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OZET

Stafilokoklar, insan normal florasinda bulunmakla birlikte nozokomiyal ve toplumdan
kazanilmis enfeksiyonlarin en dnemli etkenlerindendir. Ozellikle metisilin direngli S.aureus
suslarinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde biiyiik sikintilar yaganmaktadir. Metisilin
direngli S.aureus suslar1 beta-laktam ve beta-laktam dis1 antibiyotiklerin ¢oguna karsi
direnclidir. Bu nedenle, glikopeptit antibiyotikler metisilin direngli S.aureus un neden oldugu

ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde ilk segenektir.

Metisilin direngli stafilokoklarda vankomisin direncinin arastirilmasinin amaglandigi
bu c¢aligma, Ocak 2010-Kasim 2013 tarihleri arasinda yapildi. Diizce Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen ¢esitli
klinik 6rneklerden (idrar, balgam, kan, yara siiriintiisii, brons lavaj sivisi, katater... vb.) izole
edilen edilen toplam 331 stafilokok susu incelemeye alindi. Sadece metisilin direncgli
S.aureus’lar ve metisilin direngli koagiilaz negatif stafilokoklar ¢alismaya dahil edildi.
Metisilin direncini tespit etmede oksasilin agar tarama, sefoksitin disk difiizyon testi;
vankomisin direncini saptamada vankomisin agar tarama, standart e test, makro e test ve PAP

yontemleri kullanildi.

S. aureus izolatlarinin 115 (% 54,2)’i metisilin direngli S.aureus; koagiilaz negatif
stafilokok izolatlariin 66 (%51,2)’s1 metisilin direngli koagiilaz negatif stafilokok olarak
bulundu. Kullanilan vankomisin agar besiyerine ekilen 181 metisilin direngli stafilokok
susunun ilk 24 saatte sadece ikisinde {ireme saptandi. Ureme saptanan suslarin her ikisi de S.
aureus idi. Bu metisilin direngli S.aureus suslar1 standart E Test ve Makro E Test
incelemelerinde vankomisine duyarli olarak bulundu. PAP yontemi ile higbir susta {ireme

saptanmadi. Bu veriler sonucunda hastanemizde VIS ve h/VIS olmadig: kanaatine varildi.

Metisilin direngli S.aureus enfeksiyonu diisiiniilen hastalarda tedavide glikopeptid
kullaniminin ileride hVISA ve VISA gelisimine sebep olabilecegi akilda tutulmali ve tedaviye
yanit vermeyen hastalarda vankomisin direnci i¢in tarama mutlaka yapilmalidir. Sonug olarak
bu seckin antibiyotigin kullaniminda 6zenli olunmasi ve gerek tedavi Oncesi, gerekse tedavi
sirasinda hastalarin mikrobiyolojik yonden yakin izleminin 6nemli ve gerekli oldugu

diistiniilmiistir.



Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, koagiilaz negatif stafilokok, metisilin,
vankomisin, direng, hVISA, VISA.



ABSTRACT

Staphylococci are among the most important aetiological agent of nosocomial and
community-acquired infections, although found in human normal flora. Particularly in
methicillin resistant S. aureus infection treatment have been experienced great difficulties.
Methicillin resistant S. aureus strains are resistant to beta lactam and most of the non beta
lactam antibiotics. Therefore, glycopeptide antibiotics are the first option in the treatment of

severe infections caused by methicillin resistant S. aureus.

The study which aimed to investigate, presence of vancomycin resistance in
methicillin resistant staphylococci, was conducted between January 2010 and November
2013. Total of 331 staphylococcal strains which were isolated from the variety of clinical
samples (urine, sputum, blood, wound swabs, bronchial lavage fluid, catheter...etc.) which
were sent to Clinical Microbiology laboratory of Duzce University Faculty of Medicine
Research and Application Hospital were analyzed. Only methicillin resistant coagulase
negative staphylococci and methicillin resistant S. aureus were included to the study. To
detect methicillin resistance oxacillin screening agar, cefoxitin disk diffusion test and to detect
vancomycin resistance vancomycin screening agar, standard E test, macro E test and PAP

methods were used.

115 (54,2 %) of S. aureus isolates were found as methicillin resistant S. aureus. 66
(51,2%) of coagulase negative staphylococci isolates were found as methicillin resistant
coagulase negative staphylococci. Only two of the 181 methicillin resistant staphylococci
strains which inoculated to vancomycin screening agar were growed in first 24 hours. Both of
them were S. aureus. These methicillin resistant S. aureus strains were found sensitive to
vancomycin on standard and macro E test methods. There was not found any growth of
vancomycin resistant strains with PAP method. As a result of these data, there was no growth
of VIS and h/VIS strains in our hospital.

It should be kept in mind that; in the treatment of suspected methicillin-resistant S.
aureus infected patients, it should be kept in mind that usage of glycopeptides may lead to
development of future hVISA and VISA, screening for vancomycin resistance should be

performed in patients who do not respond to treatment. As a result, that it needs to be attentive



in the usage of these exclusive antibiotics and as well as during pre-treatment and treatment

close follow-up in microbiological aspect of patients was necessary and important had been

considered.

Key words: Staphylococcus aureus, coagulase negative staphylococci, methicillin,

vancomycin, resistance, hVISA, VISA.
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SIMGE VE KISALTMALAR

BKiA: Beyin Kalp inflizyon Agar

DNA: Deoksiribonukleik Asit

DNaz: Deoksiriboniikleaz

EDTA: Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

hVISA: Heterojen Vancomycin-Intermediate Staphylococcus aureus
HKMRSA: Hastane Kaynakli Metisiline Rezistans Staphylococcus aureus
KKA: Koyun Kanli Agar

KNS: Koagililaz Negatif Stafilokok

RNA: Ribonukleik Asit

MSSA: Metisilin Sensitive S. aureus

MRSA: Metisiline Rezistans Staphylococcus aureus

MHA: Mueller-Hinton Agar

MLST: Multilocus Sequence Typing

NAG: N Asetil Glukozamin

NAM: N Asetil Muramik Asit

PAP-AUC: Population Analysis Profile-Area Under the Curve
PCR: Polimerase Chain Reaction

PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis

PBP: Penisilin Baglayan Protein

PVL: Panton-Valentine leukocidin

SCCmec: Staphylococcal Chromosome Cassette mec

SPA: Stafilokokkal Protein A



TKMRSA: Toplum Kaynakli Metisiline Rezistans Staphylococcus aureus

VISA: Vankomisin Intermediate Staphylococcus aureus

VRSA: Vankomisin Rezistan Staphylococcus aureus



1. GIRIS VE AMAC

Genel olarak mikroorganizmalarda antibiyotiklere karst hizla gelistirilen direng
mekanizmalarindan dolay1 bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde ciddi sorunlar yaganmakta ve

bu da yeni antibiyotiklere duyulan ihtiyaci artirmaktadir.

Gram pozitif koklar, Ozellikle stafilokok tiirleri son yillarda hastane kaynakli
enfeksiyonlarda Gram negatif bakterilerden daha sik sorumlu tutulan etkenler olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Ozellikle yogun bakim iinitelerinde olmak iizere metisiline direncli S.aureus
(MRSA) enfeksiyonlar1 giderek artan oranlarda rapor edilmektedir (1, 2). Son yillarda, MRSA
enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinde onemli degisiklikler meydana gelmistir. Bunlardan
birincisi S.aureus izolatlarinda goriilen metisilin direng oranlarindaki artistir. Yapilan bazi
calismalarda, yogun bakim {initelerinden izole edilen S.aureus izolatlarinin yaklasik %80’
metisiline direngli saptanmistir (2). Ikinci énemli degisiklik, bazi merkezlerde MRSA
izolatlarinda goriilen vankomisin duyarliligindaki azalmadir. Bu izolatlarin vankomisin MIK
degerleri <2 pg/ml olmak iizere duyarli sinirlarinda olmasina ragmen, vankomisin ile basarisiz
klinik sonuclar elde edilmektedir. Ugiinciisii, MRSA izolatlar1 arasinda vankomisine orta
diizeyde duyarl S.aureus (VISA), heterojen VISA (hVISA) ve vankomisine direncgli S.aureus
(VRSA)’larin ortaya ¢ikmasidir. Dordiincli 6nemli degisiklik ise MRSA sorununun sadece

hastanelerde sinirli kalmayip toplumda da goriilmeye baslamasidir (3, 4).

Bu sebeplerden dolay1 c¢aligmamizda Ocak 2010-Kasim 2013 tarihleri arasinda
hastanemiz Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen c¢esitli klinik orneklerden izole edilen
stafilokok suslarinda oncelikle metisilin direncini ve daha sonra da MRSA ve metisiline
direngli koagiilaz negatif stafilokok (MRKNS) izolatlarinda vankomisin direncini (VIS, hVIS

varligini) arastirmay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Stafilokoklar
2.1.1. Tarihce

Stafilokoklar1 ilk kez 1878’de Robert Koch tanimlamis, 1880°’de Pasteur sivi
besiyerinde iiretmis ve 1881°de Iskogyali cerrah Alexander Ogston fare ve kobaylar icin
patojen oldugunu vurgulamistir. Staphylococcus terimi Grekce staphyle (iiziim salkimi)
tabirinden tiliretilmistir ve karakteristik kiimelenmeler yaptiklarindan dolay1 Alexander Ogston
tarafindan se¢ilmistir (5). Rosenbach 1884’te beyaz renkli kolonileri Staphylococcus albus,
sar1-portakal rengi kolonileri ise Staphylococcus aureus olarak isimlendirmistir. Bu ayirim

yakin zamana kadar devam etmistir (6).

2.1.2. Simiflandirma

Tiirlerin smiflamasinda, kemo-taksonomik, biyokimyasal ve morfolojik 6zelliklere
dayali degisik teknikler kullanilsa da giiniimiizde DNA-DNA hibridizasyon yontemine dayali
siiflandirma kabul gérmektedir. Glinlimiize kadar Staphylococcus genusunda 33 tiir ve 17
alt tiir saptanmustir. Stafilokok tiirleri DNA/DNA iligkileri ve fenotipik 6zelliklerine gore en
az dort grup altinda toplanabilirler. Staphylococcus epidermidis grubunda; S. epidermidis, S.
capitis, S. warneri, S. haemolyticus, S. hominis ve S. saccharolyticus tiirleri, Staphylococcus
saprophyticus grubunda; S. saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus tiirleri, Staphylococcus
simulans grubunda; S. simulans, S. carnosus tiirleri, Staphylococcus sciure grubunda; S.
sciure, S. lentus tiirleri yer almaktadir. Staphylococcus aureus, Staphylococcus auricularis,
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus hyicus ve Staphylococcus caseolyticus herhangi
bir gruba dahil edilememistir. Insanlardaki stafilokok enfeksiyonlarinda dncelikle S. aureus
yer alir. Firsatg1 patojenler olan S. epidermidis ve S. saprophyticus da siklikla enfeksiyona
sebep olurlar. Daha nadiren S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S. saccharolyticus, S.

cohnii ve S. simulans da firsat¢i enfeksiyonlara neden olurlar (2, 7).

2.1.3. Mikroskobik ozellikleri

Stafilokoklar, 151k mikroskobu ile incelenmesinde 0,5-1,5 mikrometre ¢capinda, Gram



pozitif kok goériiniimiinde bakterilerdir. Boyali preparatlarda tekli, ikili yada iiziimsalkimina
benzer gruplar seklinde goriiliirler. Ozellikle s1v1 besiyerlerinden yapilan preparatlarda kisa

zincirler yapmis koklar seklinde goriilebilir (7, 8, 9).

2.1.4. Ureme ozellikleri ve koloni morfolojisi

Hareketsiz, spor olusturmayan, genellikle katalaz pozitif, oksidaz negatif, kapsiilsiiz
bakterilerdir. Aerop yada fakiiltatif anaerop ortamlarda 37 °C’de kolaylikla iiretilebilirler.
Anaerobik ortamda glukozdan asit olustururlar. Staphylococcus saccharolyticus ve
S.aureussubsp. Anaerobius alt tipleri digerlerinden farkli olarak anaerop, katalaz negatif ve
karbohidratlardan gaz olusturmazlar. Optimal tireme sicakliklar1 30-37°C ve pH degerleri de
7-7,5 olup genis pH ve sicaklik araliklarinda da (pH 4,2-9,3 sicaklik 18-45°C) kolaylikla
treyebilirler. Birgok tiirlinde karotenoid pigment bulunabilir. Basitrasin, furazalidon,

lizostafine duyarli olmakla birlikte lizozime direng gosterirler (5).

Koagiilaz deneyi, S. aureus’u diger stafilokoklardan ayirt etmede en yaygin olarak
kullanilan ve genel olarak kabul goren identifikasyon kriteridir. S. aureus koagiilaz
pozitiftir. Iki farkl1 yontemle koagiilaz testi yapilabilir. Birincisi tiip testidir. Stafilokoklarin
besiyerine saldiklar1 serbest koagiilaz arastirilir. Ikincisi ise kiimelestirme faktorii olarak da
bilinen bagli koagiilazin arastirildigi lam deneyidir. Lam deneyi hizli sonu¢ vermekle
birlikte, S. aureus suslarinin %10-15’1 bu yontemle negatif sonug verebilir. Koagiilaz negatif
olan stafilokoklar mannitolii parcalamazlar. Mannitole etki deneyi, koagiilaz testinden sonra
Staphylococcus aureus’u diger stafilokoklardan ayirt etmede en yararli deneydir. Diger
karbonhidratlardan trehaloz, mannoz, maltoz, siikroz ve laktozu pargalarlar, ksiloz,
sellobioz, arabinoz ve rafinozu pargalamazlar. Nitratlar1 nitritlere indirgerler. Oksidaz
olumsuzdurlar (5, 6). Kisaca S. aureus’u diger stafilokoklardan ayirmak igin koagiilaz,
mannitol fermentasyonu ve deoksiriboniikleaz testleri kullanilir. Bu testlerin pozitif sonug
vermesi, bakterinin S. aureus oldugunu gosterir (10). Stafilokoklar, % 10 ve daha az NaCl
iceren ortamlarda, birgok basit besiyerlerinde irerler. Stafilokoklar koyun kanli agarda
(KKA) 18-24 saatlik inkiibasyonu takiben, 1-4 milimetre (mm) ¢apinda, yuvarlak ve
diizgiin, hafif konveks, beyazdan altin sarisina, sar1 renkten turuncuya kadar degisen
pigmentli, krema kivaminda, diizgiin kenarli beta hemolitik veya hemolitik olmayan

koloniler seklinde lireme gosterirler (8, 9).

2.1.5. Hiicre yapisi



2.1.5.1. Genom
Bakteri genomu; profajlar, plazmidler, transpozonlar ve 2800 baz ciftli sirkiiler bir
kromozomdan olusur. Antibiyotik direnci ve bakteri viriilansindan sorumlu olan genler bu

kromozom veya ekstrakromozomal yapilar tizerinde bulunabilir (11).

2.1.5.2. Hiicre duvari

Hiicre duvarinin ana bilesenlerini peptidoglikan ve teikoik asit olusturur. Hiicre duvari
kuru agirliginin %50-60’1 heteropolimerik bir yapida olan peptidoglikan tabakadir. Hiicre
duvar B-1,4 baglan ile bagh N-asetilglikozamin ve polimerlerinin kisa peptid zincirlerine
capraz baglarla baglanmasiyla olusan bir kompleks yapidir. N-asetilmuramik asitin
karboksil ucuna bagl pentapeptid rezidiileri bir zincirdeki D-alanin ile diger zincirdeki L-
lizin arasindaki pentaglisin kopriileri ile birbirlerine baglanir. Stafilokok cinsinin
tanimlanmasinda pentaglisin  kopriilerinin  lizostafin enzimine gosterdikleri &zgiil
duyarhiliktan yararlanilir (7, 8, 11, 12).

Hiicre duvarinda bulunan teikoik asit, mukozalarda bulunan 06zgiil reseptorleri
(fibronektin, fibrinojen, laminin, trombospondin, elastin, kollajen, vitronektin ve
sialoprotein) ile birleserek stafilokoklarin enfeksiyon bdlgesine yapismasini saglar. Teikoik
asit, peptidoglikan tabakaya ya da lipofilik zincir arasindan sitoplazmik membrana kovalan
olarak baglanmis, tiire 6zgli fosfat iceren polimerlerden olusur. Kalinligi, bakteri tiiriine
gore degismekle birlikte 10-12 nm arasindadir. Teikoik asitler bulunduklar1 yere gore 2
kisma ayrilir. Bunlar; hiicre duvari ve membran teikoik asitleridir. Duvar teikoik
asitlerinden N-asetil glukozamin (GlcNAc) rezidiileri igeren ve polisakkarit A olarak da
adlandirilan ribitol teikoik asit S. aureus’ta, glikozil rezidiileri igceren ve polisakkarit B

olarak da adlandirilan gliserol teikoik asit ise S. epidermidis’te bulunur (11).

2.1.5.3. Hiicre kapsiilii ve biyofilm tabakas1
Stafilokoklarin bazilarinda kapsiil ve biyofilm tabakasi bulunabilir. Bunlar bakterinin

adheransini, fagositozdan ve antimikrobiyallerin etkilerinden korunmasini saglar (8, 13).

2.1.5.4. Yiizey proteinleri
Protein A, elastin, kollajen, fibronektin baglayan proteinler ve “clumping” faktor,
kimyasal yapilar1 ve hiicre duvar1 yerlesimleri birbirlerine benzeyen stafilokoksik ylizey

proteinleridir. Bu proteinler stafilokoklarin konak dokularinda kolonize olmasinda en



onemli faktorlerdir. Bu proteinlerin prototipi olan protein A’nin en 6nemli 6zelligi, 1gG3
disindaki tim IgG ve IgA2 ile baz1 IgM’lerin Fc reseptorleri ile birlesebilmesidir. Bu

nedenle protein A’nin antikomplemanter ve antifagositer etkinligi vardir (6,14).

2.1.6. Hiicre dis1 toksinler

Staphylococus aureus konak hiicresine sitotoksik veya enzimatik etki gosteren, hiicre
yapisini ve/veya islevini etkileyen ¢ok sayida toksin iiretme yetenegine sahiptir. Bunlar;
toksik sok sendromu toksin-1, enterotoksinler, eksfoliyatif toksin ve hemolizinlerdir (9, 15,
16).

2.1.7. Enzimler

2.1.7.1. Katalaz

Biitiin  stafilokoklar miyeloperoksidaz sistemince diizenlenen toksik hidrojen
peroksitin su ve oksijene donisiminii katalize eden katalaz enzimi iiretirler (9,17). Hidrojen
peroksit bakteriyel metabolizma sirasinda veya fagositoz sonrasi birikebilir (17). Katalaz
fagosite edilmis bakterinin oksijen radikalleri ile 6ldiriilmesini engelleyerek konak savunma

mekanizmalarini bozar (18).

2.1.7.2. Koagiilaz
Koagiilaz aktivitesi S. aureus suslarinin hemen hemen tamaminda (%98-99) tespit
edilir. Hiicre dis1 bir 6n enzim olan koagiilaz, protrombin aktivatorii olup fibrinojenin

fibrine donilisiimiinii saglar (9, 13, 19, 20).

2.1.7.3. Fibrinolizin
Ayn1 zamanda stafilokinaz olarak da isimlendirilir. Hemen hemen tiim S.aureus

tirlerince tretilen fibrinolizin, fibrin kilifin eriterek infeksiyonun yayilimini kolaylastirir (7,

9, 17).
2.1.7.4. Hyalurinidaz
Hyaluronik asiti hidrolize eder. Bu enzim S.aureus’un dokuda yayilimini kolaylastirir.

S.aureus suslarinin %90’dan fazlas1 bu enzimi tretirler (6, 7, 9, 17).

2.1.7.5. Lipaz



S.aureus’un tiim suslar1 ve KNS’larin %30°dan fazlas1 birkag farkli lipaz iiretirler. Bu
enzim lipitleri hidrolize eder ve viicutta yagdan zengin deri bolgelerinde bulunan
stafilokoklarin canlilifini devam ettirmesini saglayan bir faktordiir. Ayrica kutandz ve

subkutan6z dokularda yiizeyel cilt infeksiyonlarin gelisiminde rol oynar (6, 7, 9, 17).

2.1.7.6. Niikleaz

Endo ve ekzo niikleaz aktivitesine sahip, deoksi riboniikleik asit (DNA)’i veya
riboniikleik asit (RNA)’i niikleotidlere parcalayan fosfodiesterazlardir (7). Termostabil
niikleaz, S.aureus’u diger stafilokoklardan ayirt etmede kullanilan diger bir faktordiir.

Infeksiyonun patogenezinde bu enzimin rolii bilinmemektedir (6, 17).

2.1.7.7. Proteaz

S. aureus serin proteaz, sistein proteaz, metalloproteaz, stafopain olmak lizere 6n
enzim Ozelliginde baglica dort hiicre dist proteaz iretir (15). S6z konusu proteazlarin
patojenitedeki rolleri bugiin i¢in tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte konak

savunmasinin bozulmasi ve doku yayiliminda rol aldiklar1 diisiiniilmektedir (20).

2.1.7.8. Penisilinaz

Penisilinin ilk klinik kullanima girdigi 1941 yilinda stafilokoklar biiyiik oranda
penisiline duyarli iken, organizmanin iirettigi penisilinaz sayesinde bugiin stafilokoklarin
%90’ 1ndan fazlasi penisiline diren¢li durumdadir (17).
Yapilan ayrintili ¢alismalar, S.aureus’un en az 3 farkli tipte P-laktamaz {irettigini
gostermistir. Penisilin ve ampisilin’e direnci saglayan stafilokok penisilinazi; antibiyotik
tarafindan yapimi indiiklenebilen enzim niteliginde olabilecegi gibi, siirekli iiretilen yapisal
bir enzim niteliginde de olabilir. Bu enzimi kodlayan genler genellikle plazmid iizerinde
bulunur (ekstrakromozomal DNA) ve ayni zamanda eritromisin ve tetrasiklin gibi c¢esitli
antibiyotiklere direng genlerini de tasirlar. Bu direng genleri transformasyon ve transdiiksiyon

ile diger bakterilere de transfer edilebilir (9).

2.1.8. Virulans faktorleri

Bakterinin yukarida acikc¢a bahsettigimiz yapisal bilesenleri(kapsiil, peptidoglikan,
teikoik asit, protein A, sitoplazmik membran), toksinleri (sitotoksinler, eksfoliatif toksin,
enteretoksinler, toksik sok sendromu toksin), enzimleri (koagiilaz, katalaz, hyalurinidaz,

fibrinolizin, lipaz, niikleaz, penisilinaz) aynm1 zamanda viriilans faktorleri olarakta gorev



yapmaktadir.

2.1.9. Epidemiyoloji

Stafilokoklar onemli enfeksiyon etkenleri olarak 100 yildan uzun bir siiredir tip
diinyasin1 mesgul etmektedir. Ik olarak 1881 yilinda Iskogya’li cerrah Alexander Ogston
tarafindan tanimlanan stafilokoklar, o donemde c¢ok agir seyreden, tedavisi gili¢, Oliimciil
enfeksiyonlara neden olmaktaydi. Alexander Fleming’in penisilini bulmasi (1928) ve 1940
yilinda Forey ve Chain tarafindan penisilinin biiyilk miktarlarda {iretiminin basarilmasi ile
stafilokokal enfeksiyonlarin tedavisinde 6énemli bir asama kaydedilmistir. Ancak penisilinin
yaygmn klinik kullanima girmesiyle birlikte penisilini parcalayan stafilokok suslari ortaya
cikmistir. Penisilinaz {iretimi ilk olarak 1940°da Abraham Chain tarafindan Escherichia coli’de
saptanmuis, ilk penisilinaz iireten stafilokoklar ise 1944’de Kirby tarafindan bildirilmistir. Bu
tarihten itibaren stafilokoklarda penisilin direnci giderek artmis, 1950°li yillarda penisilinin
yanisira eritromisin, tetrasiklin, streptomisin gibi o donemde kullanimda olan diger

antibiyotiklere de direng gelismistir (21).

1960 yilinda metisilinin ve daha sonra da diger penisilinaza direngli penisilinlerin
kullanima girmesiyle birlikte stafilokokal enfeksiyonlarin tedavisinde 2. Onemli asama
kaydedilmistir. Ancak ¢ok kisa bir siire igerisinde (1961) stafilokoklarda metisilin direnci
tanimlanmis ve 1970’li yillardan itibaren de MRSA suslarinda multipl antibiyotik direnci
problemi ortaya cikmustir. Diren¢ probleminin artmasiyla birlikte MRSA tiim diinyada

nozokomiyal epidemilere yol agan ciddi bir saglik sorunu haline gelmistir (21).

2.1.10. Stafilokoklarin neden oldugu enfeksiyonlar

Follikiilit, fronkiil, karbonkiil, impetigo, siipiiratif hidraadenit, mastit, yara
enfeksiyonlari, bakteriyemi, endokardit, menenjit, perikardit, pulmoner infeksiyonlar,
osteomiyelit, septik artrit, septik bursit, piyomiyozit, stafilokok toksinlerine bagl besin
zehirlenmesi, haslanmis deri sendromu ve toksik sok sendromu gibi ¢esitli klinik tablolara

neden olmaktadir (22).

2.1.11. Laboratuvar tanisi



Bakterinin kiiltiirde iiretilmesi altin standart yontem olmakla birlikte, tan1 amach
serolojik ve moleliiler yontemler de kullanilabilir (9). Ozellikle stafilokoklar1 mikrokoklardan
ayirt etmede; Gram boyama, katalaz testi, lizostafin, furazolidon ve basitrasin gibi duyarlilik
testleri, anaerop kosullarda glikozdan asit olusturma ve modifiye oksidaz testi gibi
konvansiyonel yontemlere basvurulabilir. Staphylococcus aureus’un tiir diizeyinde
tanimlanmasinda koagiilaz testi, mannitol fementasyonu, deoksiriboniikleaz (DNaz) testi ve

benzeri konvansiyonel testler rutin olarak uygulanmaktadir (13, 19, 20).

2.1.11.1. Konvansiyonel yontemler

Staphylococcus aureus basit besiyerlerinde tireyebilmekle birlikte %5 KKA’da, 35-
37°C’de normal atmosferde 18-24 saatlik inkiibasyon sonrasi tipik koloni olusturarak {ireme
gosterir (8). Morfolojik olarak, krem renginden sari-portakal rengine kadar degisen aralikta,

diizgiin yiizeyli, hafif kabarik ve kanli agarda genellikle hemolizli koloniler olustururlar. (13)

Stafilokok ve benzeri bakterileri, streptokok ve enterokok ile benzeri bakterilerden
ayirt etmek amaciyla katalaz testi kullanilir (9). Temiz cam bir lam iizerine %3’liik hidrojen
peroksit (H,O,) damlatilir. Kan igermeyen besiyerinde iireyen taze ve saf kiiltiir halindeki
bakteriden birka¢ koloni alinarak H,O; ¢ozeltisinde siispanse edilir. Oksijen gazi olusumu
lam tizerinde gaz kabarciklarinin olugsmasi seklinde goriiliir ve bakteri katalaz olumlu olarak
yorumlanir. Bazi stafilokok tiirlerinin katalaz olumsuz olabilecegi, yine bazi enterokok

tirlerinin de zayif katalaz 6zelligi gosterebilecegi unutulmamalidir (9, 19).

Stafilokoklarin  mikrokoklardan  glikoz iceren besiyerinde  gergeklestirilen
oksidasyon/fermentasyon tepkimesi ile ayirt edilmesi miimkiindiir. Anaerobik kosullarda

stafilokoklar glikozu fermente ederken mikrokoklar fermente etmezler (20, 23).

Lizostafin stafilokok hiicre duvarinda bulunan peptidoglikan tabakadaki pentaglisin
kopriilerini parcalayan ve bakteriyi ozmotik lizise duyarli hale getiren bir endopeptidazdir
(14). Tup testte, 0,2 mililitre (ml) steril tuzlu su iginde bakterinin yogun bir siispansiyonu
hazirlanir. Uzerine 0,2 ml ticari lizostafin soliisyonu eklenerek 35°C’de 2 saat inkiibe edilir.
Baslangictaki siispansiyon bulanikliginin inkiibasyon sonrasi degerlendirmede berraklagmasi
lizostafin duyarlilig1 seklinde yorumlanir. Agar testte ise, Mueller-Hinton Agar (MHA)’a 0,5
McFarland bulanikligindaki test edilecek bakteri siispansiyonu inokiile edilir ve 10

mikrogram (ug) lizostafin igeren ticari disk yerlestirilir. MHA’da 35°C’de 24 saat inkiibe



edildikten sonra degerlendirilir. Stafilokoklar 10-16 mm arasinda degisen ¢apta duyarlilik

zonu olustururken, mikrokok ve iliskili tiirlerde duyarlilik zonu olusumu gézlenmez (9).

Furazolidon duyarlilik testi, stafilokok mikrokok ayriminda kullanilir. Test edilecek
bakterinin steril distile su veya sivi besiyerinde 0,5 McFarland bulanikliginda siispansiyonu
hazirlanir ve KKA’a ekim yapilir. Ticari 100 pg furazolidon iceren disk agara yerlestirilir.
Agar 35°C’de 18-24 saat inkiibe edilir. Stafilokoklar furazolidon duyarlidir ve inkiibasyon
sonrast yapilan degerlendirmede 15 mm veya daha fazla ¢apta duyarlilik zonu olustururlar.
Mikrokoklar ise furazolidona direnclidir, inhibisyon zonu olusturmazlar, 6-9 mm arasinda

degisen ¢apta zon olusumu beklenir (9, 19).

Basitrasin duyarlilik testi, stafilokok mikrokok ayriminda kullanilan diger bir
yontemdir. Steril distile su veya sivi besiyerinde 0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanan
bakteri stispansiyonu MHA veya KKA yiizeyine ekilir. Ticari 0,04 iinite (U) basitrasin igeren
disk agara yerlestirilir. Agar 35°C’de 18-24 saat inkiibe edilir. Stafilokoklar basitrasine
direnglidirler ve inkiibasyon sonrasi yapilan degerlendirmede inhibisyon zon olusumu
gozlenmezken, mikrokoklar basitrasine duyarlidirlar, 10 mm ve daha biiyiik ¢apta inhibisyon

zonu olustururlar (9, 19).

Modifiye oksidaz testi, stafilokok mikrokok ayriminda kullanilan diger bir testtir. Bu
test dimetil siilfoksit i¢cinde tetrametil-p-fenilendiamin dihidroklorit emdirilmis filtre kagitlart
kullanilarak gerceklestirilebilir. Besiyerinden alinan bakteri kolonisi filtre kagit iizerine
stirtiliir. Filtre kagidinda 30 saniye i¢inde mavi-mor renk olusumunun gézlenmesi durumunda
test pozitif olarak yorumlanir. Modifiye oksidaz testi mikrokok tiirlerinde pozitif; S. lentus, S.
sciuri, S. vitulinus harici stafilokoklarda ise negatiftir (9).

Koagiilaz testi S. aureus’un rutin mikrobiyoloji laboratuvar tanisinda kullanilan temel
testtir. Geleneksel koagiilaz testi lam ve tlip koagiillaz testi olarak iki sekilde
gergeklestirilebilir (9, 13, 19). Lam koagiilaz testinde, birgok S. aureus kokeninde
kiimelestirici faktor olarak da bilinen hiicre duvarina bagh koagiilaz veya “clumping faktor”
ad1 verilen enzim insan, tavsan veya domuz plazmasi ile agliitinasyon gosterir. Bakteri hiicre
ylizeyindeki bu enzim fibrinojen ile dogrudan reaksiyona girerek fibrine doniistiiriir ve
agliitinasyon olusumuna neden olur. Test edilecek bakterinin yogun tuz icermeyen
besiyerinden alinmasi olast bir yalanct pozitifligin Onlenmesi ag¢isindan Onemlidir. Bu
yontemde, test edilecek bakteri kolonileri temiz bir lam {izerinde steril su veya serum

fizyolojik i¢inde yogun bir sekilde siispanse edilir. Bir damla sulandirilmis etilen diamin tetra



asetik asit (EDTA) igeren tavsan plazmasi ile karistirilir ve agliitinasyon olusumu gozlenir.
Agliitinasyon goriildiigiinde arastirilan bakteri S. aureus olarak kabul edilebilir. S. aureus
kokenlerinin %5 kadarinda bagli koagiilaz enzim iiretiminin goriilmedigi, bu sebeple lam
koagiilaz testi negatif suslarda tiip koagiilaz testinin yapilmasi gerekliligi unutulmamalidir
(19, 20, 23). Ayrica S. schleiferi subsp. schleiferi ve S. lugdunensis gibi bazt KNS’larda bagh

koagiilaz tiretimi nedeniyle test pozitif bulunabilmektedir (9).

Tiip koagiilaz test yontemi, stafilokoagiilaz veya serbest koagiilaz varligini tespit eder.
Serbest koagiilaz, bakterinin plazma ile inkiibasyonu sonucunda pihtilasmaya neden olan
hiicre dis1 bir molekiildiir. Serbest koagiilaz trombin benzeri bir molekiil olan koagiilaz
reactingfaktor ile etkileserek piht1 olusumuna neden olur. Bu iki molekiil trombin gibi
davranarak fibrinojenin fibrine doniisiimiinii dolayli yoldan saglarlar (9). Test igin, steril bir
tiip igerisine serum fizyolojik ile 1:5 oraninda sulandirilmis 1 ml EDTA’l1 tavsan plazmasi
konulur. Taze bakteri kolonisi cam tiipte plazma icerisinde homojen hale getirilir. Test tlipli
35°C’de inkiibe edilir. inkiibasyonun 4. saatinde tiip piht1 olusumu agisindan kontrol edilir.
Piht1 olusumunun gézlenmedigi tiiplerin inkiibasyonuna oda 1sisinda 18-24 saat daha devam
edilmelidir. Cilinkii bazi suslar 35°C” de uzun inkiibasyon periyodunda fibrinolizin iireterek
pthtinin ¢dziilmesine neden olabilir. Inkiibasyon sonunda pthti olusumu gdzlenen tiipler
koagiilaz pozitif olarak degerlendirilir (9, 19). S. aureus harici S. intermedius, S. hyicus, S.
delphini, S. schleiferi subsp. coagulans gibi bazi KNS’lerin de tiip koagiilaz testi pozitif

olabilecegi goz oniinde bulundurulmalidir (9, 23).

Staphylococcus aureus’un rutin laboratuvar uygulamalarinda mannitolii fermente
etme Ozelliginin gosterilmesinde siklikla %1 mannitol,%7,5 sodyum kloriir, fenol kirmizisi
ayiract ve pepton igeren mannitol Salt agar secici besiyeri  kullanilir. Yiiksek tuz
konsantrasyonu diger flora iiyelerinin liremesini baskilarken, mannitolii fermente eden S.

aureus kolonileri ¢gevresinde besiyerinde pembeden sariya doniigen renk degisimi gozlenir (8,
9).

Deoksiriboniikleaz (DNaz) testi, 6zellikle siipheli koagiilaz test sonucu durumunda ya
da koagiilaz negatif 6zellik gosteren baz1 S. aureus suslarin tanisinda yararhidir. DNaz testi,
deoksiriboniikleik asit tiretimini gostermektedir. DNA igeren kati besiyerinde test edilecek
bakterinin inokiilasyonu noktasal tarzda ve yogun olacak sekilde yapilir. Besiyeri 35°C’de 24
saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda 1 N hidroklorik asit besiyeri yiizeyine dokiilerek

bakteri iiremesinin oldugu bdlge c¢evresinde DNA’nin hidrolize edilmesi sonucu



deoksiriboniikleik asit iiretimini gosteren seffaf bir alan gozlenir. DNaz enziminin tespiti
ayrica bakterinin metakromatik boya olan toluidin mavisi iceren katt DNaz besiyerine
ekilmesi ve inkiibasyon sonunda ekim yeri ¢evresinde pembe renk gozlenmesi ile de tespit

edilebilir (8, 9, 19).

2.1.11.2. Serolojik yontemler

Staphylococcus aureus’un serolojik tanisinda kullanilmak iizere bakterinin antijenik
Ozelliklerine dayali birgok manuel veya otomatize ticari tani sistemleri gelistirilmistir.
Kiimelestirici faktor, protein A, kapsiiler polisakkarit ve gruba 6zgiil antijen bu amacla
kullanilan baglica bakteriyel yapilardir (15). Lateks agliitinasyon ve pasif hemagliitinasyon
yontemlerini esas alan kitler kolay uygulanabilir ve ¢abuk sonug¢ alinabilir olma 6zellikleri
nedeni ile tercih edilmektedir. Bununla birlikte s6z konusu testlerin yalnizca 6n tani testi
olarak kullanilmasi ve dogrulama icin altin standart yontemlere basvurulmasi gerektigi

unutulmamalidir (24).

2.1.11.3. Molekiiler yontemler

Molekiiler biyolojideki gelismeler dogrultusunda giiniimiizde polymerase chain
reaction (polimeraz zincirleme tepkimesi, PCR) temeline dayali genotipik yontemlerle S.
aureus tanisint koymak, bakteriye ait viriilans faktorleri ve basta metisilin olmak {izere ¢esitli
antimikrobiyallere diren¢ varligini tespit etmek miimkiindiir. Bugiin i¢in PCR ydnteminin
rutin laboratuvar tanida yaygin olarak kullanilmasi her zaman miimkiin olmamakla birlikte,
yiiksek duyarlilikta sonuglar alinabilmesi nedeniyle 6zellikle metisilin direncinin tespitinde

altin standart yontem olarak kabul edilmektedir (8, 24).

Staphylococcus aureus suslarmin tiplendirilmesi ve neden oldugu epidemilerin
arastirilmas1 amaciyla kullanilan fenotipik yontemlere ek olarak PCR’a dayali random
amplified polymorphic DNA, repetetive extragenic palindromic element, amplified fragment
lenght polymorphism; multilocus sequence typing (MLST) ve pulsed-field jel elektroforezi

(PFGE) gibi genotiplendirme yontemlerinden yararlanilmaktadir (9).



2.1.11.4. Diger yontemler

Gliniimiizde S. aureus’un tanimlanmasi ve antimikrobiyal duyarliligin belirlenmesi
amaciyla biyokimyasal Ozelliklere ve/veya enzim substrat testlerine dayali birgok yari
otomatize veya tam otomatize hizli ticari sistemler ya da kromojenik agar gibi &zel
besiyerlerinin kullanilmast da s6z konusudur. Bu test ve sistemler laboratuvarlarin

gercksinimlerine gore rutin uygulamada da kullanilabilmektedir (9, 24).

2.2. Antibiyotik Direncinin Ozellikleri

2.2.1. Penisilin direnci

Bugiin stafilokoklarin %90’ nindan fazlasi penisilinaz tiretmektedir. f-laktamaz igin
gen, plazmid iizerinde lokalize olmus, aktarilabilir bir elementtir ve ¢ogu kez ek

antimikrobiyal diren¢ genlerini de tasir.

Stafilokoklarin penisilin direncine B-laktamazi kodlayan blaZ geni aracilik eder. -
laktamaz ekstraseliiler bir enzim olup, stafilokoklar B-laktam antibiyotiklere maruz kaldigi
zaman sentezlenir. Bu enzim, B-laktam halkasini hidrolize ederek penisilini inaktive eder.
blaZ, represor blal ve antirepresor blaR1 olmak tizere iki regiilatuar genin kontrolii altindadir

(25).

Stafilokoklar 20-40 nanometre kalinliginda, peptidoglikan olarak adlandirilan ag
benzeri bir yapi ile ¢evrilmistir (26). Peptidoglikan tabaka 3 boliimden meydana gelir:

1- Polisakkarit yapida bir iskelet: Birbirine B (1,4) baglariyla bagli, tekrarlayan N-
asetil glukozamin (NAG) ve N-asetil muramik (NAM) asit alt birimlerinden
olusur.

2- N-asetil muramik asite bagli D ve L aminoasitlerden olugsmus tetrapeptid zincir.

3- Bir tetrapeptidin dordiincii aminoasitinin (alanin) a-terminal karboksil grubu ile
komsu N-asetil muramik asit’deki tetrapeptidin ii¢iincii aminoasitinin amino grubu arasindaki

capraz baglar.

NAG ve NAM, B (1,4) baglar ile baglanarak peptidoglikan iskeletini olusturur.



Muramik asite bagh tetrapeptid zincirlerindeki alanin aminoasitinin karboksi terminali ile

lizin aminoasitinin amino grubu pentaglisin peptid zincirleri ile ¢apraz baglanir (6).

Pentaglisin ¢apraz kopriileri, fem (factor essential for resistance to methicillin)
genlerinin kodladigi FemX, FemA, FemB proteinleri ile sitoplazmada olusturulur. Bu Fem
proteinleri ana peptitdeki L-lizin rezidiilerine, glisin rezidiilerini baglar. Capraz baglama veya
transpeptidasyon reksiyonlarini sitoplazmik membranin dis yiizeyinde yer alan “Penisilin
Baglayan Proteinler” (PBP) katalize ederler (25, 26). S.aureus’ta dort penisilin baglayan
protein PBP1-PBP2-PBP3-PBP4 vardir. Bu PBP’ler yiiksek molekiilagirlikli iki protein
domainine sahiptir. Birisi transpeptidasyon (capraz baglamada) digeri ise transglikolizasyonu
(glikan zincirini biiyliten) igerir. Ana peptide bagli terminal D-alanin-D-alanin’e benzeyen [3-
laktam antibiyotikler, PBP’lerin transpeptidasyon domainlerini (ve diisitk molekiiler agirlikli
PBP’lerin karboksipeptidaz aktivitelerini) inhibe ederler. Bdylece c¢apraz baglanma
reaksiyonuna miidahale ederler. Peptidoglikanin ¢apraz baglanmasi olmayinca hiicre duvari

mekanik olarak zayiflar, sitoplazmik iceriklerin bazilar1 disart salinir ve hiicre 6liir (25-28).

Metisilin direnci, metisilini hidrolize eden B-laktamaz ekspresyonundan ve normal
PBP2’lerle karsilastirildiginda daha diisiik penisilin baglama afinitesi olan, PBP2’nin
degismis formlarmin ekspresyonu yoluyla ortaya c¢ikar. Bununla birlikte S.aureus’ da ki
metisilin direncinin ana mekanizmast PBP2a’nin ekspresyonu ile olur. Bu PBP2 ile
karistirtlmamalidir. PBP2a’nin sentezi normalde diisiik seviyelerdedir, fakat bu sentezi

diizenleyen genlerde mutasyon olusursa sentez seviyesi artar (25-32).

MRSA, MSSA izolatlarindan genetik olarak kromozomlarindaki “mec elementi”
denilen yabanci DNA’nin varligiyla ayrilir. mecA geni, 76 kDa agirliginda PBP2a *y1 kodlar.
Mekanizmasi bilinmemekle beraber mecA geninin orjininin Staphylococcus sciuri oldugu
ileri siiriilmektedir. Diger PBP’lerle benzer olarak PBP2a’da penisiline baglanma ile iliskili
ortak yapisal motif gosterir. Fakat 3-laktam antibiyotiklere afinitesi oldukga diisiiktiir. Bunun
sonucunda diger PBP’lerin transpeptidasyon aktivitesini inhibe edebilecek metisilin
dozlarinda, PBP2a peptidoglikanda glikan zincirlerinin ¢apraz baglanmasini saglayacak
sekilde aktif kalir. Bundan dolay1 metisilin direncinde sefalosporinleri de igeren tiim p-laktam

antibiyotiklere direng vardir (25-28).

2.2.2. Metisilin direnci



MSSA izolatlarinda bes adet PBP bulunmaktadir. MRSA izolatlarinda ise bunlara ek
olarak "PBP2a" olarak adlandirilan ve 78 kDa agirlikta olan farkli bir PBP vardir. PBP2a,
digerlerinden farkli olarak beta-laktam yapisindaki antibiyotiklere kars1 oldukca diisiik afinite
gosterir ve boylece beta-laktam grubu antibiyotiklerin varliginda, yiiksek afiniteli PBP'lerin
fonksiyonunu gorerek peptidoglikan sentezini devam ettirir (33). PBP2a, 2.1 kb
biiytikliigiindeki mecA geni tarafindan kodlanir. Metisiline direngli olan tiim stafilokok
izolatlarinda bu gen bulunur. mecA geni, stafilokokal kaset kromozomu (Staphylococcal
Cassette  Chromosome mec; SCCmec) olarak adlandirilan kaset bolgesinde yerlesim
gostermektedir. ccr (ccrAB veya ccrC)  vemecA gen  komplekslerinde  goriilen  yapisal

degisikliklere gore bugiin i¢in tanimlanmig 11 alt tipi (Tip I-XI) bulunmaktadir (33, 34).

MRSA ¢oklu ilag direnci gosteren bir bakteri olmasi nedeniyle 6nemlidir. Tiim beta-
laktam grubu antibiyotiklerin yan1 sira linkozamidler, makrolidler ve aminoglikozidlere karsi
da direng gosterir (33). Giinlimiizde MRSA tiim diinyada yaygin olarak goriilmekte olup,
prevalans: {ilkeler arasinda farklilik gostermektedir. Kuzey Avrupa iilkelerinde MRSA
prevalanst %]1'in altinda iken, Giiney Avrupa {ilkelerinde, Amerika'da ve bazi Asya
iilkelerinde bu oran %50'lere ulasmistir. Bu oran Amerika Birlesik Devletleri (ABD) yogun

bakim {initelerinde ise %60'lar1 asmistir (33).

1990'  yillarda baslamak {izere hastane kaynakli MRSA (HK-MRSA)
enfeksiyonlarmin yani sira toplum kaynakli MRSA (TK-MRSA) enfeksiyonlarinin goriilme
sikliginda da 6nemli bir artis ortaya ¢ikmistir. TK-MRSA'larin molekiiler mikrobiyolojisi HK-
MRSA'lardan oldukg¢a farklilik gosterir. HK-MRSA izolatlarinda, genellikle tip I, II veya III
SCCmec genetik elemani bulunmaktadir. TK-MRSA izolatlarinda ise basta tip IV olmak
izere tip V veya VII SCCmec genetik eleman1 ve bakterinin viriilansinda rol oynayan bir
toksini kodlayan "Panton-Valentine leukocidin (PVL)" geni bulunmaktadir. PVL, énemli bir
viriilans faktorii olup invaziv deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 ve nekrotizan pnémoni ile
iligkili bulunmustur. SCCmec tip II ve tip III tasiyan HK-MRSA izolatlarinda metisilinin yani
sira makrolid, klindamisin, streptogramin B ve tetrasiklin direnci de goriiliirken; TK-MRSA
izolatlar1 siklikla klindamisin, trimetoprim-siilfametoksazol, tetrasiklin, gentamisin,

florokinolonlar ve kloramfenikole kars1 duyarlidir (36, 37).

TK-MRSA izolatlarinin SCCmec tipleri, PFGE paternleri, MLST ve SPA
(Staphylococcal protein A) profilleri HK-MRSA'lardan farklilik gosterir. Ornegin; ABD'de
HK-MRSA enfeksiyonlarinin énemli bir boliimiinden USA100 ve USA200 sorumluyken,



TK-MRSA enfeksiyonlarindan USA300 ve USA400 pulsotipleri sorumludur. Dolayisiyla
TK-MRSA'larin ~ HK-MRSA'lardan  bagimsiz  olarak  TK-MSSA'lardan  gelistigi
diistintilmektedir. Toplum kaynakli ve hastane kaynakli MRSA'lar sadece genetik farkliliklar
degil aym1 zamanda olusturduklar1 enfeksiyonlar agisindan da farklilik gosterirler. TK-
MRSA!'lar genellikle deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 (apse, follikiilit vb.) ile pnodmoniye
yol acarken, HK-MRSA'lar solunum yolu enfeksiyonlari, kan akimi enfeksiyonlar1 ve cerrahi
yara enfeksiyonlart gibi klinik tablolara yol agarlar. TK-MRSA'lar giiniimiizde 6zellikle acil
servis yogun bakim iinitelerinde, yenidogan yogun bakim iinitelerinde, askeri kiglalarda ve

hapishanelerde meydana gelen enfeksiyonlarin 6nemli bir etkeni haline gelmistir (38).

2.2.3. Vankomisin direnci

“Yenen, fetheden” anlamina gelen “vanquish” kelimesinden adini alan vankomisin,
klinikte en sik kullanilan glikopeptit antibiyotikdir. Vankomisin ilkkez 1956 yilinda Borneo
adasinda bulunan Streptomyces orientalis’ten izole edilen dar spektrumlu bakterisidal bir
antibiyiktir. Izolasynundan cok kisa bir siire sonra 1956 yilinda piirifiye edilerek klinik
kullanima girmistir. 11k yillarda kullanilan preparatlarin saf olmamasi ve yan etkilerin siklig1
nedeniyle metisilin kullanima girdikten sonra Onemini yitirmis ancak, ilk kez 1961°de
metisiline direngli bir Staphylococcus aureus izolatinin bildirilmesi ve 1982 yilindan beri
giderek artan MRSA enfeksiyonlarinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte yeniden 6nem kazanmustir.
Vankomisin ayrica oral yolla verildiginde, Clostridium difficile tarafindan olusturulan
antibiyotikle iliskili ishalin tedavisinde de hayli etkilidir, ancak iilkemizde vankomisinin oral

preparati yoktur (39, 40).

1989’da ABD’de vankomisine direngli enterokoklar énemli nozokomiyal patojenler
olarak ortaya ¢ikmiglardir. VISA suslar1i 1996’da Japon hastanelerinde, 1997°de ABD’de
saptanmistir (41, 42).

Vankomisin yaklasik 1450 dalton molekiiler agirlig: ile diger antibiyotiklerden biiyiik
molekiillii, ¢oziinebilir 6zellikte trisiklik birpolipeptittir. Tedavide hidrokloriir tuzu kullanilir
ve vankomisin hidrokloriir odaisisinda 14 giin stabil kalir. Vankomisin baska bazi kimyasal
maddelerle ¢oziinmez bilesikler olusturur. Bu yiizden Kklinikte sodyumbikarbonat, heparin,
penisilinler, siilfonamidler, kloramfenikol, kortikosteroidler, aminofilin, vitaminler, varfarin

ve barbitiiratlar ile karistirilarak uygulanmamalidir (40).



Vankomisin, Gram pozitif bakterilerin hiicre duvar1 sentezini,  peptidoglikan
polimerlerinin D-alanil-D-alanin prekiirsorlerine baglanarak ve dolayisiyla transglikozilaz ve
transpeptidaz enzimlerinin hedeflerini bozarak inhibe eder. Ayrica RNA sentezini bozabilir
ve sitoplazmik membran permeabilitelerini degistirerek protoplastlara zarar verebilir. Hedef
organizmalara hizlica ve sikica baglanarak ¢ogalmakta olan bakteriler iizerinde bakterisidal
etki gosterir. Gram negatif bakterilerin lipid membranindan penetre olamadiklart igin bu
mikroorganizmalar tzerinde etkili degildir. Vankomisinin serum dizeyi inhibitor
konsantrasyonunun altina distiikten sonrada, 2 saat siiren bir postantibiyotik etkiyle,

antibakteriyel aktivitesi siirmektedir (40).

Vankomisin esas olarak Gram pozitif bakteriler iizerine etkilidir. VRSA’larda, VISA
ve hVISA izolatlarinda goriilen glikopeptid direng mekanizmalart birbirinden farklilik
gosterir. VRSA’larda goriilen direng, vanA geni varligina baghdir. Bu genin vankomisine
direncli  enterokoklardan S.aureus’lara aktarildigi  diisliniilmektedir.  Vankomisin,
sentezlenmekte olan peptidoglikanin D-alanin-D-alanin ucuna baglanarak transpeptidasyon
basamagini inhibe eder. vanA gen varliginda ise D-alanin-D-alanin yerine D-alanin-D-laktat
sentezlenir. Boylece degisen oOnciil molekiillere vankomisin baglanamaz ve hiicre duvar

sentezini inhibe edemez (3, 43).

VISA ve hVISA izolatlarinda ise vanA geni bulunmaz. Bu izolatlarda vankomisin
direncinden sorumlu olan mekanizma tam olarak agiklik kazanmamistir. VISA ve hVISA
izolatlarinda goriilen olast diren¢ mekanizmalarindan birincisi “vankomisin tliketiminde
artma”dir. Yapilan calismalar sonucunda VISA ve hVISA suslarinda hiicre duvarinin,
vankomisine duyarli olan S.aureus izolatlarina kiyasla daha kalin oldugu saptanmistir (44).
Bu izolatlarda hiicre duvarinda yer alan peptidoglikan zincirleri arasindaki ¢apraz baglarin
miktarinda azalma goriilmektedir. Capraz bag sayisinin daha diisiik olmasi nedeniyle serbest
halde bulunan D-alanin-D-alanin miktar1 daha fazladir. Vankomisin, bu serbest halde
bulunan ve “tuzak molekiiller” olarak adlandirilan D-alanin-D-alanin rezidiilerine baglandigi
icin asil hedefine ulasamaz. Bunun sonucunda vankomisin, hiicre membranina yakin yerlesim
gosteren onciil peptidoglikan zincirlerinde bulunan D-alanin-D-alanin molekiillerine yani asil
hedefine ulasamadan biiyiik miktarlarda kullanilarak tiiketilir. Bir diger deyisle vankomisin
molekiilleri kalinlasmis duvarda hapsedilir (trapping/spongeeffect). Hiicre duvarinda
meydana gelen bu degisiklikler, hiicre duvar metabolizmasinin bir¢ok yolagini icermek iizere
birden fazla genetik degisiklikle iligkilidir. Yapilan cesitli ¢alismalarda VraSR, GraSR ve
WalKR olmak iizere iki komponentli regiilasyon sistemleri hVISA ve VISA direng tiirleriyle



direkt iliskili bulunmustur (3, 44, 45).

VISA ve hVISA izolatlarinda goriilen ikinci diren¢ mekanizmasi ise “tikanma (clog-
ging)”dir. Vankomisin biiyilk bir molekiildiir. Tamamlanmig olan peptidoglikan
tabakalarindaki tuzak molekiiller tarafindan biiyiik miktarda tutulan vankomisin molekiilleri,
diger vankomisin molekiillerinin 6niinde fiziksel bir engel olusturur. Dolayisiyla vankomisin

molekiilleri, olusan bu fiziksel bariyeri ge¢ip asil hedeflerine ulasamaz (46).

VISA/hVISA suslarinin, laboratuvarlarda uygulanan rutin duyarlilik testleriyle
saptanmas1 giictlir. Stafilokoklarin glikopeptid grubu antibiyotiklere karsi yalancit duyarh
olarak saptanmalari, bu suslarla gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde basarisizliga yol
acabilmektedir. Bu izolatlarin saptanmasi amaciyla, vankomisin iceren (4-6 mg/L) BKIA ile
tarama, E-test, makro E-test ve PAP-AUC (population analysis profile-area underthe curve;
poplilasyon analiz profili-egri altinda kalan alan) olmak tizere farkli yontemler kullanilmistir.
Popiilasyon analiz profili (PAP), bu suslarin tespitinde halen altinstandart yontemdir (47-49).
Bu calismada, agar tarama, makro E-test ve PAP-AUC yontemleriyle VIS ve hVIS

izolatlarinin sikliginin arastirilmasi amaglanmstir (47).



3. GEREC VE YONTEM

Arastirmamiz Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan
desteklenen 2012. 04. HD.066 protokol numarali projedir. Proje 2012/257 karar no ile etik
komite onayini 29.03.2012 tarihinde almistir.

3.1. Gerecler
3.1.1. Koyun kanh agar

Toz halindeki kanli agar (HIMEDIA, Hindistan)’dan 40 gram 1000 ml distile suya
eklenerek otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi, 45-50°C’de sogutuldu, %5 oraninda
defibrine koyun kani ilave edilip karistirilarak petri kutularina 12,5'er mL dokiildii. Plaklar
kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda saklandi. Bu besiyeri genel olarak stafiokoklarin

tanisi i¢in kullanildi.

3.1.2. Mueller-Hinton agar besiyeri

Toz halindeki MHA (HIMEDIA, Hindistan)’dan 38 gram 1000 ml distile suya
eklenerek otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi ve 13 cm’lik petri kutularina 4 mm
kalinlikta olacak sekilde dokiilerek sogumaya birakildi. Plaklar kullanilincaya kadar +4°C’de
buzdolabinda saklandi. Bu besiyeri disk diflizyon yontemi ile duyarlilik testleri i¢in kullanildi
(22).

3.1.3. 6 pg/ml Vankomisin iceren BKiA

Toz halindeki BKIA (HIMEDIA, Hindistan)’dan 38 gram 1000 ml distile suya
eklenerek otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi ve 40-50°C’ye kadar sogutuldu. Daha
sonra igerisine 6 pg/ml Vankomisin(l gr flakon, Sandoz, Tirkiye) eklendi ve homojenize
olana kadar karistirildi. En sonunda bu karistm 13 cm’lik petri kutularina 4 mm kalinlikta
olacak sekilde dokiilerek, sogumaya birakildi. Bu besiyeri vankomisin agar tarama
yonteminde kullanildi. Ayni besiyeri 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9, 10 pg/ml Vankomisin igeren sekli
ile de hazirlandi. Bu besiyerleride PAP-AUC yontemi i¢in kullanildi (47).

3.1.4. 1-10 pg/ml Vankomisin iceren BKiA
Toz halindeki BKIA (HIMEDIA, Hindistan)’dan 38 gram 1000 ml distile suya
eklenerek otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi ve 40-50°C’ye kadar sogutuldu. Daha



sonra 10 tane ayr steril kaba ayrildi. Bunlarin igerisine 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 pg/ml
oranlarinda vankomisin eklendi ve homojenize olana kadar karistirildi. En sonunda bu
karisimlar ayr1 oranlarda olacak sekilde 13 cm’lik petri kutularina 4 mm kalinlikta dokiilerek,
sogumaya birakildi. Bu besiyeri PAP-AUC yontemi i¢in kullanildi (47).
3.1.5. Oksasilinli MHA

Toz halindeki MHA (HIMEDIA, Hindistan)’dan 38 gram 1000 ml distile suya
eklenerek otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi ve 40-50°C’ye kadar sogutuldu. Daha
sonra igerisine %4 NaCl ve 6 pg/ml oksasilin tozu (Oxacillin sodium salt monohydrate,
HIMEDIA, Hindistan) eklendi ve homojenize olana kadar karistirildi. En sonunda bu karisim
13 cm’lik petri kutularina 4 mm kalinlikta olacak sekilde dokiilerek, sogumaya birakildi. Bu

besiyeri oksasilin agar tarama yonteminde kullanildi (22).

3.1.6. Antibiyotik diskleri
¢ Disk diflizyon testinde kullanilanlar:
e Sefoksitin (FOX)-30 u g (HIMEDIA, Hindistan)

3.1.7. Cihaz ve ekipman
e FEtiiv (Niive, Tiirkiye)
e Otoklav (Niive, Tiirkiye)
e Derin Dondurucu (Argelik, Tiirkiye)
e Santriflyj (Niive, Tiirkiye)

e Vorteks (Boeco, Almanya)

3.1.8. Kitler
e Vankomisin E test (HIMEDIA, Hindistan)
e VITEK 2 Gram pozitif identifikasyon kartlar1 (bioMeriéux, Fransa)
e S.aureus ATCC 29213
e S.aureus ATCC 25923
e S.aureus ATCC 43300
e Mu3 (hVISA)
e Mu50 (VISA)

3.1.9. Otomatize sitemler



3.1.9.1. Vitek 2 Sistemi (BioMérioux, St.Louis)
Hastanemiz Klinik Mikrobiyoloji Laboratuarinda KNS’larmn tiplendirilmesinde Vitek

2 sistemi kullanilmistir. Vitek 2 cihazi Sekil 1’de gosterilmistir.

Sekil 1. Vitek 2 cihazi

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklem grubunun olusturulmasi

Metisilin direngli stafilokoklarda vankomisin direncinin arastirilmasinin amaglandigi
calisma Ocak 2010-Kasim 2013 tarihleri arasinda yapildi. Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen ¢esitli klinik

orneklerden (idrar, balgam, kan, yara siiriintiisii, brong lavaj sivisi, katater... vb.) izole edilen



edilen toplam 331 stafilokok susu incelemeye alindi. Sadece MRSA’lar ve MRKNS’lar
caligmaya dahil edildi.

3.2.2. Etkenlerin izolasyonu ve tanimlanmasi

Izolatlarin tanimlanmasinda konvansiyonel laboratuvar yéntemleri kullanildi. Bu
amagla %5°lik KKA’da iireyen kolonilerden 6ncelikle Gram boyama, %3’liikk H,O, katalaz
testi, lamda ve tiipte koagiilaz testleri yapildi. Gram pozitif, katalaz pozitif ve koagiilaz pozitif
bulunan izolatlar S. aureus olarak kabul edildi. KNS’lar bir ileri basamak olarak VITEK® 2
otomatize sistemi ile tiplendirildi. Biitiin suslar tek koloni teknigi ile saflastirilip BKI sivi

besiyerinde iiretildikten sonra -40°C’de derin dondurucuda ¢aligma giiniine kadar saklandi.

3.2.3. Metisilin direncinin belirlenmesi ve yorumu

3.2.3.1. Oksasilin agar tarama

S.aureus izolatlarinda metisilin direncini saptamada, Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2010) onerileri dogrultusunda oksasilin agar tarama testi kullanildi. Suslarin
serum fizyolojik i¢inde 0,5 McFarland eseline uygun olarak hazirlanan siispansiyonlar1, %4
NaCl ve 6 ng/ml oksasilin igeren MHA ekilerek 35°C’de 24 saat inkiibe edildi. Bir koloni ve
fazlas1 iireme oksasilin direnci olarak kabul edildi. Kontrol susu olarak metisiline duyarli

oldugu bilinen S.aureus ATCC 29213 ve metisiline direncgli ATCC 25923 kullanildi (22).

3.2.3.2. Sefoksitin disk difiizyon yontemi

KNS’larda metisilin direncinin saptanmasinda oxacilin disk difiizyon testine gore
duyarhilig1 ve 6zgiilliigli daha yiliksek olan sefoksitin disk diflizyon yontemi kullanildi (50).
Serum fizyolojik i¢cinde 0.5 McFarland eseline uygun hazirlanan bakteri siispansiyonundan
MHA’a ekim yapilip 30pg sefoksitin diski yerlestirildikten sonra 35°C’de 24 saat inkiibe
edildi. CLSI tarafindan belirlenen direng sinir degerlerine gore inhibisyon zon ¢ap1 < 21 mm
olan izolatlar direngli, > 22 mm olan izolatlar ise duyarli olarak kabul edidi (51-53). Kontrol
susu olarak S. aureus ATCC 25923 ve S. aureus ATCC 43300 kullanildi.

3.2.4. Vankomisin direncinin belirlenmesi ve yorumu



3.2.4.1. Agar tarama yontemi

Bu yontem, “Centers for Disease Control and Prevention (CDC)” Onerileri
dogrultusunda 6 pg/mL vankomisin iceren BKIA besiyerinde yapildi. 0.5 McFarland
bulanikligina ayarlanan bakteri siispansiyonlarindan 10’ar pl alinarak ekimler gerceklestirildi
ve plaklar 35°C’de normal atmosfer kosullarinda toplam 48 saat inkiibe edildi. Tarama
besiyerlerinde 24. saatte iireyebilen bakteriler, kuskulu vankomisine duyarliligi azalmis
stafilokok susu (VIS), 48. saatte lireyen bakteriler ise kuskulu heterojen vankomisine
duyarlilig: azalmis stafilokok susu (hVIS) olarak kabul edildi. Ureme gdstermeyen izolatlar

ise vankomisine duyarl olarak degerlendirildi (47).

3.2.4.2. Standart E-test yontemi

Uretici firmanm onerileri dogrultusunda bakterilerin 0,5 McFarland eseline uygun
olarak serum fizyolojik icinde silispansiyonlar1 hazirlandi ve MHA vyiizeyine yayildi.
Vankomisin E-test seritleri yerlestirildikten sonra 35°C’de 24 saat inkiibe edilerek,
vankomisin MIC degerleri belirlendi ve CLSI’nin 6nerdigi MIC degerleriyle karsilastirildi.
Vankomisin MIK degerleri S.aureus i¢in < 2 pg/ml duyarli, 4-8 pg/ml orta duyarl, > 16
pg/ml direngli; KNS i¢in < 4 pg/ml duyarli, 8-16 pg/ml orta duyarli, > 32 pg/ml direngli
kabul edildi. Kontrol susu olarak S.aureus ATCC 29213 kullanild1 (47).
3.2.4.3. Makro E-test yontemi

Walsh ve arkadaslar1 (54) tarafindan tarif edildigi sekilde, 2 McFarland bulanikligina
ayarlanan bakteri siispansiyonlarindan 200 pl alinarak BKIA besiyerinin yiizeyine yayild,
kurumas: i¢in 10 dakika beklendikten sonra, vankomisin (0.016-256 pg/ml) E-test seritleri
yerlestirildi. 35°C’de 48 saat inkiibe edildi. Sonuglar yorumlanirken, vankomisin MIK

degerleri > 8 pug/ml olan izolatlar VIS/hVIS olarak yorumlandi.

3.2.4.4. Popiilasyon analiz profili

PAP-AUC yéntemi, 6 pg/ml vankomisin iceren BKIA besiyerinde iireyen siipheli
hVIS/VIS izolatlariin duyarlilik diizeylerini dogrulamak amaciyla uygulandi. Siipheli
izolatlarin 0.5 McFarland bulaniklifina ayarlanmig siispansiyonlarindan ve 10 kat seri
dilisyonlarindan 50°ser ul, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 pg/ml’ser vankomisin igeren BKiA
besiyeri yiizeyine yayildi. Bakteri silispansiyonlarinin hazirlamis1 Sekil 2°de ve PAP
yonteminin yapilist Sekil 3’de gosterildi. 35°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra, koloni
sayimlart gergeklestirildi. Plaklarda her bir konsantrasyonda iireyen kolonilerin sayilart y

eksenine, antibiyotik konsantrasyonlari ise x eksenine yerlestirilerek grafikleri ¢izildi. Her bir



sus i¢in egri altindaki alan (AUC) Microsoft Excel programiyla hesaplandi. Elde edilen deger,
standart hVISA susu olan Mu3 i¢in hesaplanan AUC degerine boliinerek bir oran elde edildi.
Bu oran < 0.90 ise vankomisine duyarl stafilokok, 0,90-1,3 ise hVIS, > 1,3 ise VIS olarak
degerlendirildi (47). Kontrol susu olarak Mu3 (hVISA) ve Mu50 (VISA) kullanildu.
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Sekil 2. Bakteri siispansiyonlarinin hazirlanisi
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Sekil 3. PAP yonteminin yapilisi

4. BULGULAR




Calisma siiresi olarak belirlenen ortalama ii¢ yillik donemde, hastalara ait kiiltiir
orneklerinin rutin degerlendirmeleri sonucunda toplam 341 stafilokok susu (212 S. aureus ve
129 KNS) etken olarak izole edildi. 341 stafilokok susunun 175 (%51,3)’i hastanede yatan
hastalardan, 166 (48,7)’s1 poliklinik hastalarindan izole edildi. Stafilokok iiretilmis

materyallerin gonderildigi kliniklere gore dagilimi1 Tablo 1°de gosterildi.

Tablo 1. Stafilokok izole edilmis materyallerin génderildigi kliniklere gore dagilimlar

Klinik Sayi %
Acil Servis 76 22,3
Noérosiruji 55 16,2
Pediatri 47 13,8
Enfeksiyon Hastaliklari 28 8,2
Dahiliye Yogun Bakim 27 7,9
Ortopedi 24 7,1
Dahiliye 22 6,5
Dermatoloji 18 5,3
Uroloji 15 4,4
Reanimasyon 11 3,2
Digerleri 11 3,3
Noroloji 7 2,1
Toplam 341 100

S. aureus izolatlariin 115 (% 54,2)’1t MRSA, 97 (%45,8)’si MSSA olarak saptandi.
KNS izolatlarinin ise 66 (%51,2)’st MRKNS, 63(%48,8)’i MSKNS olarak bulundu.

Izolatlarin genel olarak direng dagilimlar1 Sekil 4’de ve Tablo 2’de gdsterildi.
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Metisiline direncli stafilokok tiirleri

Sekil 4. Stafilokok suslarinda saptanan metisiline direng oranlarinin dagilimi

Tablo 2. Incelenen tiim stafilokok suslarinda metisilin direng oranlarinin dagilimi

izolat tiirii Sayi %
MRSA 115 33,7
MRKNS 66 19,4
MSSA 97 28,4
MSKNS 63 18,5
Toplam 341 100,0

4.1. Stafilokok izolatlarimin Tiirleri

341 stafilokok susunun 212(%62,2)’si S. aureus, 129(%37,8)’u KNS idi. KNS
suslarinin 41(%31,8)’1 S.hominis, 38(%29,5)’1 S.epidermidis, 28(%21,7)’i S.haemoliticus idi.
Stafilokoklarin tiir dagilimlar1 Sekil 5°de gosterildi.
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Sekil 5. Stafilokoklarin tiir dagilimlar

4.2. Izolatlarin Klinik Orneklere Gore Dagihm

Calismaya alinan 341 stafilokok susunun 152(%44,6)’si kan ve kateter, 98 (%28,7)’1
yara, 52(%15,2)’si idrar, 28(%8,2)’1 solunum yolu, 7(%2,1)’si doku, 4(%1,2)’li ise periton
stvist drneklerinden enfeksiyon etkeni olarak izole edildi. izolatlarm klinik drneklere gore

dagilimi Tablo 3’de gosterildi.

Tablo 3. Izolatlarin klinik &rneklere gore dagilimi ve yiizdesi
Ornek Tiirii Sayi %

Kan ve Katater 152 44,6

Yara 98 28,7




idrar 52 15,2

Solunum yolu 28 8,2
Doku 7 2,1
Periton sivisi 4 1,2
Toplam 341 100

4.3. MRSA Izole Edilmis Materyallerin Gonderildigi Kliniklere Gore Dagihmlari

Ornek Tiirii Sayi %
YBU 26 22,6
Enfeksiyon 24 20,9
Norosiruji 18 15,6
Ortopedi 15 13
Dahiliye 13 11,3
Pediatri 13 11,3
Uroloji 6 5,3
Toplam 115 100

YBU: Yogun bakim iiniteleri

4.4. MRSA lzolatlarin Klinik Orneklere Gore Dagilim

Ornek Tiiri Sayi %
Yara 69 60
Solunum yolu 23 20

idrar 14 13




Kan ve Kateter 4 3,5

Periton sivisi 4 3,5

Toplam 115 100

4.5. MRKNS izolatlarinin izole Edilmis Materyallerin Gonderildigi Kliniklere Gore

Dagilimlan

Ornek Tiirii Sayi %
Dahiliye 17 25,8
YBU 15 22,7
Acil 12 18,2
Pediatri 9 13,6
Ortopedi 7 10,6
Digerleri 6 91
Toplam 66 100

YBU: Yogun bakim iiniteleri

4.6. MRKNS izlatlariin Klinik Orneklere Gore Dagilimi
Ornek Tiirii Sayi %

Kan ve Kateter 35 53
Yara 17 25,8

idrar 12 18,2




Digerleri 2 3

Toplam 66 100

4.7. Agar Tarama Ydntemi Sonuglari

Metisilin direngli stafilokoklarda vankomisin direncini saptamada tarama yontemi
olarak  kullanilan vankomisin agar besiyerine ekilen 181 metisilin  direncli
stafilokok(S.aureus ve KNS) susunun ilk 24 saatte sadece ikisinde iireme saptandi. Ureme
saptanan suslarin her ikisi de S. aureus idi. 48.saatte yeni lireme hi¢ olmadi. Vankomisinli

agar tarama yontemi sonuglar1 Tablo 4’de ve Sekil 6° da gosterildi.

Sekil 6. Vankomisinli agar tarama yonteminde tireme goriilen izolatlar

Tablo 4. Vankomisinli agar tarama yontemi sonuglari

izolat tiirii 24. saatte lireme 48. saatte lireme

MRSA 2 -

MRKNS - -

Toplam 2 0




4.8. Standart ve Makro E Test Sonug¢lari

Vankomisinli agar tarama yonteminde tireme goriilen MRSA suslar1 1 ve 2 numarali
izolatlar olarak isimlendirildi. Bu MRSA suslar1 standart E Test ve Makro E Test
incelemelerinde vankomisine duyarli olarak bulundu. Test sonuglari Tablo 5 ile Sekil 7 ve

8’de gosterildi.

Tablo 5. 1 ve 2 numarali izolatlarin Standart ve Makro E test sonuglari

Sus numarasi Standart E test Sonucu Makro E test Sonucu

(ng/ml) (ng/ml)

1 Nolu 1,5 3

2 Nolu 2 4




Sekil 7. 2 nolu izolatin Standart E test sonucu

Sekil 8. 1 nolu izolatin Makro E test sonucu

4.9. PAP Yontemi Sonuglari



Vankomisinli agar tarama yontemi ile siipheli bulunan hVIS/VIS suslarinin higbir

sulandirim1 ve vankomisin konsantrasyonlarinda lireme saptanmadi. Bu yontemle alinan

sonuclarin sadece bir serisi Sekil 9°da gosterildi.

Sekil 9. PAP yonteminde 0,5 McFarland bakteri slispansiyonu ile alinan sonuglar



5. TARTISMA

Gram pozitif koklar, ozellikle stafilokok tiirleri, son yillarda hastane kaynakli
enfeksiyonlarda Gram negatif bakterilerden daha sik sorumlu tutulan etkenler olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. ilk defa 1881 yilinda Iskogya’li cerrah Alexander Ogston tarafindan
patojen olarak tanimlanan stafilokoklar, ¢ok agir seyreden, tedavisi gii¢, Oliimciil
enfeksiyonlara neden olmaktaydi (21). Alexander Fleming’in 1928 yilinda penisilini bulmasi
sonrasinda 1940 yilinda Forey ve Chain tarafindan penisilinin biiyiik miktarlarda tiretiminin
basarilmasi ile stafilokokal enfeksiyonlarin tedavisinde 6nemli bir asama kaydedilmistir.
Ancak penisilinin yaygin klinik kullanima girmesiyle birlikte, penisilini pargalayan stafilokok
suslar1 ortaya ¢ikmustir. Penisilinaz tiretimi ilk olarak 1940’da Abraham Chain tarafindan
Escherichia coli’de saptanmis, ilk penisilinaz {ireten stafilokoklar ise 1944’de Kirby
tarafindan bildirilmistir. Bu tarihten itibaren stafilokoklarda penisilin direnci giderek artmus,
1950’11 yillarda penisilinin yani sira eritromisin, tetrasiklin, streptomisin gibi o donemde
kullanimda olan diger antibiyotiklere de diren¢ gelismistir (21). Penisilinaza direngli
penisilinlerin (metisilin), 1960°da kullanima girmesiyle birlikte stafilokokal enfeksiyonlarin
tedavisinde 2. onemli asama kaydedilmistir. Ancak ¢ok kisa bir siire igerisinde (1961)
stafilokoklarda metisilin direnci tanimlanmis ve 1970’li yillardan itibaren de MRSA
suslarinda ¢oklu antibiyotik direnci problemi ortaya ¢ikmistir. Direng probleminin artmasiyla
birlikte MRSA tiim diinyada nozokomiyal epidemilere yol agan ciddi bir saglik sorunu haline
gelmistir (21). Ozellikle yogun bakim iinitelerinde olmak {izere MRSA enfeksiyonlar

giderek artan oranlarda rapor edilmektedir (1,2).

MRSA suslarinin sebep oldugu enfeksiyonlarin yiliksek morbidite ve mortaliteye sahip
olmasi, ek maliyete neden olmasi, basta MRSA olmak {iizere, ¢oklu antibiyotik direnci
gosteren stafilokoklarin prevalansinin hemen her iilkede izlenmesine ve konuya iliskin gok

merkezli ¢calisma programlarinin diizenlenmesine neden olmustur (55).

1997-1999 wyillar1 arasinda 17 ayn iilkeden toplanan S.aureus suslarinda metisilin
direng oranlari; Isvicre’de %1,8, Hollanda’da %2, Almanya’da %4,9, Kanada’da %5,7,
Avusturya’da %9.,4, 1spanya’da %19,3, Fransa’da %?21,4, Belcika’da %:25,6, ingiltere’de
%27,5, ABD’de %34,2, Yunanistan’da %34,4, Tirkiye’de %37,5, Italya’da % 50,5,
Portekiz’de %54,4, Tayvan’da %61,1, Japonya’da %71,6 ve Hong Kong’da %73,8 olarak



belirlenmistir (56).

Avrupa’nin Tirkiye disindaki 26 iilkesinde yapilan ve sonuglar1 2004 yilinda
yayinlanan bagka bir ¢alismada, S.aureus suslarindaki en diisiik metisilin direnci oranlari
Izlanda (%0,5), Danimarka (%0,6), Hollanda (%0,6), isve¢ (%0,8) ve Estonya (%0,9)’da
saptanmustir. En yiiksek metisilin direnci oranlar Italya (%40,9), irlanda (%41,2), Ingiltere
(%41,5), Malta (%43,8) ve Yunanistan (%44,4) olarak bildirilmistir (57).

Tiurkiye’de 1996-1999 yillar1 arasinda yapilan dokuz ayr1 c¢alismada bildirilen
metisilin diren¢ oranlarinin ortalamasi1 %47,5 olarak hesaplanmig, 2000-2003 yillarinda ise
sekiz ayr1 ¢aligma sonuglarinin ortalamasi da bu orana ¢ok yakin (%46,6) bulunmustur (58,
59). Ancak tlilkemizde 2003-2004 yillarinda hastanede yatan hastalardan izole edilen S.aureus
suslaria iligkin verileri igeren yaymlar, bu yillarda metisilin direncinin artarak %352’ye
yikseldigini gostermistir (59). 2008-2009 yillarinda Refik Saydam Hifzissthha Merkezi
Bagkanligi’nca yayinlanan Ulusal Hastane Enfeksiyonlar1 Siirveyans Agi (UHESA) Raporu
Ozet Veri Kitapgigi'nda sunulan antimikrobiyal diren¢ hizlarinin persentil dagilimlar:
tablosunda MRSA’nin agirlikli genel ortalamast 2008’de 58,9, 2009°da 58,5 olarak
belirtilmistir. Ayni kitap¢ik 2010 yilinda da yenilenerek sunulmustur. 2010 yilinda agirlikli
genel ortalama MRSA i¢in 53,4, MRKNS ig¢in ise 73,0 olarak gosterilmistir (24). Bizim
calisgmamizdaki MRSA oranm1 da (%54,2) Tirkiye geneli ortalamalarina yakin olarak

bulunmustur.

Ulkemizde yapilan yayinlara baktigimizda; Ozgiines ve ark.’nin, Istanbul’ da
yaptiklar1 ¢aligmada yatan hastalardan ve poliklinik hastalarindan izole ettikleri 223 S. aureus
susunun 105 (%47)’inde metisilin direnci saptamiglardir (60, 61). Kurutepe ve ark. 1998-
2002 tarihleri arasinda Manisa’ da yaptiklar1 ¢alismada toplam 814 Staphylococcus aureus
susunda 264(%32.4) metisilin direnci saptamislardir (62). Eksi ve ark. Gaziantep Universitesi
Tip Fakiiltesi’ nde cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 116 S. aureus susunda %4 NaCl
iceren MHA ve 1 pg’lik oksasilin diski kullanilarak metisilin direncini arastirmiglardir. 116
S. aureus susunun 71(%61.2)’ini MRSA, 45(%38.8)’ini de MSSA olarak belirlemislerdir
(63). Ozel ve ark.’nin 2006- 2008 tarihleri arasinda Ankara’da, ¢esitli klinik 6rneklerden
izole ettikleri toplam 247(125 S. aureus, 122’si KNS) stafilokok susunda PBP2a lateks
agliitinasyon yontemi ile metisilin direnci aragtirmisglardir. KNS’larda 66(%54.1),
S.aureus’larda 53(%42.4) oranlarinda metisilin direnci bulmuglardir (64). Aytar ve ark. 2011-

2012 tarihleri arasinda Diizce Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesinde kan kiiltiirlerinde etken



olarak tiretilen 264 S.aureus susunda metisilin direnci arastirmiglar, oksasilin ve/veya
sefoksitin direnci saptanmast durumunda izolati metisiline direngli kabul etmiglerdir. 264
S.aureus susunun 172(% 65)° sinde oksasilin direnci ve 169(% 64)’unda sefoksitin direnci
bulmuslardir (65). Calismalar1 genel olarak degerlendirdigimizde metisilin direncinin S.
aureus’larda %14 - %65, KNS’larda %54 - %73 arasinda oldugu goriilmistiir. Calismamizda
saptadigimiz %54,2 MRSA, %48,8 MRKNS oranlar1 Tiirkiye’den bildirilen g¢aligmalara
benzer; ancak Avrupa ve Amerika’dan bildirilen MRSA oranlarina gore yiiksek oldugu
gorilmiistiir. Bu durumun Tiirkiye’de antibiyotik kullanim politikalarinin gevsek olmasindan,
recetesiz antibiyotik satilmasindan, yetkisiz kisiler tarafindan antibiyotiklerin rahatlikla

kullanilabilmesinden kaynaklandigi diistiniilmiistiir.

Metisilin direncini tespit etmede ¢ok cesitli yontemler kullanilmaktadir. Metisiline
direncli stafilokoklarin, hatali olarak duyarli saptanmasi tedavi basarisizliklarina, benzer
sekilde metisiline duyarl: stafilokoklarin da direncli tanimlanmasi gereksiz yere glikopeptid
antibiyotiklerin kullanilmasina, toksik etkilerine maruz kalinmasina ve tedavi maliyetinin

artmasina yol agmaktadir (32, 66).

Konvansiyonel fenotipik  metodlarla  biitin ~ metisilin ~ diren¢  profilleri
saptanamayabilmektedir. Bu nedenle stafilokoklarda, metisilin direncini belirleyebilmek igin
PCR ile mecA geninin tespiti altin standart olarak kabul edilmektedir. Fakat her laboratuvarin
molekiiler teknikleri kullanma imké&ni olmadigindan, metisilin direncini gdsteren fenotipik
yontemlerin duyarhiliklarini arastiran birgok calisma yapilmistir. CLSI tarafindan 2010
yilinda, metisilin direncini gostermede referans yontem olarak kabul edilen oksasilin sivi
mikrodiliisyon kadar yiiksek performans gosterdigi ig¢in sefoksitin disk diflizyon yontemi

tavsiye edilmistir (50).

Cesitli calismalarda PCR yontemi ile mecA geni analizi referans alinarak, oksasilin ve
sefoksitin disk diflizyon yontemlerinin MRSA tespitindeki duyarliliklari incelenmistir.
Oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon yonteminin duyarliligini sirasiyla Valesco ve ark.
%94,1 - %100; Boutiba ve ark. %90,4 - %96-5; Swenson ve ark. %91 - %99; Felten ve ark.
%96,4 -%100; Mimica ve ark. %96 - %98; Telli ve ark %98,8 - %98,3 ve Salimnia ve ark.
%93,3- %99,7 olarak bildirmislerdir (32, 67-71). Bu calismalarda metisilin direncini
belirlemede, sefoksitin disk diflizyon yontemi, oksasilin disk diflizyon yonteminden daha
istiin bulundugu bildirilmistir (22). Calismamizda, sefoksitin disk difiizyon yontemi ile

MRKNS %48.8 oraninda bulunmustur.



Metisiline direnci saptamada fenotipik yontem olarak kullanilan oksasilinli MHA
metodunda yiiksek tuz konsantrasyonun (%2-4) metisilin direncinin ortaya ¢ikmasinda fayda
sagladigi bildirilmektedir (72). Caligmamizda bu nedenden dolay1 %4 liikk NaCI’lii oksasilin
iceren MHA kullanilmistir. Metisiline heterojen direngli suslarin tespit edilebilmesi i¢in
inokulum miktarinin arttirilmasi onerilmektedir. Ancak inokulumun arttirilmasi yontemin
giivenirliligini azaltmaktadir. Burada standart bir inokulum miktarinin kullanilmas: énem
tasimaktadir. Calismamizda standart inokulum miktar1 olarak MacFarland 0,5 yogunlugu

kullanilmustir.

Metisilin direncini belirlemede diisiik inkiibasyon 1silari(30°C) 35°C’ye gore daha
basarili bulundugu gdésterilmistir (73). Ayn1 zamanda heterojen direncli suslar yavas tliredigi
icin inkiibasyon siiresinin 48 saate ¢ikarilmasi test glivenirliligini arttirdig1 gosterilmistir (72,
74, 75). Calismamizda 35°C’de 48 saat inkiibasyon uygulanmistir. Ancak 24. saat ve 48. saat

arasinda metisilin direnci saptanmasi bakimindan bir fark bulunmamustir.

Glinimiizde KNS tiirlerinde metisilin direncine sik rastlanmaktadir. KNS’lardaki
diren¢ mekanizmasi S.aureus suslarindaki ile aynidir. Ancak MRSA suslarindan farkli olarak
MRKNS ¢ok daha yaygin olarak bulunduklarindan genellikle tek bir susun yayilimina bagl
olarak gelisen epidemilere rastlanmamaktadir. Bu nedenle MRKNS ile kolonize/infekte
hastalarin izolasyonu oOnerilmemektedir (76-78). Tiirkiye’de yapilan ¢esitli ¢aligmalarda
MRKNS goriilme oranlart %54,1 ve %58 olarak bildirilmistir (64, 79). Calismamizda toplam
129 KNS susunun 66(%51,2)’st MRKNS olarak bulunmustur. Biitiin KNS izolatlarinin tiir
diizeyinde ayrimina baktigimizda ¢ogunun (%61,3) kontaminant bakteriler olarak bilinen
S.hominis ve S.epidermidis’e ait oldugu goriilmiis ve yiiksek direng oranlarmin buna bagli

oldugu diistintilmiistiir.

Kirca’ya ait tez caliymasinda 2006-2007 yillari arasinda Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi’nde klinik 6rneklerden toplam 66 MRSA susu izole etmisler ve bunlarin
%28,7 yara, %19,6 kan, %18,1 bronkoalveoler lavaj, %9 balgam Orneklerinden izole
edildigini bildirmislerdir (22). Hosbul’a ait tez calismasinda 2006—2008 yillar1 arasinda
GATA Haydarpasa Egitim Hastanesinde 105 MRSA susunun %39’unu kan ve katater,
%28,6’sin1 yara , %?21,9’unu solunum yolu ve %10,5’ini ise apse, doku ve idrar
orneklerinden soyutlamislardir (80). Calismamizda izole edilen MRSA’larin 6rneklerin
gonderildigi kliniklere gore dagiliminda %22,6 YBU’lerinde, %20,9 enfeksiyon hastaliklari
klinigine, %15,6 norosiruji, %13 ortopedi, %11,3 dahiliye klinigine ait oldugu goriilmiistiir.



Bu béliimlerin hastalarin uzun siire yatarak yogun antibiyotik tedavisi aldig1 klinikler oldugu
dikkat ¢ekmektedir. MRSA larin 6rneklere gore dagilimi incelendiginde %60°1 yara, %20’si
solunum yolu, %13’ idrar, %3,5’1 kan ve kateter olarak bulunmustur. Bildirilen diger
caligmalarla benzer olarak en sik yara kiiltiirlerinden etkenin izole edildigi goriilmiistiir. Buna
karsin MRKNS’larin kliniklere gore daglimi incelendiginde %25,8 dahiliye, %22,7 YBU,
%18,2 acil, %13,6 pediatri klinigine ait oldugu; izole edildigi klinik 6rneklere gore daglimi
incelendiginde %53 kan ve kateter, %25,8 yara, %18,2 idrar oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuglarin da bildirilen diger c¢alismalarla benzer oldugu goriilmiistiir. Mikrobiyoloji
labaratuvarinda izole edilen KNS’larin gergek etken olup olmadiginin belirlenmesinde ¢ok
onemli bir rol de klinisyene diismektedir. izole edilen her MRKNS’nin etken olamayacagi
asikardir. Bunlarin  bir¢ogunun kontaminant bakteriler olabilecegi unutulmamalidir.
Calismamizda c¢ogunlukla kontaminant bakteri olarak kabul edilen S. hominis ve S.

epidermidis en sik izole edilen KNS tiirleri olarak karsimiza ¢ikmustir.

Gilinlimiizde MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde glikopeptid grubu antibiyotikler
kullanilmaktadir. Glikopeptid grubu ilaglar, hiicre duvar sentezini inhibe ederek etki
gosterirler. Sentezlenmekte olan hiicre duvarinin bir komponenti olan peptidoglikanin D-
alanil-D-alanin ucuna baglanarak transpeptidasyon basamagini inhibe ederler (36). Ilk olarak
1958 yilinda kullanima giren ve sadece Gram-pozitif bakterilere etkili olan vankomisine kars1
uzun yillar boyunca diren¢ saptanmamistir. Ancak 1989 yilinda vankomisine direncli
enterokoklar (VRE) goriilmeye baglanmis; bunu 1996 yilinda VISA ve 2002 yilinda da
VRSA izolatlar1 izlemistir (36).

Ik kez 1996 yilinda Japonya’dan Hiramatsu ve arkadaslari vankomisine azalmis
duyarlilik gdsteren MRSA klinik izolatim tanimlamislardir. Bu izolatin vankomisin MIiK
degerini, mikrodiliisyon yontemi ile 8 pg/ml olarak tespit etmiglerdir (41). Bunu takiben,
Amerika’dan iki ve Fransa’dan bir olgu olmak iizere vankomisine azalmis duyarlilik gésteren
diger S.aureus izolatlar1 da bildirilmistir (81, 82). Vankomisin MiK degerleri 8ug/ml olarak
saptanan bu izolatlar, CLSI kriterlerine gore VISA olarak tanimlanmistir (81, 82). Biitiin bu
olgular ayrintili olarak incelendiginde ortak olan 6zellik, direng gelisiminden alt1 ay onceki
donem i¢inde bir¢cok kez ve uzun siireli olmak {izere vankomisin ya da teikoplanin tedavisinin
uygulanmis olmasidir. 1996 yilindan sonra Asya, Amerika ve Avrupa ililkelerinden olmak
{izere vankomisin MIK degerleri 8-16 pg/ml arasinda degisen difer VISA izolatlari
bildirilmeye baslanmistir (83, 84). 2007 yilina gelindiginde ise tiim diinyadan bildirilen VISA
izolatlar1 yaklasik 100’ bulmustur (85).



1997 yilinda, VISA suslarinin ortaya ¢ikmasindan kisa bir siire sonra Hiramatsu ve
arkadaslari, “heterojen VISA (hVISA)” olarak adlandirilan yeni bir vankomisin direng tipi
tanimlamislar ve “Mu 3” olarak isimlendirmislerdir (86). Bu ilk izolatdan sonra bir¢ok
iilkeden degisen oranlarda hVISA izolatlar1 bildirilmistir (87). CLSI tarafindan belirlenen
vankomisin direng sinir degerlerine gore VISA ve VRSA izolatlar1 tanimlanabilirken, hVISA
izolatlar1 i¢in bu gecerli degildir. CLSI kriterlerine gore vankomisine duyarli bulunan
(vankomisin MiK degeri < 2 pg/ml) ancak en az 10*-10>’de bir siklikta olmak iizere, MIK
degeri >2 ug/ml olan bir subpopiilasyon igeren suslar hVISA olarak tanimlanmaktadir (87).
MRSA’lar igerisinde VISA suslarina halen ender olarak rastlanmasina ragmen, hVISA susla-

rinin goriilme sikligi %0,71-65 arasinda olmak tizere degiskenlik gostermektedir (55, 87-89).

Stafilokoklarda gozlenen bu direng gelisimini takiben ilk kez 2002 yilinda
Michigan’da bir diyaliz hastasinda VRSA izolati1 tanimlanmistir. Bugiine kadar, tim diinyada
VRSA enfeksiyonunun goriildiigii 11 olgu mevcuttur. Bunlardan dokuzu ABD’den
(Michigan 7, Pennsylvania 1, New York 1 olgu), ikisi ise iran ve Hindistan’dan bildirilmistir.

Bu olgularin hepsinde PCR ile vanA geni gosterilmistir (43).

2006 yilina kadar S.aureus i¢in vankomisin diren¢ sinir degerleri, < 4 pg/ml duyarl,
8-16 pg/ml orta duyarli ve > 32 ng/ml direngli olarak kabul edilmistir. 2006 yilinda ise CLSI,
in vitro duyarlilik sonuglari ile elde edilen klinik sonuglar arasindaki korelasyonu
artirabilmek amaciyla S.aureus icin belirlenmis olan vankomisin MiK direng sinir degerlerini
diisiirmiistiir. Sonug olarak giiniimiizde yeni direng smr degerlerine gore, MIK < 2 pg/ml
olan izolatlar duyarli, 4-8 pg/ml olan izolatlar VISA ve > 16 pg/ml olanlar VRSA olarak
kabul edilmektedir (28). Dolayisiyla daha onceden hVISA olarak tanimlanmis olan
izolatlardan bazilari, yeni belirlenmis olan degerlere gore VISA olarak kabul edilmektedir.
Benzer olarak “European Committee of Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)”,
2009 yilinda VISA tanimini tamamen kaldirarak, vankomisin MIK degeri > 4 pg/ml olan tiim
S.aureus izolatlarint vankomisine direngli olarak kabul etmistir. Yapilan tim bu
degisikliklere ragmen ne yazik ki vankomisin MIK degeri 2pug/ml olan S.aureus izolatlari ile
vankomisin tedavisinde basarisizliklar goriilmeye devam etmistir. Bu durum ozellikle,

bakteriyemi ya da pnomoni gibi ciddi MRSA enfeksiyonlarinda saptanmistir (45).

hVISA izolatlar1 standart duyarlilik testleriyle tanimlanamamaktadir. Bugiine kadar
hVISA izolatlarimin tanimlamasinda bircok yontem denenmistir. Bunlarin arasinda

Hiramatsu’nun popiilasyon analizi yontemi, E-test makrometod ve PAP-AUC yontemi



sayilabilir (87). PAP-AUC yontemi giliniimiizde hVISA izolatlarinin saptanmasinda altin
standart olarak kabul edilmekle birlikte, rutinde uygulanmasi zor, pahali ve zahmetli bir
yontemdir. E-test makrometod ise hVISA izolatlariin saptanmasiyla ilgili yapilan birgok
caligmada diger yontemlerle karsilastirildiginda, PAP-AUC yontemine daha yakin duyarlilik

ve Ozglllik degerlerine sahip bir yontem olarak bulunmustur (87, 89, 91).

VRSA, VISA ve hVISA izolatlarinin yani sira ortaya ¢ikan bir bagka problem ise son
yillarda Ozellikle bazi merkezlerde ortaya c¢ikan vankomisin MIK degerlerinde goriilen
yiikkselmedir (92, 93). Cesitli klinik o6rneklerden izole edilen S.aureus izolatlarinin
vankomisin MIK degerleri, CLSI diren¢ sinir degerlerinin altinda olmasina ragmen, yillara
gore degerlendirme yapildiginda vankomisin MIK degerlerinde yiikselmeler oldugu
gdzlenmistir. Duyarlilik araliinda kalmak kosuluyla vankomisin MIK degerlerinde
yiikselme goriilmesi “MIC creeping” olarak adlandirilmaktadir. Yapilan gesitli ¢aligmalarda
vankomisin MIK degerleri 1pg/ml ve 2 pg/ml olan MRSA izolatlar1 ile meydana gelen
enfeksiyonlar Kkarsilastirildiginda, vankomisin tedavi basarisizligmin, vankomisin MIK
degerleri yiiksek izolatlarla meydana gelen enfeksiyonlarda daha yiiksek oldugu saptanmistir
(83, 93). Ornegin; yapilan bir calismada vankomisin MiK degeri > 2 pg/ml olan MRSA’larla
meydana gelen enfeksiyonlardaki klinik yamt (%62), MIK degeri < 2 pg/ml olanlarla elde
edilenden (%85) daha diisiik bulunmustur (2).

Nakipoglu ve arkadaslari’nin Istanbul Tip Fakiiltesi'nde 2001-2002 tarihleri arasinda
yaptiklar arastirmada, 81 S.aureus, 54 KNS olmak iizere toplam 135 metisiline direncli ve
duyarh stafilokokta VISA ve hVISA suslarima rastlanmadiklarinit bildirmislerdir (94).
Celikbilek ve ark. Kasim 2006-Agustos 2010 tarihleri arasinda, Ankara Atatiirk Egitim ve
Arastirma Hastanesi laboratuvarlarinda c¢esitli klinik Orneklerden iiretilen 67 MRSA
izolatinin vankomisin, teikoplanin, linezolid ve daptomisine kars1 duyarliliklarini ve bu
ilaglarin MiK degerlerini E-test ydntemi ile belirlemislerdir. Calismada, vankomisine olasi
orta duyarli (mikrodiliisyon ve popiilasyon analizi ile dogrulanmadigindan olasi olarak kabul
edilmistir) bir izolat (%1.5) disindaki tiim izolatlar test edilen dort ilacin tamamina duyarl
bulunmustur (95). Dizbay ve ark. Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesinde 2005 yilinda yaptiklart
calismada 120 MRSA izolatinda glikopeptid direncini 4 pg/ml vankomisin iceren BKIiA’da
arastirmislar ve izole edilen MRSA suslar1 arasinda glikopeptid direnci saptamamiglardir
(96). Batikutlu, Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesinde 2004-2005 yillar1 arasinda 68 S.
aureus susunda E Test yontemiyle vankomisin MIC degerlerini aragtirmiglar ve vankomisine

direngli susa rastlamamislardir (61). Giines, 2007- 2008 tarihleri arasinda Siileyman Demirel



Universitesi T1ip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarma gonderilen
cesitli drneklerden izole edilmis 60’ar adet MRSA, MSSA, MRKNS ve MSKNS susunda
glikopeptilere  karst direng arastirmistir.  Caligmalarinda incelenen tiim  suslar
degerlendirildiginde, vankomisin igin 145’inin MIK degerleri duyarli aralikta iken, 95’inin
MIK degerinin orta derecede duyarl aralikta oldugunu tespit etmislerdir. Ancak sonug olarak
suslarin higbirinde vankomisin icin direngli diizeyde MIK degeri tespit etmediklerini
bildirmislerdir (97). Sancak ve arkadaslarmin Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi’nde
2005°de yaptiklar1 ¢alismada, klinik orneklerden izole edilen 256 MRSA izolati
degerlendirilmis; makro E-test ve 4 mg/L vankomisin i¢eren BKIA tarama yontemleriyle
izolatlarin 46(%17.9)’s1t hVISA olarak tespit edilmis ve bu suslar popiilasyon analizi ile de
dogrulanmistir (89). Kuscu ve arkadaslar1 2007-2009 yillar1 arasinda Ankara’da yaptiklar
calismada, metisiline direngli 148 stafilokok izolatinin 5(%3.4)’ini VIS, 2(%1.4)’sini ise
hVIS olarak tanimlamislardir. S.aureus suslar1 dikkate alindiginda ise, VISA (1/107) ve
hVISA (1/107) prevalansi benzer olarak %0.9 oraninda bulundugu bildirilmistir (47).

Degisik c¢aligmalarda saptanan prevalans oranlari arasindaki farkliliklarin baglica
nedeni, kullanilan yontemlerin farkli olmasidir. Bugiin i¢in kabul edilen altin standart PAP
yontemidir, ancak olduk¢a zahmetli ve zaman alicidir. Bundan dolayr birgok calismada
degisik oranlarda vankomisin igeren agar tarama testi kullanilmistir. Fakat tarama plaklarinin
kullanilmast sonucunda elde edilen yalanci negatiflik ve pozitiflik olduk¢a dnemlidir. Bunu
engellemek amaciyla tarama plaginda iireme goriilen izolatlar mutlaka dogrulanmalidir.
Bizim ¢alismamizda da, kullanmis oldugumuz 6 pg/ml vankomisin i¢eren tarama plaklarinda
iki susta iireme saptanmis olup bunlarin dogrulama testleriyle (E test, makro E test, PAP
AUC ) aslinda vankomisine duyarli oldugu goriilmiistiir. Vankomisin tarama agarmn ilk
basamakta vankomisin direnci saptamada kolay ve maliyet etkin bir yontem oldugu
gorilmiistiir. Agar tarama testinde saptanmis direngli suslarin dogrulanmasinda E test ve PAP

yontemlerinin mutlaka yapilmasi gerektigi kanisina varilmistir.

Stafilokoklarin labaratuvarlarda konvansiyonel yontemlerle dogru tiplendirilmeleri,
ozellikle de KNS ve S. aureus ayrimimin dogru yapilmasi sonraki tan1 agamalarinda ¢ok
onemlidir. Nitekim metisilin direnci saptanmasinda bu iki bakteri arasinda biiyiik farkliliklar
vardir. Dogru tanimlamada lam koagiilaz testinin yanisira tiip koagiilaz testi de mutlaka
yapilmalidir. KNS’larin yanlighkla S. aureus gibi degerlendirilmesi bundan sonraki

asamalarda zincirleme bir¢ok hataya neden olabilecegi gdzoniinde bulundurulmalidir.



6. SONUC VE ONERI

Coklu antibiyotik direnci gosteren MRSA'larin etken oldugu enfeksiyonlarda tek
tedavi secenegi olarak cogu kez glikopeptid antibiyotikler kullanilmaktadir. Bu
antibiyotiklerin yogun bir bi¢cimde kullanilmasi, stafilokoklarda glikopeptidlere karsi
hassasiyet azalmasina ve direng gelismesine sebep olmustur. Dirence neden olan
mekanizmalardan bazilarinin rutin laboratuvar yontemleri ile saptanamamasi, direncin
anlagilabilmesi konusunda bircok caligma yapilmasina neden olmustur. Stafilokoklarda
azalmis glikopeptid direncinin taranmasi ve dogrulanmasi i¢in tiim diinyada kabul gérmiis bir
yontem olmamasina ragmen vankomisin tarama agar, standart E test, makro E test ve altin

standart olarak kabul edilen PAP-AUC oraninin hesaplanmasi 6nerilmektedir. Calismamizda



da vankomisinli agar tarama besiyerinde iireyen S. aureus’larin standart E-test, makro E test
ile MIK degerlerinin duyarl sinir araliklarinda oldugu gésterildi. En sonunda altin standart
olarak kabul edilen PAP-AUC yonteminin kullanilmasiyla da vankomisine karsi azalmis

hassasiyet ya da dirence rastlanmadi.

Ulkemizde metisilin ve vankomisin direncinin saptanmasinda CLSI &nerileri
kullanilmaktadir. Ancak tilkemizin tedavi protokolleri, hasta popiilasyonu ve ekonomisi bu
sistemlerin  hazirlandig1 iilkelerden ¢ok farklidir. Bu nedenlerden dolayi, kendi
standartlarimizin olusturulmasi ve bunlara gore degerlendirme yapilmasimin daha uygun

olacag diistiniilmiistiir.

MRSA enfeksiyonu diisiiniilen hastalarda tedavide glikopeptid kullaniminin ileride
hVISA ve VISA gelisimine sebep olabilecegi akilda tutulmali ve tedaviye yanit vermeyen
hastalarda vankomisin direnci i¢in tarama mutlaka yapilmalidir. Direnci saptadiktan sonra
izolasyon ve korunma da ¢ok 6nemlidir. Ayrica enfeksiyon kontrol dnlemlerinin etkinligi de,
bu bakterilerin hastane i¢i yayilimini Onlemede bir diger onemli faktordiir. Direnci
saptamadaki amagc, hastayr uygun sekilde tedavi etmek olmasimin yanm sira yayiliminmi da
onlemek olmalidir. Bilindigi gibi bu direng¢ kisilerin elleri, burun tasiyiciligi, aletler gibi
cesitli faktorlerle hastalar arasinda yayilabilir. Bu konuda CDC'nin 6nerilerini dikkate almak

gerekmektedir.

Diinya ¢apinda giderek artan siklikta bildirilmeye baglanan h-VISA, VISA ve VRSA
suslart iilkemizde de yakin bir gelecekte goriilecek diren¢ gelisiminin ilk uyarilarim
vermektedir. Sonug¢ olarak bu seckin antibiyotigin kullaniminda 6zenli olunmasi ve gerek
tedavi Oncesi, gerekse tedavi sirasinda hastalarin mikrobiyolojik yonden yakin izlemi énemli

ve gereklidir.
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