: cahismada %41.6 (372/894)
oraninda gacA/B direg geni tespit etmislerdir. 11 iilke tek tek ele alindiginda
genlerin - bulunma  olasih@ %5 (Cin) ile %72 (Singapur) arasinda
degismektedir. MRSA suslarinin benzalkonyum klorur icin MIK degerleri 1-
16 pg/ml arasinda degisirken, klorhekzidin icin MIK degerleri < 0.5-16 pg/ml
arasinda degismektedir. Arastiricilar ¢alisgmalarinin sonucu gucA/B direng
geninin Asya’daki MRSA tiirleri arasinda antiseptik direncinde bilyiik rol
oynadig, spesifik MRSA’lardaki gacA/B gen dizisinin korundugu, gacA/B

genlerinin Asya’da smr genlerinden daha yaygin oldugu yoniindedir.

Noguchi, Hase ve ark.“? 98 MRSA susunda antiseptik direnci ile ilgili
gacA/B ve smr genlerinin dagilhimnimi ve antiseptik maddelere duyarhiligin
incelemislerdir. %10.2 ( 10/98 ) oramnda gacA/B geni pozitifligi, %20.4 (
20/98 ) oraninda sy geni pozitifligi belirlemislerdir. Antiseptiklere direngli
toplam 71 bakterinin 4] tanesinde bu iki gen grubunun bulunmadi@
belirtilmistir. qacA/B geni iceren bakterilerde klorhekzidin ve benzalkonyum
kloriir i¢in MIK degerleri 3.13-12.5 ug/ml olarak ayn verilmistir.
Arasuricillar direng geni bulunmayan 41 bakterideki direng durumu,
plazmid konjugasyonu yada transformasyonla transfer edilmis olabilecegi
seklinde aciklamislardir. Bizim calismamizda da yukaridaki calismalara

benzer sekilde hastane infeksivonu etkeni olarak tespit edilen MRSA’larda
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oncelikle gacA/B dezenfektan direng genlerinin varhi@ arastinimis ve %11.5
oraninda gen pozititligi tespit edilmistir. gacA/B  direng geni tasiyan
bakterilerde benzalkonyum kloriir ve klorhekzidin MIK degerleri ayni ve 2 —
8 pg/ml arasinda bulunmustur. 2ug/ml ve altindaki MIK degerleri duyarli
kabul edildigi durumda direng geni bulunmayan bakteri suslarinda da 4 ve 8

ug/ml degerinde yiiksek MIiK degerleri bulunmustur.

Noguchi, Nakaminami ve ark.”" calisma gruplarindaki bakterilerden
impetigo ve S88S (Staphylococcal Scalled Skin Syndrome) disindaki klinik
MRSA suslarinda %45.9 ( 95/207 ) oraninda gucA/B geni pozittligi tespit
etmiglerdir. 95 adet gacA/B geni pozitif MRSA susunda klorhekzidin
glukonat ve benzalkonyum kloriir MIK degerlerini ayni oranlarda 1-8 pg/ml
olarak belirtmislerdir. Impetigo ve S88S hastalarindan izole ettikleri
MRSA’larda % 1.3 ( 1/76 } oraminda gacA/B geni pozitifligi bulmuslar, bu
suslar icin  klorhekzidin glukonat icin MIK degerini  1-4 pg/ml,
benzalkonyum kloriir icin MIK degerini ise 2-4 ug/ml olarak belirtmislerdir.
Ayrnica spesifik MRSA klonlar arasinda tasinan gacA/B genlerinin yaygin
olmadigimi ama farkli MRSA klonlart arasinda horizantal olarak transfer
edilebildigini ileri siirmiislerdir. Yine aym arastincilar MRSA’larda direng
genlerinin bulunma oraminin artmasina bagl olarak benzalkonyum kloriir
ve klorhekzidin MIK degerinde artis oldugunuda belirtmektedir. Bizim
calismamiz sonucunda gacA/B direng geni bulunan ve bulunmayan tiim

MRSA suslarinda  klorhekzidin ve benzalkonyum kloriir igin MIK
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degerlerinin dagilim 2 — 8 pg/ml arasinda bulunmustur. gacA/B geni pozitif
bulunan MRSA suslarinda MIK degerine gire benzalkonyum kloriir ve
klorhekzidin aym oranda etkili dezenfektanlar olarak belirlenirken tiim
MRSA suslan dikkate alindifimda klorhekzidin daha etkili bir dezenfektan

olarak goriilmektedir(tablo 5 ve tablo 6).

Heir ve ark.”™  kuarterner amonyum  bilesiklerine  direngli
stafilokoklarin  gida  endiistrisinde  yaygin  olarak  girildigiinii
belirtmektedir. Bu bilesiklere direngten sorumlu olan genler klinikten izole
edilen tiirlerde oldugu gibi gacA, gucB, gucC ve gacD direng genleridir.
Calismaya alinan 24 adet stafilokok tiriiniin hepsi kuarterner amonyum
bilesiklerine direncli olarak belirtilmistir. Bakterilerin %29 unda (7/24)
gacA/B geni pozitif bulunmustur. Ayrica gacA/B geni tagiyan bakterilerin
%71’inde (5/7) penisilin G ve ampisiline yiiksek oranda direng tespit
edilmistir. Benzalkonyum kloriir i¢in MIK degeri lpg/ml bulunurken,

klorhekzidin icin MIK degeri 0.25 ng/ml bulunmustur.

Sundheim ve ark.”" gida endiistrisinden izole ettikleri stafilokok
tiirlerinde, gacA/B ve qacC/D dezenfektan direng genlerini tagiyan tiirlerinde
benzalkonyum kloriir icin MIK degerlerini arastirmislardir. < 2 ng/ml MIK
degerini duyarh olarak, 4-11 pg/ml MIK degerlerini ise direncli olarak kabul
ettikleri calismalarinda gacA/B ve gacC/D genlerini tasiyan bakteri suslarin

benzalkonyum kloriire MK degerlerine gore direngli bulmuslardir. gacA/B
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geni iceren tiirlerde MIK degeri 5.5-7.] pg/ml arasinda degismektedir.
Arasturicilar ayrica kuarterner amonyum bilesiklerinin 30-40°C gibi viiksek
sicaklhiklarda uygulandiklarinda  bakterisidal  etkilerinin - artu@inm  da
vaptuiklart ¢alismada belirtmiglerdir. Bizim c¢alismamizda ise benzalkonyum
kloriir ve klorhekzidin igin 2 pg/ml’nin iizerindeki MIK degerlerine sahip
MRSA’lar direngli olarak yorumlandiginda, gacA/B direng geni tespit
ettigimiz  bakterilerin - %62.5’i hem benzalkonyum kloriire hem de

klorhekzidine diren¢li bulunmustur(tablo 6).

Mitchell ve ark.®® gacA geni ile iliskili olarak QacA proteini bulunan
Staphylococcus aureus tiirlerinde klorhekzidin diglukonat ve klorkekzidin
dihidroklorit MIK degerleri esit ve 12 pg/ml, gucB geni ile iliskili olarak
QacB proteinin bulunan S. aureus tiirlerinde ise MIK degerleri esit ve 6

ng/ml olarak belirtilmistir.

Littlejohn ve ark."? gacA ve gacB direng genlerini tasiyan plazmidleri
iceren klinik S. aureus suslarinda klorhekzidin igin MIK degerini 0.8-2 pg/ml,
benzalkonyum kloriir icin MIK degerini ise 6 pg/ml olarak vermislerdir.
McDonnell ve ark.“” Staphylococcus aureus i¢in benzalkonyum kloriir ve
klorhekzidin icin MIK degerlerini sirasiyla 0.5 pg/ml ve 0.5-1 pug/ml olarak
belirtilmigtir, aynca gacA/B ve gacC/D gen dizileri tasiyan MRSA’larda
katyonik ajanalara karst MIK degerinin artabileceginden bahsetmislerdir.

Farkh gac dezenfektan direng genlerini iceren stafilokoklarda benzalkonyum
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kloriir ve klorhekzidine MIK degerleri soyle verilmistir. gacA, gacB. gacC ve
gacD genlerini tasiyan bakterilerin hepsinde benzalkonyum Kloriir icin MIK
degeri > 3pg/ml olarak verilmis, gacA geni tagiyan bakterilerde klorhekzidin
icin MIK degeri 2.5 pg/ml, gacB, gacC ve gucD tastyan bakterilerde
klorhekzidin  MIK degeri ise 1 pg/ml olarak helirtilmistir. Bizim
calismamizda gacA/B dezenfektan direng geni tespit ettifimiz MRSA’larin
benzalkonyum kloriir ve klorhekzidin MIK degerlerinin daglimi aym ve
bakterilerin %37.5’inde 2 ug/ml, %50’sinde 4 pg/ml, %12.5inde & ug/ml

olarak bulunmustur.(tablo 6}

Russell®” ingiltere’de MRSA iizerinde yaptig calismada triklorozan ve
katyonik biyositlerden klorhekzidin ile calisnus, klorhekzidin icin MIK
degerini 0.25-4 pg/ml olarak belirtmistir. Al-Masaudi ve ark.” MRSA’Tarin
bazi antibiyotik, antiseptik ve dezenfektanlara duyarliliklarin inceledikleri
calismalarinda klorhekzidin icin MIK degerini 2-2.5 pg/ml, benzalkonyum
kloriir icin MIK degerini 2.5-5 mg/ml olarak belirtmisler ve MRSA’larin
kuarterner amonyum bilesiklerine klorhekzidine gére daha az duyarh olarak
belirtmislerdir. Calismamizda bu arasturicilarin  yapuklart calismalarla
tutarhi olacak sekilde < 2ug/ml ve 2 pg/ml MIK degerleri duyarh kabul
edildigi taktirde MRSA’larda kuarterner amonyum bilesigi olarak
kullandigimiz ~ benzalkonyum kloriire  duyarbligim,  klorhekzidin

duyarliligindan daha az oldugu goriilmektedir.
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Furman ve ark.”’ farkh kliniklerden izole edilen hastane infeksiyonu
etkenleri arasinda MRSA ve MSSA’larinda bulundugu farkli bakterilerde
klorhekzidin duyarhiligr ve yogun klorhekzidin kullanimt arasindaki iligkiyi
aragstirmava yonelik vyaptiklar1 ¢alismada, bakterilerin  klorhekzidin
duyarhiiklart MIK ve disk diffiizyon yontemi ile incelenmistir. Istatiksel
olarak klorhekzidin kullanim konsantrasyonu ile biitiin
mikroorganizmalarin  duyarhligt  arasinda  ters  iliski  bulmusglardir.
Arasuricilarin  ¢alismalart  sonucunda stafilokoklar diger bakterilerle
kiyaslandiinda  klorhekzidine daha duoyarli bulunmustur. MSSA’larda
klorhekzidin MIK degerleri 1-64 ng/ml arasinda degisirken MRSA larda 0.5-
8 pg/ml arasinda degismektedir. Ayrica hastane infeksiyonu etkeni olarak
izole edilen mikroorganizmalarin klorhekzidine duyarlili@ ile klinik
servislerde kullanilan klorhekzidin yogunlugu arasinda negatif bir iliski

oldugu gisterilmistir.

Furman ve arkadaslarinin aksine Cookson ve ark.!"” MRSA suglarinda
MSSA’larla  karsilastinldiginda  klorhekzidin - MIK  degerinin  yiiksek
oldugunu belirtmislerdir. MRSA’larda klorheksidin icin MIKdegerini 4.19
ug/ml olarak vermiglerdir. Irizarry ve ark.™ MRSA suslarinda klorhekzidin
ve kuarterner amonyum bilesigine MIK degerinin MSSA suslarina gére 5-10
kat fazla bulmuslardir. MRSA’larda klorhekzidin i¢in MIK degerini 5-10
ug/ml olarak belirtmislerdir. MIK degerleri gbz oniine alindiginda MRSA

tiirleri MSSA’Tara gore dezenfektan maddelere daha direnglidir ancak bu
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maddeler klinik uygulamada MIK degerlerin yiiz yada bin Kkati

konsantrasyonlarda kullanmildiklarindan bu iliski klinikte gsterilememistir.

Gram pozitif bakteriler icin klorhekzidin MIK degeri genel olarak 1
ug/ml belirtilmektedir®™. Suller ve ark.®” MRSA'larda agar diffilizyonu
yontemi ile yaptiklar1t MIK calismasinda benzalkonyum klorur icin MIK
degerini 1.5-4 pg/ml, klorhekzidin MIK degerini ise 1.5-3 pg/ml olarak
bulmuslardir. Lambert™" klinik S. aureus suslarinda benzalkonyum klorur
icin MIK degerini 2 pg/ml, klorhekzidin icin MIK degerini 3.1 pg/m] olarak
belirtmistir. Bu arastiricilarin  sonuglant  ile  kiyaslandiginda calisma
grubumuzu olusturan bakterilerin benzalkonyum kloriir ve klorhekzidin

MIK degerlerinin yiiksek bulundugu goriilmektedir.

Klorhekzidin  ve triklorazan ile yapilan gahsmalarda{?’?) MIK
degerlerinin yiikselmesinin bakterisidal etkiyi etkilemedigi gdsterilmis ve bu
durum biyositlerin antibiyotiklerden farkli olarak ¢ok sayida hedef bdélgeye
sahip olmasiyla aciklannustir. Calismamizda benzer sekilde benzalkonyum
kloriir ve klorhekzidin MIK degeri yiiksek bulunan bakteri suslarinin bu
etken  maddeleri  iceren  benzalkonyum  kloriir  ve  klorhekzidin
solisyonlarinin ~ énerilen  kullanim  konsantrasyonlarima wve 10 kat

sulandirimlarina duyarh olduklan gézlenmistir.
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Rutala ve ark.©” antibiyotikler duyarh standart suslar ve antibiyotikler
direngli hastane suslarindan olusan Gram negatif ve Gram pozitif
bakterilerde benzalkonyum kloriiriin  Oretici firma tarafindan  &nerilen
Y%3’lik konsantrasyonunda %95 oraninda bakterisidal etkili, % 1.5°lik
konsantrasyonunda ise %91 oraminda bakterisidal etkili bulmuslardir.
Ayrica rutin olarak antibiyotiklere direngli olan bakterilerde dezentektan
duyarlih@mna bakmanin gerekli olmadigimi belictmislerdir. Cahismamizda ¢ok
sayida antibiyotige direngli MRSA suslarinda benzalkonyum kloriir igcerikli
dezenfektamn Gretici firma tarafindan dnerilen konsantrasyonunun % 100,
10 kat sulandiriminin ise %89.95 oraninda bakterisidal etkili bulunmasina
ragmen dezenfektan duyarhilik testlerinin yapilmasinin dnemli oldugunu

diisinmekteyiz.

Rutala, Barbee ve ark.”” Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde
benzalkonyum klorur igerikli ticari bir ev dezenfektanin 30 saniyede ve 5
dakikadaki bakterisidal etkisini kantitatif slispansiyon testi vaparak
incelemisler ve dezenfektanin Onerilen konsantrasyonlarimin bu siirelerde
bakterisidal etkili olugunu belirtmislerdir. Bu calisma kuarterner amonyum
bilesiklerinin  evlerde dahil olmak Gzere cok amach yaygin  olarak

kullanildigin gdstermektedir.

Huang, Oie ve ark.*” MRSA’lar iizerinde dezenfektan maddelerin

bakterisidal etkilerini incelemiglerdir, 9%0.1°lik klorhekzidin glukonat 10
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dakikada tim bakteriler Gizerinde bakterisidal etkili bulunmustur. Ay testi
biyofilm igerisindeki bakterilere yaptiklarinda klorhekzidin glukonatin %1,
9%0.5 ve %0.1'lik konsantrasyonlart 60 dakikada bile bakterisidal olarak
etkisiz bulunmustur. Biyofilm igerisinde benzalkonyum Kklorliriin %1’lik
konsantrasyonu 10 dakikada bakterisidal etkili bulunurken, 9%0.5°1ik
konsantrasyonu ise 30 dakikada bakterisidal olarak etkili bulunmus,
biyofilm icerisindeki MRSA’larda benzalkonyum Kkloririin klorhekzidine

gire bakterisidal etkisinin daha fazla oldugu belirtilmistir.

Kobayashi ve ark.”” MRSA suslarinda benzalkonyum kloriir ve
klorhekzidin glukonat icin MIK degerini suslarin  %30°unda yiiksek
bulmuslardir. Buna karsilik klorhekzidin glukonaun %0.5, %0.1 wve
9%0.05°1ik konsantrasyonlar 30, 60 ve 180. dakikalarda bakterisidal olarak
etkisiz  bulunmusgtur. Benzalkonyum  kloriirin  1se %  0.05°lik
konsantrasyonlart aynt siirelerde etkisiz bulunurken %0.5 ve 9%0.1°lik
konsantrasyonlart bazi suslarda bakterisidal olarak etkili bulunmustur.
Ayrica MIK degerinin  antiseptik ve dezenfektan madde etkinligini
belirlemede gerekli olmadifi vurgulanmustir. Arastiricilar benzalkonyum
kloriir ve klorhekzidin etanol igerisinde c¢oziindiiklerinde MRSA’lar
izerindeki bakterisidal etkilerinin arttigmida  belirtmektedir. Bizim
calismamizda benzer sekilde klorhekzidin ve benzalkonyum kloriir i¢in MIK
degerleri sirasiyla % 40.57 - %49.27 oraninda yiiksek bulunmasima ragmen,

benzalkonyum kloriir ve klorhekzidin iceren dezenfektan maddelerin
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9%0.1’lik  konsantrasyonlart 30 saniyede %89.85 - 9%97.10 oraminda
bakterisidal etkili bulunmustur. Ayrica MIK degerinin antiseptik ve
dezenfektan madde etkinligini belirlemede  gerekli olmadigt fikri de

desteklenmektedir.

Giineri ve ark.?"” bazi dezenfektanlar ile klorhekzidin ve benzalkonyum
kloriir soltsyonlarinin S. aureus, E. coli, P. aeruginosa Uzerine bakterisidal
etkinligini inceledikleri ¢calismada, klorhekzidin soliisyonunun 9%0.5, 9%0.25,
9%0.1, 9%0.05, 9%0.02 ve %0.01'lik konsantrasyonlan 2.5 dakika icinde S.
aureus’lar icin bakterisidal olarak etkili bulunmustur. Benzalkonyum kloriir
solisyonunun %0.001°1ik ve 90.0005°1ik konsantrasyonlart 60 dakikada bile
etkisiz bulunurken “%0.25, %0.125, %0.005, %0.0025°lik konsantrasyonlari
2.5 dakikada bakterisidal olarak etkili bulunmustur. Sonug¢ta kuarterner
amonyum bilesiklerinin klorhekzidinden daha az bakterisidal etkili oldugu
belirtilmigtir.  Benzer sekilde klorhekzidin ve  benzalkonyum  klorir
soliisyonunun %0.1 ve %1’lik konsantrasyonlarimin MRSA’lar iizerindeki
30 saniyedeki bakterisidal etkinligini inceledigimiz ¢calismamizda, % 1’1k
konsantrasyonlar tiim bakteri suslarinda bakterisidal etkili bulunurken,
9%0.1°'lik  konsantrasyonlarda bir kuarterner amonyum bilesigi  olan
benzalkonyum klorlir klorhekzidinden daha az bakterisidal etkili

bulunmustur.
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Ekizoglu"” calismasinda Gazi Universitesi ve Haccetepe Universitesi
hastanelerinden izole ettigi bakterilerde klorhekzidin soliisyonunun
bakterisidal etkinligini incelemis, hastane susu S. aurens’larda klorhekzidin
solisyonunun onerilen %1°lik kullamm Kkonsantrasyonunun 5 dakidada
bakterisidal etkili oldugunu belirtmistir. Caklr(m Gazi Universitesi
hastanesinden izole ettigi bakterilerde klorhekzidin soliisyonunun %1°lik ve
% 10’luk konsantrasyonlarimin bakterisidal etkinligini incelemis, metisiline
duyarli ve metisiline direnchi S. «wreuns suslarimin hepsininde klorhekzidin
solisyonunun 1 dakikada %1 ve %10’luk konsantrasyonlarint bakterisidal
olarak etkili bulmuslardir. Aymi hastaneden hastane infeksiyonu etkeni
olarak izole ettigimiz MRSA’larda klorhekzidin sollisyonunun iiretici firma
tarafindan dnerilen %1°lik  kullamim konsantrasyonu ve 10 Kkat
sulandiriminin 30 saniyvede bakterisidal etkili oldugu tespit edilmistir. Daha
cok sayida bakteri swsu iizerinde vyapilan calismamiz hastanemiz

dezenfeksiyon politikasi acisindan oldukga anlamli bulunmustur.

Biyosit ve antibiyotik direnci arasinda bir baglanti oldugu tizerinde ¢ok
diigtiniillen ve c¢alisilan bir konudur. Bakterilerde bu maddelerin hedef
bdlgeleri farkhihk gosterse de direng gelisim mekanizmalarr dogal ve
kazanilmis direng bashiklarn altinda benzer oldugundan dolayr bu
maddelerden birine direngli olan bakterilerin secilimi sonucu ortak direng
ozelligi tasiyan bir digerine de direng probleminin olacag diisiintilmektedir.

Bu konuyla ilgili olarak antibiyotiklere diren¢li bakterilerin biyositlere
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duyarlt bakterilerin secilimi ile oldugu, biyositlere direngli olan bakterilerin
antibiyotiklere direngli olabilecekleri, biyositlerin antibiyotiklere direncgli
bakterilerin  segimine neden olabilecegi, bivositlerin klinik  uygulama
girmesiyle antibiyotik direncinin gelisebilecegi disiinilmektedir. Ancak
antibiyotiklere direngli bakterilerin biyositlerin kullanim
konsantrasyonlarina direncli olmadiklar: gésterilmistir. Bakterilerde biyosit
maddelere karst gorilen azalan duyarhhk vyada artan direng durumu
antibiyotik maddelere dirence bagli yada bagimsiz olabilir, bu direng
birlikteliginde ortak mekanizma 6zgil olmayan bir sekilde dis membran
permeabilitesinin  azalmasina  bagh  almmin  azalmasiyla  iliskili
olabilir3%50),

Sonug olarak degisik fizik ve kimyasal cevre sartlarina uyum
saglayabilen mikroorganizmalar vaygin Kkullanimlari olan dezenfektan
maddelere direncli hale gelebilirler. Dezenfektan maddelere kargi artmusg
MIK degerlerinin belirleme dezenfektan maddenin bakterisidal etkisinde
fazla bir degisiklik meydana getirmediginden klinik olarak dnemli degildir.
Dezenfektan ve antibiyotik direnci arasinda ¢apraz reaksivonlar olabilirligi

stiphesi ile bu konu Gizerinde durulmaktadur.

MRSAlarda  dezenfektan  direnci  gittikce  artan  bir  sekilde
tanimlanmaktadir. Direng olusumundaki olast mekanizmalar disart atulim,

hedef bilge degisimi ve hiicre duvan degisimine bagh alimmim azalmasi
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seklinde tanimlanmaktadir. Ozellikle disart atilim yoluyla direng gelisimi
oldukg¢a ©nemlidir. gacA/B geni MRSA’lar da en &énemli antiseptik ve
dezenfektan direng geni olarak da bilinmektedir ve biyosit disart atiliniyla
girevli proteinleri kodlamaktadir. Bu sebeple bakterilerin direng geni tasiyip
tagtmadigim ve sahip olunan genlerin fenotipik yansimasinin olup olmadigim
bilmek bu bakteri kaynakli hastane infeksiyonlarinin onlenmesinde
onemlidir. Eger biyosit direnci giderek artan sekilde yayginlasir ve
antibiyotik direnci de buna baglanuli bir sekilde eslik ederse tedavi
edilemeyen infeksiyonlarin artigy izlenebilir. Biyosit direnci transfer edilebilir
ozellikte  oldugundan, vyetersiz  dekontaminasyon  sonucu  capraz
infeksivonlarin olusumuna sebep olabileceginden dolayt riskli bir durumdur.
Ayrica biyosit direnci antibiyotik direnciylede ilgili olabilir bu sebeple de

onemlidir.
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5. SONUC

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarina Mayis 2005- Haziran 2006 tarihleri arasinda génderilen
klinik @rneklerden hastane infeksivonu etkeni olarak izole edilen 69 adet
metisiline direngli Staphviococcus aurens (MRSA) lar da gacA/B dezentektan
diren¢ geninin varhg ve dagilim aragtinldi. % 11.5 oraninda  gacA/B

dezenfektan direng geni pozitifligi tespit edildi.

MIK ve kantitatif siispansiyon testleri yapilarak, benzalkonyum kloriir
ve klorhekzidinin bakteriyostatik ve bakterisidal etkileri belirlendi, gacA/B
diren¢ genlerin fenotipik olarak dezenfektan direncine yol agip agmadifl
veya ne dlciide yol actigr da arastirilldi. Klorhekzidin soliisyonunun %0.1°1ik
konsantrasyonun etkili oldugu 67 hastane susunun 9%359.70’inde klorhekzidin
icin MIK degeri 2 pg/ml, %40.30’unda ise 2 pg/ml’'nin iizerinde bulundu.
Benzalkonyum Kkloriir sollisyonunun 9%0.1°lik konsantrasyonunun etkili
oldugu 62 hastane susunun %50’sinde benzalkonyum kloriir MIK degeri 2
ug/ml, %50°de ise 2 pug/ml'nin iizerinde bulundu. Bu sonuglar dikkate
alindiginda artmis MIK degerleri ile bakterisidal etki arasinda bir iligki

bulunamada.

Sonug¢ olarak calismamizda polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile

gacA/B  geni  pozitifligi  tespit ettifimiz  MRSA  suglarimin hepsi  i¢in
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klorhekzidin =~ ve  benzalkonyum  klorir  soliisyonunun  %0.1°1ik
konsantrasyonlart  bakterisidal  etkili  bulundu. Klorhekzidin  ve
benzalkonyum kloriir soliisyonlarinin iiretici firmalarin dezenfektan amach
kullanim i¢in Onerdikleri %1°lik konsantrasyon ve 10 kat sulandirimlari
gacA/B direng geni bulunan bakteriler ve yitksek MIK degerine sahip olan
bakterilerde bakterisidal olarak etkili bulundu. Direng genlerinin ve artmis

MIK degerlerinin direng fenotipine yansimadiklari sonucuna varildi.
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OZET

Metisiline direncli Staphyviococcus aureus (MRSA) tiim diinyada hastane
infeksiyonlar: etkenleri arasinda énemli bir yere sahiptir. Klinik olarak kanit
bulunmasa da MRSA’larin antiseptik ve dezenfektan maddelere direng
gisterdikleri bilinmektedir. gacA/B geni baz1 dezenfektanlara direncli klinik
MRSA tirlerinde bulunabilmektedir. Bu ¢alismada hastane infeksiyonu
etkeni oldugu tespit edilmis MRSA suslarninda ¢acA/B direng genlerinin
varhigt ve bu genlerin fenotipik olarak dezenfektan direncine yol acip

agmadigl arastirillmistir.

MRSA tiirleri Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarimmdan Mayis 2005 — Haziran 2006 tarihleri arasinda izole edildi.
MRSA suslarinda 8/69 (%11.5) oraninda gacA/B pozitifligi tespit edildi.
MRSA suslarinda benzalkonyum kloriir ve klorhekzidin i¢cin minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MIK) belirlendi. MIK degerleri MRSA
suglarinda benzer sekilde 2 — 8 upg/ml arasinda bulundu. Kantitatif
suspansiyon testi yapilarak klorhekzidin ve benzalkonyum kloriir antiseptik
solisyonlarimin  bakterisidal etkileri incelendi. Bu antiseptik maddelerin

Y% 1’lik ve 9%0.1°lik konsantrasyonlar1 bakterisidal etkili bulundu.
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Sonug olarak gacA/B  direng genleri bulunan bakteri suslarinda
antiseptik  solusyonlarm klinik kullanim konsantrasyonlarina direng

bulunamad.
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TITLE

DETERMINATON OF DISINFECTANT RESISTANT GENES gacA/B IN
NOSOCOMIAL METHICILLIN-RESISTANT ISOLATES OF

STAPHYLOCOCCUS AUREUS
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SUMMARY

Methicillin  resistant  Staphylococcus aurens (MRSA) remains an
important cause of hospital-acquired infections worldwide. Although there is
no adequate evidence in clinical practice so far, it is known that MRSA shows
resistance to some antiseptics and disinfectants. The gacA/B genes identitied
in clinical MRSA strains confer resistance to some disinfectants. In this
study, we aimed to investigate gacA/B resistance genes in nasocomial MRSA
isolates and also to determine whether these genes cause disinfectant

resistance phenotypically.

The MRSA strains were isolated between May 2005 and June 2006 in
the Clinical Microbiology Laboratory in Gazi University of Medical Hospital.
The gacA/B genes were found in 8/69Y S. aureus isolates (11.5%). We
performed benzalkonium chloride and chlorhexidine minimum inhibitory
concentrations (MIC) on MRSA isolates. Benzalkonium chloride and
chlorhexidine MIC values for MRSA isolates were found between 2 — 8
ug/ml. Quantitative suspension tests were performed to assess the
bactericidal efficacy of the chlorhexidine and benzalkonium chloride
antiseptic solutions. The antiseptics were found bactericidal for the isolates at

the concentrations of 1% and 0.1 %.
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Finally, the presence of the gacA/B genes did not cause the isolates to be
resistant to the antiseptic solutions at the concentrations used in clinical

practice.
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