T.C.
CUKUROVA UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
MIK ROBIYOLOJi ANABILiIMDALI

HASTANE IZOLATI STAPHYLOCOCCUSAUREUSVE
KOAGULAZ NEGATIF STAPHYLOCOCCUS SUSLARINDA
METISILIN DIRENCININ FARKL! YONTEMLERLE
ARASTIRILMAS

Dr. Aygill TURAC BICER

UZMANLIK TEZI

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Akgin Yaman

ADANA- 2009



T.C.
CUKUROVA UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
MIKROBIYOLOJi ANABILiIMDALI

HASTANE IZOLATI STAPHYLOCOCCUSAUREUSVE
KOAGULAZ NEGATIF STAPHYLOCOCCUS SUSL ARINDA
METISILIN DIRENCININ FARKLI YONTEMLERLE
ARASTIRILMAS

Dr. Aygill TURAC BICER

UZMANLIK TEZI

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Akgiin YAM AN

TF2006L TP10
ADANA- 2009



TESEKKUR

Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda asistanlik egitimim sliresince yetismemde biyuk
emekleri ve katkilar1 olan, bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim degerli hocalarim,
Prof. Dr. Fatih Koksal, Prof. Dr. Kadri Ozcan, Prof. Dr. Fiigen Y arkin, Prof. Dr. Akgiin
Y aman ve Prof. Dr. M.Macit ilkit' e;

Tezimin hazirlanmasinda benden yardimlarimt  esirgemeyen, bilgi  ve
deneyimlerini paylasan, her konuda rahatlikla ulasip danistigim tez damsmanm sayin
Prof. Dr. Akgun Yaman’

Balcali Hastaness Merkez Laboratuvar’nda bulundugum sire icerisinde tez
calismalarimdaki yardimlarindan dolay: Yrd. Dog. Dr. Filiz Kibar’a, doktora 6grencisi
Pinar Etiz'e, yiksek lisans 6grencileri Esra Zorluer ve Onur Ucar’a ve mikrobiyoloji
biriminde caligsan tim laborant arkadaslara;

Calismamin  istatistiksel analiz  boliminde, verilerin  degerlendirilmesinde
katkilarindan dolay1 Dog. Dr. Giilsah Seydaoglu’ na ve yiksek lisans 6grencisi Cagla
Saritirk’ e;

Asistanligim slresince her zaman yardimlarim gordigim bolim sekreterimiz
Suna Gokmen'e,

Egitim sirem boyunca pek cok sey paylastigim degerli asistan, biyolog ve
teknisyen arkadaslara;

Hayatim boyunca desteklerini hep yanimda hissettisim anne ve babama,
kardeslerim Sule ve Aysegiil’e, sevgili esim Omer Sunkar’a ve biricik kizim idil’e
sonsuz tesekkir ederim.

Tez calismami, TF2006LTP10 no’lu proje ile destekleyen C.U. Rektorliigi
Arastirma Fonu’ na tesekkir ederim.

Dr. Aygiil TURAC BICER



ICINDEKILER

(1] 1] (TP 1

2.GENEL BILGILER.......cocoiuititeieietceetes ittt ettt ettt sassesens 2

2 L TANNGE. ...ttt et er b sr e 2
2.2, SINITIAIMEL ...t e ettt ne e e et bt sre s 3
2.3. Morfolojik ve Kimyasal OZelliKIENi.........c..cevecuevrieeeeeeeeieieeeee e 5
2.3.1. GOrtinUm V& BOYANIMEL. .......ccuiiiiieiiieseee et nne 5
2.3.2. Ureme Ve KUILUr OZEHIKIENi........cucveeeceeieieceee et 5
2.3.3. BiyoKimyasal OZEIIIKIENi..........ceveeeueieeeieeeeeeeeete e e, 6
2.3.4. GEINMOM Y BISL. .. eiuteeuieeiiesteesses et et estesteessesse e ss e e e et e e es e sseess e s s e s e e seennesneesreennens 6
2.4. Virulans Ve PalO]ENITEIENT........cccuirieieiee et s 7
P I = = | TSRS 7
2.4.2. HUCIE DUV L. ...ttt ettt e sr e sn e n e e nnne e nnea 7
2.4.2.1. Peptidoglikan Tabhaka..........cccoreierireniiee st 7
2.4.2.2. TEKOIK ASIT.....eieeeeiiee ettt et st s st eneneas 8
2.4.2.3. YUZEY ProtaINIENi.....ccceeeieiie ettt sttt s e e 9
24,3, TOKSINTEN ...t e et se e st en e 9
2.4.3.1. SItOITIK TOKSINIEN ... e e 9
2.4.3.2. ENLEIOIOKSIN. ...ttt ettt 10
2.4.3.3. Eksfoliyatif Toksin (EKSfOlIYaEIN)........coevirerireeireeie e 11
2.4.3.4. Toksk Sok Sendromu ToKSINi-1 (TSST-1).....cccovereririenieneeie e 11
244, ENZIMIES ...ttt e e e sttt et et sttt eae e 11
P I (- |- 7.2 RSP SRTS 11
2.4.4.2. KOBQUIBZ........ooieeeenieseee sttt e st eneas 11
P T I | o - OSSP P PRTPR PRSPPI 11
2.4.4.4. HiyalUrONIAEZ.........ccueeueieiieeieseee sttt sttt s 12
2.4.4.5. Fibrinolizin (StafiloKiNaz).........cccoveieiire s 12
2.4.4.6. Fosfatidilinozitol — Spesifik Fosfolipaz C..........ccoovieiineieice e 12
2.4.4.7. DEOKSINDONUKIEAZ........ccueeeeieeieieie s 12
2.4.4.8. Beta-Laktamaz (PeniSIliNaz).........cccooereiininieiineee e 12
2.4.4.9. SIIME FAKLON.......ccuiiiiieseie ettt 12
2.5, EPIAEMIYOIOJi ..ttt e e 13
2.6. Stafilokoklarin Neden Oldugu Infeksiyonlar.............cceeeeeeeecreresisiecrcreeeeee e, 15
2.6.1. Saphylococcus Aureus INfEKSIYONIArL..........c.ceveveccueveieiiecreeeeeeee e, 15
2.6.1.1. Deri Ve Yumusak Doku InfekSiyonlars.........ccvcvcecveeeeeccccrsieeiivciernan,s 15
2.6.1.2. Dolasim Sistemi INfeKSIYONIart.........c.ccuceverevcreieeieeeee e 15
2.6.1.3. Solunum Sistemi INfEKSIYONIAI.........cccucvevcuereeiieireeeree e 15
2.6.1.4. Kas ve Iskelet Sistemi INfeKSIYONIart........ccoovcueuiviieieverereeeeeeeeeee e, 15



2.6.1.5. Santral sinir sistemi iNfeKSIYONIari........ccocoeeirieiiinee e 15

2.6.1.6. Uriner Sitem infekSIYONIar..........cevceuierurireeeeeee e eeseees e esseees e 15
2.6.1.7. Toksinlere bagli olarak gelisen infeksiyonlar............ccovevvineiiniceinnene 16
2.6.2. KNS INFEKSIYONIAI. .....vcvviccveiiicectetetet ettt 16
P R I | OSSR 17
A B G - - v I = PSRRI 18
2.7.2. KOBGUIBZ TESLI.....eeeeuieseeie sttt ettt sttt e et 18
2.7.3. ViIteK 2 OtOMBLIZE SISLEIM.......eiuiieiie sttt e 19
2.8. Stafilokok Infeksiyonlarinda TEAAVI.........c.ccceveiieiecrereeee et 21
2.8.1. Stafilokok infeksiyonlarinda kullamlan baglica antibiyotikler........................ 21
2.8.2. Stafilokoklarda PeniSilin DIFENCi.........ccceuereeriereire e 24
2.8.3. Stefilokoklarda Metisilin Direng Mekanizmalart..........ooccoevevevencenenieeienene 24
2.8.3.1. Yeni bir penisilin baglayici protein (PBP2a) sentezi...........ccoocevevvrerenne. 24

nedeniyle olusan Direng
2.8.3.2. Asir1 beta laktamaz salgilanmasi ile olusan direnG..........ccoceeeeerieeieneennen. 29
2.8.3.3. Mevcut PBP lerde beta laktam antibiyotik afinitesinde.............ccccocveuvenees 29

azalmaile olusan direng
2.8.4. Metisilin direncini etkileyen internal faktorler...........cooovveiviieninevinece 30
2.8.5. Metisilin direncini etkileyen eksternal faktorler ..o, 30
2.8.6. Metisilin Direncinin Belirlenmesinde Kullanilan Y ontemler.............cccvenee... 31
2.8.6.1. FENOLIPIK Y ONLEMIEN ..ot e 31
2.8.6.2. MoleKUler YONTEMIEN ........cceiieiie it 32

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Klinik Orneklerden 1Zolasyon.............cccuevueueeeeeueeeeeeeeeeee e 35
3.2. DEGErlendirMe.....c..oeceiee e e 35
I I (G = - 7.4 U= (ST 35
3.2.2. Plazma koagUlaz tESH..........ccveuereiie it 36
3.2.3. Vitek 2 OtOmatiZe SISLEM........oiviieeeirieiie et s 36
3.3. Antibiyotik Duyarlilik TESHEN.......cceireeie e 36
3.3.1. DisK difUZYON YOMEEMI.....c.coieiiereiieseie sttt s 36
332 E-TES YONEEIMI.....iiviieeiieeee ettt sttt e st 37
3.3.3. Tuz Agar Tarama Y ONLeM.......c.ceeeeuereeie et 37
3.4, MOIEKUIEr Y OMEEIM.......eieiiiiie et 37
3.4.1. DNA EKSITaKSIYONU.....corviriiiiirieeiieieie st st s 38
3.4.2. REAI-TIME PCR.....oiiie ettt e e 39
4. BULGULAR..... ettt sttt et st es e e ene e st ense e snenees 41
4.1, I9atistiKSEl INCEIEME........ccviiicecececeeece ettt 47
B TARTISMA . ettt ettt ettt ettt e b e e s b st en e neseenee e eeeneas 48
B. KAYNAKLAR. ..ottt sttt st st sttt et en e es 59
7. OZGECMIS ...ttt ettt s e e s s s e sss st es et saneens 70



TABLO LIiSTESI

Tablo No Sayfa No
Tablo 1. Bugine kadar tanimlanmis stafilokok tlr ve alt tlrleri.......cccceveceveeveeeecevrieee e 4
Tablo 2. Klinik olarak énemli stafilokok tirlerinin tammlanmasinda kullanilan testler ............... 20
Tablo3. S aureusveKNS'larda CLS tarafindan onerilen oksasilin-sefokstin disk............c....... 37
difiizyon ve E-test duyarhhik sinirlari
Tablo 4. LightCycler MRSA Detection Kit calisma protoKOlU.......ccveveeerereeerenee e eee s e 40
Tablo5. KNStlrleri ve materyaller € gOr .. ..ottt e s e s 42
Tablo6. S aureusve KNS suslarinda fenotipik yontemlerin uyumu [N (%0)]...ooeovervennncinncnnnne 43
Tablo 7. S aureusve KNS suslarinda mecA geni [N (90)]..coovereeerrienieiririerer e s e 43
Tablo 8. mecA geni icermelerine kar sin fenotipik yontemlerle farkl duyar ihiK.........ccoceevenenee 44
sonuglari izlenen suslara ait veriler
Tablo 9. mecA geni icer memelerinekar sin fenotipik yontemlerlefarkh duyarhhik....................... 45

sonuglari izlenen suslara ait veriler
Tablo 10.S. aureus ve KNS suslarina uygulanan fenotipik yontemlerin

genotipik yontem ile karsilastirilmas ve yontemlerin Uyumu.........ccoeveveeneensneeeeeennnes 45
Tablo 11. MRSve M SS suslarinda disk diflizyon yontemi ilediger antibiyotiklere....................... 46
duyarhhik [n (%)].
Tablo 12. S aureusicin kullanmlan testlerin duyar hiligi ve 6zgUIUZU.........c.cooveeeveeevenineincneins 47
Tablo 13. KNS'lar icgin kullamlan testlerin duyar iligi ve 6zgUIHUZU.........ccvveeveveeniieieeee e 47



SEKIL LISTESI

Sekil No Sayfa No
Sekil 1. Mec gen KompleksSiNin dOrt SINIFL .........coii e 25
Sekil 2. ccr gen KOMPIEKSININ YADISE.....c.oiveuerietireetireetiietese st sttt sttt et st st st st st s ene e 26
Sekil 3. Stafilokoklar da tanimlanan SCCMEC LIPIEN i.......ovciriiriire s 28
Sekil 4. Stafilokok izolatlarinin kliniklere gore dagiimi..........c.cooveirenene s 41
Sekil 5. S. aureus suglarinin klinik 6rneklere gore dagiimi..........ccooevrennencie e 41
Sekil 6. KNS suglarinin klinik 6rneklere gore dagilimi...........coveiveinenene s 42
Sekil 7. mecA geni pozitif olan suslarin real-time PZR gor UNTUSU........coovvereeirrineneneneene e 44



KISALTMALAR

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

BOS : Beyin Omurilik Sivisi

BORSA : Borderline Resistant Staphylococcus aureus

CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute

CRF . Coagulase Reacting Factor

DDT : Disk Diflizyon Test

FRET : Fluoresance Resonance Energy Transfer

KNS : Koagulaz Negatif Stafilokok

MRS : Metisilin Rezistan Stafilokok

MRKNS . Metisilin Rezistan Koagllaz Negatif Stafilokok
MRSA . Metisilin Rezistan Staphylococcus aureus

MSS : Methicilline Susceptibility Staphyl ococcus
MSSA : Methicilline Susceptibility Staphyl ococcus aureus
SCC : Staphylococcal Cassette Chromosome

MIK : Minunum inhibisyon Konsantrasyonu

MODSA : Moderately Resistant Staphylococcus aureus
MHA : Muller Hinton Agar

Ni : Nozokomiyal infeksiyon

NAG : N-asetil glukozamin

NAM - N-asetil muramik asit

PBP : Penisilin Baglayan Protein

PFGE : Pulsed Field Gel Electrophoresis

PZR . Polimeraz Zincir Reaksiyonu

SSSS . Staphylococcal Scalded Skin Syndrome
TSST-1 : Toxic Shock Syndrome Toxcin-1

TK-MRSA : Toplum Kokenli-Metisiline Rezistan Staphylococcus aureus
Vitek 2-AST . Vitek- 2 Antimicrobial Susceptibility Test
Vitek-2 GP : Vitek-2 Gram Positive Identification Card

VISA : Vancomycin Intermediate Saphyl ococcus aureus
VRSA : Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus

VI



OZET

Hastane Izolat1 Staphylococcus aureus ve K oagiilaz Negatif Staphylococcus
Suslarinda Metisilin Direncinin Farkh Yontemlerle Arastiriimas

Amagc: Hastane izolat1 Staphylococcus aureus ve koagilaz negatif stafilokoklarda
metisilin direnci, oksasilin ve sefoksitin disk diflizyon testi, oksasilin E-testi, tuz agar
tarama testi ve direngten sorumlu mecA genin polimeraz zincir resksiyonu ile
gbgterilmesi planland.

Gerec ve Yontem: Calismada 2006 ile 2007 yillar1 arasinda hastanemizde yatan
hastalardan izole edilen 90 Staphylococcus aureus ve 90 koagilaz negatif stafilokok
susunda bu testler yapildi. izolatlar Vitek 2 otomatize sistemiyle tir diizeyinde tamnd.
Altin standart olarak kabul edilen mecA geni ise polimeraz zincir reaksiyonu ile
arastirild.

Bulgular: Oksasilin disk difizyon testine gore Staphylococcus aureus
izolatlarinin 45 (% 50)’i, koagilaz negatif stafilokok izolatlarinin 47 (% 52.2)’si
direncli, sefoksitin disk diflizyon testine gore Saphylococcus aureus izolatlarinin 45
(% 50)'i, koagilaz negatif stafilokok izolatlarinin 46 (% 51.1) 'si direncli, oksasilin E-
teste gore Staphylococcus aureus izolatlarimin 45 (% 50)'1, koagilaz negatif stafilokok
izolatlarimin 47 (% 52.2)’si direngli, tuz agar tarama yontemine gore Staphylococcus
aureus izolatlarimin 44 (% 48.9)', koagilaz negatif stafilokok izolatlarimin 41 (%
45.5)'i ve Vitek 2 otomatize sisteme gore Saphylococcus aureus izolatlarinin 44 (%
48.9)'U, koagulaz negatif stafilokok izolatlarimn 47 (% 52.2)'si direncli bulundu.
Saphylococcus aureus izolatlarinin mecA- polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile 44
(% 48.9)’ inde mecA geni pozitif iken koagilaz negatif stafilokok izolatlarimn 45 (%
50)’inde mecA geni pozitif bulundu.

Sonug: Stafilokoklarda heterojen direncli suslar nedeniyle metisilin direncinin
fenotipik yontemlerle gosterilmesi siklikla yanlisliklara neden olmaktadir. Bu sorunun
Ozellikle koagulaz negatif stafilokok suslarinda, Staphylococcus aureus a gére daha da
belirgin oldugu gozlenmektedir. Calismamizda Staphylococcus aureus lar da fenotipik
yontemlerden, oksasilin ve sefoksitin disk diflizyon, oksasilin E-test ve tuz agar tarama
testi sonuglart ayni bulundu (duyarlilik % 97.72, 6zgullik % 95.65 ). Koagllaz negatif
stafilokok suslarinda fenotipik yontemlerden sefoksitin disk difiizyon testi diger
yontemlere gore atin standart teste en yakin test olarak bulundu (duyarlilik % 97.77,
Ozgullik % 97.77 ). Ancak, hem Saphylococcus aureus, hem de koagilaz negatif
stafilokok suslarinda metisilin direncinin gosterilmesinde en uygun yontem polimeraz
zincir reaksiyonu ile mecA geninin belirlenmesidir.

Anahtar sdzcukler: Koagulaz negatif stafilokok, mecA, metisilin direnci,
Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT

Detection of Methicillin Resistance in Nosocomial | solates of Staphylococcus aureus
and Coagulase Negative Staphylococcus Strains by Different M ethods

Objective: Methicillin resistance of nosocoimal Saphylococcus aureus and
coagulase negative staphylococci was planned to be detected by oxacillin and cefoxitine
disk diffusion tests, oxacillin E-test, salt agar screen and mecA gene which is
responsible for the resistance by polymerase chain reaction.

Material and Methods. In this study, 90 Saphylococcus aureus and 90
coagulase negative staphylococci strains isolated from patients who were hospitalized in
Cukurova University Hospital between 2006-2007. The isolates were identified by the
Vitek 2 automated system. mecA gene which is accepted as gold standard was tested by
polymerase chain reaction.

Results: In the oxacillin disk diffusion test, 45 (50 %) of the Staphylococcus
aureus and 47 (52.2 %) of the coagulase negative staphylococci isolates, in the
cefoxitine disk diffusion test 45 (50 %) of the Staphylococcus aureus and 46 (51.1 %)
of the coagulase negative staphylococci isolates, in the oxacillin E-test 45 (50 %) of the
Saphylococcus aureus and 47 (52.2 %) of the coagulase negative staphylococci
isolates, in the salt agar screen 44 (48.9 % ) of the Saphylococcus aureus and, 41
(45.5 %) of the coagulase negative staphylococci isolates, and in the Vitek 2 automated
system, 44 (48.9 %) of the Staphylococcus aureus isolates and 47 (52.2 %) coagulase
negative staphylococcus isolates were found to be resistant. The mecA gene was
positive in 44 (48.9 %) of the Staphylococcus aureus and, 45 (50 %) of the coagulase
negative staphylococci isolates polymerase chain reaction studies.

Conclusion: Detection of methicillin resistance in staphylococci by phenotypical
methods often leads to false results. This problem is more evident in the coagulase
negative staphylococci than the Staphylococcus aureus isolates. In our study, the
results of the phenotypical methods, oxaciilin and cefoxitine disk diffusion tests,
oxacillin E-test and salt agar screen test were found to be consistent (sensitivity 97.72 %,
spesificity 95.65 %). Cefoxitine disk diffusion test was found to be the most accurate
test reaching aimost to the gold standard compared to the other methods in coagulase
negative staphylococcus strains (sensitivity 97.77 %, spesificity 97.77 %). However, the
most appropriate  method for detecting the methicillin resistance for both
Staphylococcus aureus and coagulase negative staphylococci isolates is detection of
mecA gene by polymerase chain reaction.

Key Words: Coagulase negative staphylococci, mecA, methicillin resistance,
Staphylococcus aureus.
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1. GIRIS VE AMAC

Micrococcaceae ailesinin Gyesi olan stafilokoklar, deri ve mukozalarda kolonize
olabilen, degisik turleri ile farkli hastaliklar yapabilen 6nemli bir bakteri cinsidir.
Staphylococcus aureus, cesitli doku ve organlarda agir infeksiyonlar olusturabilen en
Onemli taradur. Saureus disinda ki tirler koagilaz negatif stafilokok (KNS) olarak
issimlendirilir. KNS'lar gegmiste sadece normal flora elemam olarak kabul edilirken;
gunimuizde S .aureus kadar 6nemli bir mortalite ve mobidite nedeni olarak karsimiza
cikmaktadir.

Stafilokoklar'in nozokomiyal ve toplum kokenli infeksiyon etkenleri arasinda
Onemi gun gectikce artmaktadir. Normal flora Uyesi olan bu tir mikroorganizmalar,
infeksiyon-kolonizasyon ayrimi yapmada ve diren¢ paternlerini degerlendirmede
hekimleri zor durumda birakmaktadir. Metisiline direncli stafilokoklar (MRS) beta
laktam antibiyotiklerin yan sira diger antibiyotiklere de direncli olmalari nedeniyle;
direng 6zelliklerinin izl ve glvenilir olarak en kisa siirede tammlanmasi, hem uygun
antibiyotigin kullaniimas: hem de tedavinin maliyeti agisindan dnemlidir.

Stafilokoklarda metisilin direnci; mecA geni tarafindan kodlanan yeni bir penisilin
baglayici protein (PBP) olan PBP2a yapimi sonucu izlenir. Ancak, metisilin direncinin
ekspresyonu, cevre kosullarindan kolay etkilenir ve her zaman rutin kullamlan fenotipik
testlerle belirlenemeyebilir. Bu nedenle mecA geninin tespitini saglayan genotipik
calismalar biyik 6nem tasimaktadir. Son yillarda metisilin direncini gbstermede cevre
kosullarindan ve heterojen metisilin direncinden daha az etkilenen sefoksitin disk
diflzyon testi (sefoksitin DDT) giderek daha fazla kullamlan bir yontem olmustur.

Bu calismada; gin gegtikge daha fazla mortaite ve morbidite etkeni olan
MRS larin metisilin direncinin daha guvenilir bir sekilde tespit edilmesi, izolatlarin
metisilin duyarliliklarimn en kisa sirede belirlenmesi amaglanmistir. Bu bilgiler
is1ginda Saureus ve KNS'larda metisilin direnci Klinik ve Laboratuvar Standartlar
Engtittisi — CLSI onerileri dogrultusunda; oksasilin disk diftizyon test (oksasilin DDT),
oksasilin E-test, sefoksitin DDT, tuz agar tarama metisilin direncini belirlemede
kullanilmig, ancak altin standart olarak mecA geninin tespiti kabul edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Stafilokoklar Micrococcaceae ailesi icerisinde yer aan, dogada yaygin olarak
bulunan Gram pozitif koklardir. Memelilerin deri ve mukéz membranlarinda normal
flora elemanidir. Stafilokoklar genelde bulunduklari yerde konakla iyi huylu ve
simbiyotik bir iliskiye sahiptirler, ancak deri ve mukozal travma, enjeksiyon veya
cerrahi miidahaleler ile dokuya girmesi sonucu patojen olabilirler.*

2.1. Tarihge

Stafilokoklart ilk olarak 1878 de Robert Koch 1sik mikroskobunda tammlamis,
1880’ de Pasteur sivi besiyerinde Uretmistir. Iskogyal1 cerrah Alexander Ogston 1881 de
stafilokoklarin ~ fareler ve kobaylar icin  patojen oldugunu gosterirken bu
mikroorganizmalara; Uremeleri sirasinda birbirlerinden ayrilmayip, Uzim salkimina
benzeyen dizensiz kiimeler olusturmalari sonucu 2Staphylococcus’ (Staphyle: tzim
salkimi) adim vermistir. Rosenbach 1884'de ilk kez insandan izole etmistir. S albus
olarak adlandirilan bakteri grubunun birden fazla alt tir icerdigi ve 1970’ lerden itibaren
S epidermidis disindaki diger KNS tirrleri de taninmaya baglamustir.™?

Alexander Fleming'in 1928’ de penisilini bulmast ve 1940'da Florey ve Chain
tarafindan penisilin Gretiminin basarilmas: ile stafilokok infeksiyonlarinin tedavisinde
onemli bir asama kaydedilmistir. Penisilinaz Uretimi ilk olarak 1940’ da Abraham Chain
tarafindan Escherchia coli’de bildirilmistir. Saureus suslarinda ise penisilin direncini
1944’ de Kirby tammlamustir.®

Ik semisentetik penisilinaza direncli antimikrobiyal olan metisilin 1959’ da klinik
kullanima girmistir. iki yil sonra, ilk metisiline direncli S. aureus (MRSA) izolatlar:
Ingiltere’ den bildirilmistir. S. aureus suslarindaki bu direng 1960’ |1 yillarda Avrupa da
ve 1970'1i yillarda ABD’ nde 6nemli bir sorun haline gelmistir. MRSA suglar1 6zellikle
1980'li yillarda hastane kaynakli salgin etkeni olarak bildirilirken; kinolonlar,
klindamisin, makrolidler, kloramfenikol, tetrasiklinler, aminoglikozidler, trimetoprim-



sulfametoksazol ve rifampisin gibi antibiyotiklere karsi coklu direng ile sk
karsilasil mistir.**

Coklu direnc gosteren MRSA suslarina bagli infeksiyonlarin artmasi nedeniyle,
son 25 senedir vankomisin, stafilokokal nozokomiyal infeksiyonlarin (NI) tedavisinde
kullamlir hale gelmistir. ilk olarak 1995'de Fransa da,° 1996’ da Japonya' da,” 1997 yili
icinde ABD,2 Hong Kong’® ve Kore'de vankomisine azalmis duyarlilik
(VISA:Vancomycin intermediate S. aureus) gosteren MRSA suslarimin izole edilmesi
direng sorununun ne kadar 6nemli oldugunu goéstermistir. ilk vankomisine direncli
S aureus (VRSA) susu, Haziran 2002’ de ABD’ nde diyaliz tedavisi goren 40 yasindaki
bir erkek hastanin kateter ucundan izole edilmistir.***? Direng probleminin artmasiyla
birlikte MRSA tim dinyada nozokomiyal epidemilere yol acan ciddi bir saglik sorunu
haline gelmistir.

2.2. Siniflama

Bergey'in  1986'da yaptigi sistematik bakteriyoloji simflamasina gore,
Micrococcaceae ailesinde Stomatococcus ve Planococcus ile birlikte yer alan
Saphylococcus ve Micrococcus tirleri Gram pozitif, katalaz pozitif koklardir.*®
Bununla birlikte DNA dizi analizi, DNA-rRNA hibridizasyonu, 16S rRNA’nin
karsilastirmal1 oligonikleotid kataloglamasi Staphylococcus ve Micrococcus tirlerinin
yakin iligkili olmacigim gostermektedir. Staphylococcus tirleri aym zamanda Bacillus,
Brochothrix, Gemella, Listeria ve Planococcus ile de nispeten yakin iliskili
bulunmustur. Bu tirler gegici olarak stafilokoklar ile Bacillus-Lactobacillus-
Sreptococcus  kumesinin - Bacillaceae ailesindeki  diger tdrler ile birlikte
sintflandiril migtir.2

Sonraki calismalar, mikrokoklarin oksidaz pozitif oldugunu, G+C oranminin (%63-
73 mol) yiksek oldugunu, laboratuvar kosullarinda stafilokoklarin tersine furazolidon
(100 ng/ml) ve lizostafine (200 ng/ml) direngli iken, basitrasine (0.04 ng/ml) duyarl:
olduklarim géstermistir.'?

Stafilokoklar icerisinde en patojen tir olan S. aureus infeksiyonlardailk sirada yer
almaktadir. S. aureus disinda ki tim stafilokok tirleri genel olarak KNS 'lar adi altinda



amlmaktadir.®® KNS lar icerisinde klinik érneklerden en sik izole edilen tirr bir deri

flora tiyesi olan S. epidermidis'tir.*3

Staphylococcus cinsi icinde bugiine kadar 35 tir tammlanmis olup, bunlardan 17

tanesi klinik 6rneklerden izole edilmistir.>*

Tablo 1. Bugiine kadar tamimlanmus stafilokok tiir ve alt tiirleri 2%

Tur Alt tr Referans

Sarlettae”® Schieifer et al. 1984

Saureus anaerobius DelaFuente et al. 1985
Saureus aureus Rosenbach 1884

Sauricularis Kloos and Schleifer 1983
Scapitis’ capitis Kloos and Schleifer 1975
Scapitis’ ureolyticus Bannerman and Kloos 1991
Scaprae Devriese et al. 1983
Scarnosus’ carnosus Schleifer and Fischer 1982
Scarnosus’ utilis Probst et al. 1998
S.chromogenes® (Devriese et al. 1978), Hajek et al. 1986
Scohnii” cohnii Schleifer and Kloos 1975
Scohnii” urealyticum Kloos and Wolfshohl 1991
S.condimenti Probst et al. 1998

Sddphini® Varaldo et a.1988
Sepidermidis Window and Window 1908; Evans 1916
Sequorun® equorum Schleifer et a.1984

Sequorun® linens Place et a.2003

Sfelis® Igimi et al. 1989

Sfleurettii Vernozy-Rozand et al.2000
Sgallinarun® Devriese et al.1978
Shaemolyticus Schleifer and Kloos 1975
Shominis’ hominis Kloos and Schleifer 1975
Shominis’ novobi osepticus Kloos et a.1998

Shyicus® (Sompolinski 1953), Devriese et al. 1978
Shyicus chromogenes Devriese et d. 1978
Sintermedius Hajek 1976

Skloosii* Schieifer et a.1984

Slentus® Kloos et a.1976, Schieifer et a 1983
Slugdunensis’ Freney et al. 1988

Slutrae Foster et a.1997

Smuscae® Hajek et al. 1992

Spasteuri’ Chesneau et al.1993
Spiscifermentans® Tanasupawat et al.1992
S.saccharolyticus Kilpper-Balz and Schieifer 1981
S.saprophyticus bovis Hajek et al. 1996
S.saprophyticus” saprophyticus Shaw et al.1951

Sschieferi” coagulans Igimi et a. 1990

S.schleiferi schleiferi Freney et al.1988

S.sciuri carnaticus Kloos et a. 1997

Ssciuri® lentus Kloos et a 1976

Ssciuri® rodentium Kloos et a 1997




Tablo 1'in devam:

Tar Alt tir Referans

S.sciuri® sciuri Klooset d 1976
Ssmulans Kloos and Schleifer 1975
S.succinus casei Place et al. 2003
S.succinus succinus Lambert et al. 1998
Svitulinus® Websteret al. 1994
Swarneri’ Kloos and Schleifer 1975
Sxylosus Schleifer and Kloos 1975

" Insanlarda ve insan dis1 primatlarda bulunanlar
¥ Diger hayvanlarda bulunanlar
8 Daha ok doga ve toprakta bulunanlar

2.3. Morfolojik ve Kimyasal Ozellikleri

2.3.1. GOrinum ve Boyanma

Stafilokoklar; 0.5-1.5 mm c¢apinda, Gram pozitif, yuvarlak, hareketsiz, sporsuz
mikroorganizmalardir. Zorunlu anaerop olan S saccharolyticus ve S. aureus subsp.
anaerobius disinda fakultatif anaerop olup cogunlukla aerop Uremeyi tercih ederler.
Genellikle katalaz pozitif (S saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius haric),
oksdaz negatif (S sciuri, S lentus ve S vitulinus harig), kapsllsiz
mikroorganizmalardir. Kat1 besiyerinde bolinebilme 6zellikleri nedeni ile mikroskopta
cogunlukla dizensiz kimeler (Uzim salkimi) olustururlar. Pirdlan 6rnek icinde, infekte
vicut sivilarinda veya sivi besiyerlerinde morfolojik 6zellikleri tglu-dortlt kisa zincir
yapan koklar seklinde degisebilir. Bu goranumleri ile streptokoklara benzeyen

stafilokoklar, katalaz testinin pozitif olmasi ile ayirt edilirler.***

2.3.2. Uremeve K iiltiir Ozellikleri

Kanli agar, nutrient agar, triptik soy agar veya beyin kalp inflizyon agar gibi
besiyerlerinden izole edilen stafilokok tirlerinin cogunlugu 30-37°C'de 18-24 saat
icinde 1-3 mm capinda koloni olustururlar.>? Saureus kolonileri 18-24 saatte pigmente
(krem rengi, sari-portakal rengi), S tipi, yuvarlak, hafif kabarik ve g¢ogunlugu kanli
agarda beta hemoliz olusturur. Belirgin kapsil olusturan suslar parlak ve 1slak
gorinime sahip olabilir. Saureus un kanli besiyerinde kiglk, pigmentsiz ve hemoliz

olusturmayan koloniler seklinde tireyen kiiciik koloni varyantlar: tammlanmustir.**>*’



KNS kolonileri hafif konveks kabarik, S tipi, parlak, ve genellikle pigmentsizdir.
Kuvvetli slime tabakas: olusturan nadir tirler mukoid koloni morfolojisi gosterirler.
Shaemolyticus kolonileri genellikle Sepidermidis ve Shominis kolonilerinden
blyUktir. Sepidermidis ve Ssaprophyticus suslarimn bazilarinda beta hemoliz
goriilebilir. '

2.3.3. Biyokimyasal Ozellikleri

S aureus suslar1 koagilaz pozitifdir. Koagtilaz pozitif olan diger stafilokoklar; S
intermedius, S lugdunensis, S hyicus, S delphini, S lutrae ve S schleiferi subsp.dir.
Stafilokoklar glukozu fermantatif olarak parcalar ve son Urin olarak laktik asit
olustururlar. Ayrica laktoz, siikroz, mannoz, trehaloz ve maltozu da fermente
edebilirler. Mannitolu ise sadece S. aureus fermente eder.**® Stafilokoklarin cogunlugu
% 7.5-10 NaCl iceren basit besiyerlerinde Ureyebilirler. Suslarin optimal Greme silari
30-37°C ve pH 7-7.5 arasindachr. Furazolidon ve lizostafine duyarl: olmalarina karsin,
basitrasin ve lizozime direng gosterirler. Nitratlar1 nitritlere indirgerler. Saureus 1siya
ve kuruluga dayaniklidir. Stafilokoklar dezenfektan ve antiseptiklere duyarlidir.
Kuarterner amonyum Klordr bilesikleri ile etkin bir sekilde dezenfekte edilebilir ayrica

1,13

alkol veiyot gibi antiseptiklere de oldukca duyarlidir.

2.3.4. Genom Yapis

Genomu yaklasik 2000-3000 kbp bir kromozom ile profajlar, plazmidler ve
transpozonlardan olusur. Stafilokoklarin DNA’larindaki G+C oram % 30-39 moldiir.>*°
S aureus genomu, 2500 yakin geni kodladigi1 dustinilen 2800 kbp uzunlugunda tek bir
kromozomdan olusup, G+C igerigi yaklasik % 32 moldur. Sepidermidisin genomu,
2500 kbp uzunlugundaki bir kromozom ve ¢esitli sayidaki plazmidlerden (Sepiermidis
ATCC12228 alt1 plazmid ve RP62A susu tek plazmid icerir) olusur. Bu tirler % 32'lik
G+C icerigine sahiptir ve 2400-2500 kodlanmis sekans icermektedir.%%%%



2.4. Virulansve Patojeniteleri

2.4.1. K apsill

S aureusun ¢6zellikle mukoid turlerinde polisakkarid yapida bir mikrokapsul
bulunmaktadir. Bunlar elektron mikroskop incelemelerle infekte kalp pillerinde, periton
ve intraventz kateterlerde gosterilmistir. Bu ekzopolisakkarit, bakteriyi fagositozdan
korur ve konak hucrelerine tzelikle de kateterler gibi yabanci cisimlere adherensini
kolaylastirir. Stafilokoklarda 11 mikrokapsiler polisakkarit serotipi tammmlanmistir. S
aureus suslarinin % 70-80'ninde tip 5 ve tip 8 kapsiil serotiplerine rastlanmustir.>*3*’
Penisiline direngli Saureus suslarinin biyik gogunlugu tip 5 kapsil icerirken, toksik

sok sendromu toksini iireten suslarin cogunda tip 8 kapsill bulunmaktadir.*>*

2.4.2. Hucre Duvari

2.4.2.1. Peptidoglikan tabaka

Hucre duvarinin esas yapisimt  olusturan, hem Gram pozitif hem de Gram negatif
bakterilerde bulunan karmasik bir makromolekuldir. Stafilokoklarda peptidoglikan
tabaka hiicre duvar: kuru agirhginin yaklasik % 50-60’ 1 olusturur. Insan hiicrelerinde
bulunmayip bakteri hiicresinde bulundugundan antibakteriyel ilaglar icin iyi bir hedef
olusturmaktadir. Bu tabaka t¢ bolimden olusur. Bunlarin ilki f1-4 glikozid baglar: ile
baglanan  N-asetil glukozamin (NAG) ve N-asetii muramik asit (NAMA) alt
gruplarindan olusan disakkarid yapidhr. ikinci tabaka N-asetil muramik asite bagli D ve
L aminoasitlerinden olusmus pentapeptid zincirdir. NAMA de baglanan pentapeptid
yapisi sirast ile; L-alanin, D-glutamik asit, L-lizin, D-aanin, D-alanin seklindedir. Son
tabaka daise NAMA'’ e bagli olan pentapeptid yan zincirleri, pentaglisin kopruleri ile bir
zincirde D-alanin ile diger zincirdeki L-lizin arasinda olacak sekilde birbirlerine capraz
baglanir. Capraz baglar hiicre duvarimin saglamlihigi ile yakindan iliskilidir ve bu
baglarin yapisi tirler arasinda farklilik gosterir. Saureus'da capraz baglanti oram
yuksektir ve bu 0zellik bakterinin lizozim enzimine karsi direncli olmasim

o 2,13,17,24,25
saglar. =~



Transglikozilaz  disakkarid  pentapeptidlerin  birbirlerine  baglanmalarin,
transpeptidaz pentapeptid kopruler olusturarak peptidoglikan yapinin retikiler bir yapi
kazanmasin: ve D-karboksipeptidaz pentapeptid yap: icindeki son D-alaninin zincirden
ayrilmasina neden olur. Beta-laktam antibiyotikler, peptidoglikan sentezini, spesifik
olarak karboksipeptidaz ve dzellikle de transpeptidazlar: inhibe ederek durdururlar. Bu
enzimlere penisilin baglayan proteinler (PBP) ach verilir, ¢inki inhibisyon beta-laktam
antibiyotiklerin bu enzimlere baglanmasi sonucu gelisir. S. aureusta PBP1, PBP2,
PBP3, PBP4 olmak (izere dort tane PBP vardir. ™%

Stafilokoklarin peptidoglikan tabakasi; makrofgjlardan sitokin salinimint uyarir,
komplemanin aktivasyonuna yol agar ve trombosit agregasyonuna neden olur. Ayrica
monositlerden IL-1 salimmim uyararak polimorfonikleer |16kostlerin  infeksiyon
bolgesine toplanmalarina ve sonucgta apse olusumuna da yol acar. Ter, gbzyas1 ve
|6kositlerde bulunan lizozim (muramidaz) enziminin hedefi stafilokok ve diger Gram
pozitif bakterilerin peptidoglikan tabakasinin B1-4 baglardir. Stafilokoklardaki

pentaglisin kopriilerinin lizostafin enzimine 6zgul bir duyarlilig: vardir. 23172422

2.4.2.2. Teikoik asit

Teikoik asit, suda eriyebilen, fosfodiester baglari ile baglanarak uzun zincirler
olusturan seker-alkol-fosfat polimerleridir. Peptidoglikan tabakasindaki N-asetil
muramik asit molektline fosfodiester baglariyla kovalent olarak baglanmistir. Hiicre
duvari kuru agirligimin yaklasik olarak % 30-50’sini olusturur. Kalinlhiginin yaklasik 10-
12 nm arasinda oldugu belirlenmistir. ki tiptir; bunlar ribitol teikoik asit ve gliserol
teikoik asittir. Teikoik asit; S aureus da 6zgun ribitol (5-karbon monosakkarid) fosfat
polimeri yapisinda iken, S epidermidis de gliserol fosfat yapisindadir. Sadece Gram
pozitif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan bu yap: hiicre ylzeyine negatif yuk
vererek, cesitli metal iyonlarimin, katyonlarin lokalizasyonunda ve otolitik enzimlerin
aktivasyonunda rol oynar. Stafilokoklarin tire 6zgu antijenleri teikoik asitlerdir.
Mukozalarda bulunan 0zgul reseptorleri  (fibronektin, fibrinojen, laminin,
trombospondin, vitronektin, elastin, sialoprotein ve kollojen) ile birleserek

stafilokoklarin konaga adherensini saglar.>*>*"*



2.4.2.3. Yuzey proteinleri

Protein A, elastin, kollgjen, fibronektin baglayan proteinler ve kiimelesme faktori
(clumping faktor) kimyasal yapilar1 ve hiicre duvar: yerlesimleri birbirlerine benzeyen
stafilokoksik ylzey proteinleridir. Bu proteinler safilokoklarin konak dokularinda
kolonize olmasinda en 6nemli faktorlerdir.>***3!° Protein A, 42 kilodalton agirliginda
olup bu grubun prototipidir. ilk olarak 1940'da Wervey tarafindan tammlanmustir.
Buyuk bir kismi peptidoglikan yapiya kovalan olarak baglanmistir. Bir kismi ise hiicre
dis1 ortama salinmaktadir.>***" En 6nemli 6zelligi 1gG3 disindaki ttim 1gG ve IgA2ile
bazi IgM’lerin Fc reseptorleri ile birlesebilmesidir. Bu nedenle protein A’nin

antikomplemanter ve antifagositer etkinligi vardur.*3®

2.4.3. Toksinler

2.4.3.1. Sitolitik Toksinler

Stafilokoklar, konak hiicre morfolojisini ve/veya fonksiyonunu etkileyen cok
sayida ekstraselluler toksin dretebilir. Bu toksinler sayesinde stafilokoklar yogun
inflamatuar yanit olan bdlgelerde Uremelerini  sirdirebilirler. Bunlardan en iyi
tamimlananlar1 hemolizinler ve l6kosidindir.*®
A- Hemolizinler

Hemolizinler, c¢esitli  hayvan eritrositleri  Uzerinde hemolitik etki  yapip
yapmamalarina, hemoliz icin gerekli 1s1 derecesi ve zamana, toksisite derecelerine bagli
olarak ayrimlar gosterirler. Bu toksinler dort tiptir.
1- Alfa hemolizin (Alfa toksin): En gucli membran hasar proteini olup 33 kDa
agirhgindadir. Saureus suslarinin ana hemolizinidir. Bakteriyel kromozomlarda ve
plazmidlerde kodlanir. Tavsan eritrositleri icin hemolitik aktivitesi yiksektir. Insan
makrofaj ve trombosit hiicre membranlari Uzerinde litik etkiye sahiptir fakat
monositlere etkisizdir. Hemolitik, dermonekrotik ve sitolitik etkileri vardir. Formol ile
toksoid haline getirilebilir. 231718
2- Beta hemolizin (Beta toksin): Stafilokokal sfingomyelinaz olup 35 kDa
agirhgindadir. En iyi koyun eritrositlerine, daha az olarak da insan ve tavsan
eritrositlerine litik etki gosterir. Toksinin en 6nemli 6zelligi sicak-soguk lizis yapabilme
yetenegidir. Eritrositler Gzerindeki etkisi sogukla artar. Fibroblast ve I6kosit hiicrelerine



de toksik etki gosterir. Antijeniktir, antitoksini ile nétralize olur ve formol ile toksoid
haline getirilebilir. 231718

3- Gama hemolizin (Gama toksin): insan eritrositleri (izerine orta derecede etkilidir.
Tavsan ve koyun eritrositleri duyarlidir. Ozellikle stafilokokal kemik infeksiyonlarinda
kanda bu toksine kars1 antikor diizeyinin yiksek bulunmasi, toksinin bu hastaliklarda
etkili oldugunu dstindiirmektedir. "8

4- Delta Hemolizin (Delta toksin): Hicre membran bitinlGgini bozar ve adenilat
siklaz1 aktive ederek CAMP salinimina neden olur. Bu enzimatik aktivite, Stafilokoksik
Toksik Sok Sendromu (STSS) ve stafilokokal besin zehirlenmesinde rol oynar. Insan,
tavsan ve maymun eritrositlerine etkilidir. Ayrica, I6kosit, makrofg), lenfosit ve
trombositleri de hasara ugratir. Alfa ve deltatoksin insanda hastalik olusturan stafilokok
suslarinda en ¢ok bulunanlardir. Saureus suslarimin % 95'inde bunlardan biri veya
digeri bulunurken, % 82'inde her ikisi de birlikte bulunabilmektedir.?*3*®

B- Lokosidin ( Panton-Valentine Toksin)

Bir ekzotoksindir. Birbirlerini sinerjik olarak etkileyen F (fast) ve S (slow) adinda
iki protein komponentinden olusmustur. Bunlarin molekiler agirliklar1 32 ve 35
kDa dur. Her biri iyi antijen yapisinda olup her birinden ayr1 toksoid olusturulur. Toksin
aktivitesi icin bu alt birimlerin her ikisi de gereklidir. Toksin, hticre zarinda potasyum
ve diger katyonlara kars1 gegirgenligi arttirici gbzeneklerin agilmasim saglayarak etkili
olur. Lokositler ve makrofajlar Uzerine litik etkisi vardir. Lokositler tarafindan fagosite
edilseler de I6kosidin Ureten stafilokoklar hiicre igerisinde Uremeye devam ederler. Bu
toksini bulunduran tdrlerin infeksiyonlarinda hizli ilerleme, kanama ve nekrotizan

pnémoni tablosu gériilmektedir.>+3+1°

2.4.3.2. Enterotoksin

Isiya direncli, 100°C’ ye 30 dakika dayanabilen, polipeptid yapisinda maddelerdir.
Enterotoksinin A, B, C1, C2, C3, D, E ve F olmak Uizere sekiz immunolojik tipi vardir.
Enterotoksin; makrofaj ve yardimci T hicrelerinden, sirasiyla IL-1 ve IL-2 salimmini
uyarip, sindirim kanalinda bir sliper antijen olarak davranir. S. aureus suslarinin % 35-
50'inin bu toksinleri olusturabildigi saptanmistir. A ve D besin zehirlenmelerinde sik

karsilagilan toksinlerdir.***’
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2.4.3.3. Eksfoliyatif toksin (Eksfoliyatin)

Epidermolitik bir toksindir. Stafilokokal infeksiyonlarin vezikiler ve eksfoliyatif
deri lezyonlarindan sorumludur. Antijenik ve biyokimyasal ozelliklerine gore iki tipe
ayrilir. Eksfoliyatif toksin A; isiyaduyarli ve plazmid orjinlidir, eksfoliyatif toksin B ise
1stya direncli ve yapisal geni kromozomaldir. Bu iki protein yapisal olarak farkli
olmasina ragmen benzer biyolojik aktiviteye sahiptir. Stafilokokal Haslanmis Deri
Sendromu (SSSS)’ ndan sorumludur.*3*

2.4.3.4. Toksk sok sendromu toksini-1 (TSST-1)

TSST-1; sistemik olarak salinir ve toksk sok sendromuna neden olur. Super
antijen olarak davramir. T lenfosit proliferasyonu ve monositlerden IL-1 salinimin:
uyarir. S aureus suslarinin % 5-25'i TSST-1 geni tasir. Son yillarda KNS'lara bagli

toksik sok sendromu da bildirilmistir.*>*"

2.4.4. Enzimler

24.4.1. Katalaz

Tum stafilokoklar (S saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius harig)
tarafindan Uretilen toksik hidrojen peroksidi (H.0,), toksik olmayan oksijen ve suya
ayristiran bir enzimdir. Bakteriler, bu enzim sayesinde fagositlerin iginde toksik oksijen
radikalleri tarafindan 6ldiriilmeye direnc kazarir.™

2.4.4.2. Koagulaz

Stafilokoklar tarafindan Uretilen bir plazma pihtilasma proteinidir. Iki tip koagtilaz
bulunur; serbest koagulaz ve bagli (clumping factor) koagilaz. Bu enzimlerin farkl
mekanizmalarla plazmayr  pihtilastirdiklart  belirlenmistir.  Koagillaz ~ pozitif
stafilokoklarin tzerinde olusan kalin fibrin tabakasimn, mikroorganizmay: fagositoza

karsi koruyarak, patojenlige katki sagladig: ileri siiriilmektedir.*®*®

2.4.4.3. Lipaz

Saureus suslarinin timi ve KNS'larin yaklakk % 30'undan fazlasi lipaz enzimi
Uretir. Lipaz , yaglar hidrolize ederek viicudun lipid igeren bolgelerinde stafilokoklarin
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yasamasim saglamakta ve yuzeyel dokulari invaze ederek fronkil ve karbonkdl gibi

infeksiyonlarinin gelisimine neden olmaktadir.*3*®

2.4.4.4. Hiyaluronidaz
Konak bag dokusu matriksinde asit mukopolisakkaritlerden olan hiyalronik asiti
parcalayarak mikroorganizmanin kolayca yayilmasim saglar. Antijenik 6zellige sahip

bir enzimdir. Saureus suslarinin % 90’ dan fazlasi hiyaliironidaz olusturur.*3®

2.4.45. Fibrinolizin (Stafilokinaz)
Stafilokoklar tarafindan ortama salinan kinazlar, plazmada bulunan plazminojeni
aktive ederek plazmin olusturur. Fibrinolitik etki ile fibrini parcalayarak organizmanin

yayilmasina yardimct olur.™

2.4.4.6. Fosfatidilinozitol — spesifik fosfolipaz C

Ozellikle eriskin tip solunum zorlugu sendromu ve dissemine intravaskiiler
koagilasyon bulunan hastalardan izole edilen suslarda saptanan bir enzimdir. Bu suslar
antimikrobiyal ajanlara 6zellikle de penisiline daha direnclidir.*®

2.4.4.7. Deoksiribonikleaz
DNaz enzimleri endo ve ekzonikleaz aktivitesine sahip, nikleik asitleri 3'-
fosfomononikleotidlere parcalayan fosfodiesterazlardir. Saureus suslarimin % 90" dan

fazlasinda bulunur. Istya direncli bir enzimdir.

2.4.4.8. Beta-laktamaz (penisilinaz)
Stafilokoklar  salgiladiklar  beta-laktamaz  enzimi  ile  penisilin - grubu
antibiyotiklerdeki beta-laktam halkasinin hidroksil grubunu pargalayarak etkisizlestirir.

Genetik tasinma plazmid ve transpozonlarla saglanir. "3

2.4.4.9. Slime faktor

Slime maddesi amorf kapsil yapisinda, glikokaliks materyali olup % 40
karbonhidrat, % 27 protein icermektedir. Cok kuvvetli antijenik yapida oldugundan,
tavsanlara siringa edildiginde cok yiksek titrede antikor cevabi elde edilir. Slime pozitif
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stafilokok suslarimin  daha virilan ve antibiyotiklere daha direngli  olduklar
bildirilmektedir. Slime faktor hicresel immun yamit1 baskilar, opsonizasyonu, nétrofil

kemotaksisini ve nétrofil fagositozunu inhibe eder.**®

2.5. Epidemiyoloji

Hastaneye yatirilan hastalara tam ve tedavi amaciyla uygulanan endoskopi,
kateterizasyon, biopsi, mekanik ventilasyon, trakeostomi gibi girisimler konak savunma
mekanizmasinin bozulmasina ve konagin 0zgul florasinin yerine, hastane ortaminda
yaygin olan mikroorganizmalarla kolonizasyonuna yol agar. Bu mikroorganizmalarin
basinda MRSA gelmektedir. MRSA 0zellikle 1980’ lerin basindan itibaren 6énemli bir
klinik ve epidemiyolojik sorun olarak ortaya ikrmstir.*"?"?

Dogumdan itibaren S. aureus gobek, perine ve deriye kolonize olur. Cocukluk
doneminde baslica yerlesim yeri nazofarenksler iken, eriskin dénemde burundur.
Eriskinlerde burun tasiyiciligr oramnin % 20-40 arasinda oldugu tahmin edilmektedir.
Toksk sok sendromu igin risk altinda olan dogurganlik ¢agindaki kadinlarin %
10" nunun vajeninde S. aureus tasiyicilig bildirilmistir, ayrica rektal, faringeal, aksillar
ve perineal tasiyiciliktan da stz edilmistir.*" 2%

Saglik calisanlari, insilin kullanan diyabetikler, kronik hemodiyaliz hastalari,
intravenoz ilag aliskanhig: olanlar, ayaktan periton diyalizi uygulanan hastalar, kronik
dermatolojik hastaligi olanlar ve HIV pozitif hastalarda tasiyicilik oram daha fazladir.
Bununla birlikte hastanede uzun sireli yatis 6ykisi, yogun antibiyotik kullanma, yamk
Unitesinde tedavi gbrme, yogun bakim servislerinde kalma, intravaskiler kateter varlhigi,
cerrahi girisim gecirme 0ykusl, MRSA ile kolonize veya infekte hastaile temas ve ayn
ailede saglik alamnda calisan kisi varligit MRSA infeksiyonu icin baslica risk
faktorlerini olusturmaktagir.”?%

Nozokomiyal infeksiyonlarin en sik etkenlerinden biri olan MRSA suslarinin esas
kaynag1 infekte veya kolonize hastalar ile birlikte saglik personelleridir. MRSA suslar
Ozellikle saglik personellerinin elleri ile diger hastalara yayilmaktadir. Hastalarin baska

nedenlerle antibiyotik almalar1 kolonizasyon riskini ¢ok fazla artirmaktadir. Hava
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yoluyla bulas, yogun bakim servislerinde pnémoni olgularinda ve yamk Unitesi
birimlerinde 6nem kazanmaktadir.??%%

Son yillarda toplum kokenli MRSA (TK-MRSA) infeksiyonlar: da giderek 6nem
kazanmaya baslamistir. TK-MRSA infeksiyonlar1 saglikl kisilerde, 6zellikle cocuk ve
genc eriskinlerde gorulir. Cogunlugu Panton-Valentine toksini tasiyan bu suslar daha
cok deri-yumusak doku infeksiyonlar1 ve pnémoniye yol agarlar.**%*

MRSA kolonizasyonu ve infeksiyonunu 6nlemek amaciyla el yikama egitimi ve
antibiyotik kullantminin  kisitlanmast  hastanelerde daha etkin ve maliyeti distk
yontemlerdir. Burun tasiyiciligimn  onlenmesinde secilmis olgularda mupirosin
kullammmu  ile birlikte vicudun klorheksidinli  sabunlarla  yikanmas:  etkili
olabilmektedir.”"*

MRSA infeksiyonlarinin sikligi Glkeden lkeye, hastaneden hastaneye ve hatta
hastane icinde degisik servisler arasinda bile blyuk farklilik gostermektedir. Bu bakteri
ile gorulen infeksiyonlarin siklig: Iskandinav lkelerinde % 1'den, Yunanistan, italya,
ispanya ve Fransa da oldugu gibi % 80'lere kadar degismektedir.* ABD yogun bakim
Unitelerinden izole edilen Saureus suslarinin % 52’ sinde, yogun bakim dis1 Unitelerden
izole edilenlerin ise % 42'sinde metisiline direnc saptanmistir.®® Ispanya’da 143
hastaneyi iceren genis bir calismada stafilokok suslarimin metisilin direnci S aureus'ta
% 31.7, KNS'da % 67 olarak bulunmustur. KNS icinde en sk % 56 oraninda S
epidermidis izlenmistir.*** KNS agisindan bakildiginda ABD’de bakteriyemilerden
izole edilen suslarin % 65'inin metisiline direncli oldugu goériilmiistiir.® Avrupa da
Bouza ve ark.® kateterlerden izole edilen metisiline direncli stafilokok (MRS)
suslarindan; Saureus suslarinin % 40'1mn, KNS suslarimn - % 63.7'sinin direncli
oldugunu gérmislerdir.

Tirkiye'de 1996-1999 yillar1 arasinda yapilan dokuz ayri ¢alismada bildirilen
metisilin direncinin ortalama % 47.5 oldugu hesaplanmig, 2000-2003 yillarinda ise
sekiz ayr1 ¢alisma sonuglarinin ortalamasi da bu orana ¢ok yakin (% 46.6) bulunmustur.
Ancak son yillarda hastanede yatan hastalardan izole edilen Saureus suslarina iliskin
verileri iceren yayinlar, metisilin direncinin % 52'ye yikseldigini gostermistir.®
Tarkiye geneline bakildiginda KNS larda 2003-2004 yillarinda belirlenen metisiline

direnc oraninin (% 50), Saureus suslarindakine benzer oldugu gozlenmistir.>’
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Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcal1 Hastanesi’ nde 2007-2008 yillarinda,
metisilin diren¢ oram Saureus suslarinda % 49, KNS suslarinda ise % 60 olarak

bulunmustur.

2.6. Stafilokoklarin Neden Oldugu infeksiyonlar
2.6.1. Staphylococcus aureus infeksiyonlari

2.6.1.1. Deri ve yumusak doku infeksiyonlar:: impetigo, follikdlit, fronkul, karbonkuil
ve hidradenitis stipurativa gibi klinik formlara yol agabilir. Deri infeksiyonlar1 hizla

yayilarak selliilit, lenfanjit, lenfadenit ve hatta nekrotizan fassiite neden olabilir.2*"?®

2.6.1.2. Dolasim sistemi infeksiyonlary: Bakteriyemi, endokardit ve perikardit seklinde
2,17,28

seyreder.

2.6.1.3. Solunum sistemi infeksiyonlari: Toplumdan kazanilmis S.aureus pnomonileri
genellikle influenza epidemilerinden sonra gordlir. Hastane kokenli Saureus

pnémonileri ise genellikle entiibasyon sonrasi veya aspirasyona bagli olarak goriiliir. "

2.6.1.4. Kas ve iskelet sistemi infeksiyonlari: Osteomiyelit, septik artrit, septik bursit

ve piyomyozit seklinde goriiliir. "%

2.6.1.5. Santral sinir sistemi infeksiyonlarr: Tamsal girisimler veya cerrahi sonrasi
dogrudan yayilimla ya da nadiren bakteriyemi ve endokardite sekonder hematojen yolla
gelisirler. Ileri yas, kardiovaskiler hastaliklar ve immiin yetmezlik kolaylastirict

faktorlerdir.2"?8

2.6.1.6. Uriner sistem infeksiyonlar: Hematojen yolla veya kateter kullananlarda

asendan yolla gelisebilir. 2*"%
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2.6.1.7. Toksinlere bagh olarak gelisen infeksiyonlar

a) Haslanmis Deri Sendromu

Cogunlukla yeni dogan ve bir yasin altindaki ¢ocuklarda gordlir. Saureus un
eksfoliyatif toksini sorumludur. Eriskinde nadiren gorulir. Saglam gorinimdeki deri
hafif bir temasla kolayca soyulur (Nikolsky belirtisi). Sivi ve elektrolit kaybi sonucu
hipovolemi ve sepsis olusabilir.>*"?
b) Toksik Sok Sendromu

Toksk sok sendromu; ates, eritroderma, kusma, diyare, bobrek yetmezligi gibi
klinik belirtileriyle bir multisistem hastalik olup adet kanamalarinda tampon kullanan ve
vaiinada S aureus tasiyicist olan kadinlarda rastlanmaktadir. Olgularin % 50’ sinde
TSST-1 Ureten S, aureus suglart sorumlu iken diger % 50’ sinden enterotoksin B ve C
Ureten suslarin sorumlu oldugu anlasil migtir. 27262
c) Besin Zehirlenmes

Stafilokok Uremis ve enterotoksin olusmus besinlerin alinmasini izleyen 2-6 saat
icinde bulanti, kusma ve ishal ile bagslar. Toksin 1siya dayanikli oldugu icin genel olarak
kisa sureli pisirmede tahrip olmaz. Stafilokokkal enterotoksinler barsaktan sivi kaybina
neden oldugu gibi, siperantijen olarakta etkilidirler. Kremal: pasta, mayonez, sitli
tathlar, etli gidalar ve dondurma en sik sorumlu tutulan besinlerdir. Genellikle 8 saat

icinde klinik kendiliginden diizelir.2*"2%%

2.6.2. KNSinfeksiyonlari

Basta Sepidermidis olmak Uizere KNS'lar son yillarda hastane infeksiyonlarinin dnemli
etkenleridir. Bu durumun nedeni normal flora bakterileri olmalar: ve invazif girisimler
sonucu kolayca alinabilmeleridir. insanlarda en fazla patojen olanlar S.epidermidis ve
Ssaprophyticus'tur. Bunu Shaemolyticus, Slugdunensis, Shominis ve Sschleiferi
izlemektedir. KNS'larin etken oldugu infeksiyonlarin ¢ogu kateter veya protez ile
iliskilidir. S.epidermidis infeksiyonlarinin biyUk cogunlugu hastane kokenli iken,

Ssaprophyticus infeksiyonlar: genellikle toplum kokenlidir.?838
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KNS lar 6zellikle damar kateterlerinin sik kullamldigi servislerde nozokomiyal
bakteriyeminin en sk nedenidir. Protez kapak endokarditinde etken genellikle
Sepidermidistir. KNS larin neden oldugu kateter infeksiyonlarinda a, 3, d-lizin tretimi
ve slime (glikokaliks) yapimi 6nemli patojenite faktorlerindendir. Sant infeksiyonlarinin
2/3 sinden KNS'lar sorumludur ve etken siklikla S. epidermidis'tir. Peritonitte de en sik
etken S. epidermidis olup bunu S haemolyticus izler.2838%

KNS'lar gbgus ve kalp cerrahisi sonrasi gelisen sternal osteomiyelitler, protez
eklemin etrafindaki kemik infeksiyonlar1 ve infekte hemodiyaliz santlarindan
kaynaklanan hematojen osteomiyelitlerin dnemli etkenlerindendir. Bu grupta yer alan
S epidermidis @bz cerrahisi sonrasinda gelisen infeksiyonlarin  en  dnemli
nedenlerindendir. S. saprophyticus ise 6zellikle dogurgan cagdaki saglikli kadinlarda
komplike olmayan akut Uriner sistem infeksiyonu etkenleri arasinda E. coli’den sonra

ikinci sirayr alir.2838%

2.7. Tanm

Stafilokoklar, mikrokoklardan farkli olarak oksidaz negatif olup basitrasine
direnclidir, furazolidone ve lizostafine ise duyarlidir. Stafilokoklarin laboratuar
tanisinda  koloni  morfolojisi, boyanma, pigment dretimi, hemoliz, mannitol
fermantasyonu, yiksek tuz konsantrasyonlu ortamda Ureme gibi 0Ozellikler
arastirllmalidir. S aureus'un bitin suslar1 koagulaz pozitif olup mannitolt fermente
ederler. S. epidermidis ve S. saprophyticus da Ureaz testi pozitiftir. KNS lar kendi
aralarinda oncelikle novobiyosin (5 ng/ml) duyarliliklarina gore iki gruba ayrilirlar.
Novobiyosine duyarli grup genel olarak S. epidermidis grubu, direncli grup ise S
saprophyticus grubu (S. saprophyticus subsp.saprophyticus, S. xylosus, S cohnii ve S,
sciuri) olarak adlandirilir. Novobiyosin duyarliligi disinda laboratuvarlarda KNS’ larda
tur tammmlanmasi yogun emek, uzun zaman ve maliyete neden oldugundan rutin olarak
yapilmaz.t#*3

Stafilokoklarin tamsinda ticari sistemler de kullamimaktadir. APl Staph
(BioMerieux- Vitek), Minitek Gram positif panel (BD Microbiology System), ID 32
Staph (BioMerieux), Rapidec Staph (BioMerieux-Vitek), Vitek1 (BioMerieux) ve Vitek
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2 sistem (BioMerieux) 6rnek olarak verilebilir. Ayrica epidemiyolojik arastirmalar igin
MRSA suslar1 arasinda antibiyotip, bakteriyofaj tiplendirilmesi, kapsil tiplendirilmesi
gibi fenotipik ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), “pulsed field” jel elektroforezi
(PFGE), kromozomal DNA restriksiyon analizi gibi genotipik farklar: esas alan testler

1,213

de yapilmaktadir.

2.7.1. Katalaz Testi: H,O,, su ve oksijene ayristirmaya yarayan katalaz enziminin
gogerilmes icin yapilir. Bu test Gram pozitif olan stafilokok ve mikrokoklarin,
streptokok tyelerinden ayrimini saglar.*®

2.7.2. Koagulaz Testi: Saureusu diger stafilokoklardan ayirt etmede en yaygin
kullanilan ve genel olarak kabul goren bir tan testidir. Tlp ve lam testi olmak Gzere iki
sekilde yapilabilir. Her iki test icin EDTA’ |1 tavsan plazmasi onerilmekle birlikte insan

plazmasi da kullanilabilir.*>*°

1-Tup koagilaz testi: Stafilokoklarin besiyerine salgiladiklart serbest koagilaz
arastirilir. Bu madde plazmada bulunan “coagulase reacting factor” (CRF) ile iligki
kurar ve trombokinaza benzeyen bir etki ile fibrinojeni pihtilastirir. Tavsan veya insan
plazmast kullamlir. Pihtimin olusmasi pozitif sonug olarak degerlendirilir. Sitrati
metabolize eden bazi mikroorganizmalarin (6rnegin P.aeruginosa, Smarcescens, bazi
enterokoklar) yalanci pozitif sonug verebilmes nedeniyle sitratli plazmamn kullamm

13,40

uygun degildir.

2-Lam koaguilaz testi: Bu test ile bagli koagilaz = kiimelestirme faktori = “clumping
factor” goserilmektedir. Baglh koagilaz kultir filtratlarina gegmez, hiicreye baglidir.
Etkinliginin ortaya ¢gikmast i¢cin CRF a gereksinim yoktur. Besiyerinden 6ze ile alinan
stafilokok kolonisi lam Uizerinde bir damla distile su ile homojenize edilir ve tGizerine bir
damla plazma damlatilip elde cevrilerek karistirilir. Olumlu sonuclarda gozle gorilen

kiimelesmeler olugur. %
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2.7.3. Vitek 2 otomatize sistem: Gram pozitif ve negatif bir c¢ok bakterinin
identifikasyon / duyarhlik sonuglarinin belirlenmesinde kullanilan otomatize bir
sistemdir. Sistemde Gram pozitif ve negatif mikroorganizmalarin identifikasyon ve
duyarlilik kartlar: farkhidir. Vitek 2 Gram pozitif identifikasyon karti (GP) (BioMerieux)
ile cogu 6nemli Gram pozitif bakterinin otomatize identifikasyonu amaclanmistir. GP
kart1 ile identifikasyon, biyokimyasal metodlara ve yeni gelistirilmis substratlara
dayanmaktadir. Sistemde karbon kaynagi kullammi, enzimatik aktivite ve direnci 6lgen
43 biyokimyasal test mevcuttur. identifikasyon sonuclar: yaklasik olarak 8 saat icinde

verilmektedir 234
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2.8. Stafilokok infeksiyonlarinda Tedavi

Stafilokoklar antibiyotiklere hizli direng gelistirdiklerinden, uygun antibiyotigin
secimi igin antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi gerekmektedir. Direng gelisimi
Ozellikle Saureus suslarinda daha sk gorilmektedir. S aureus'un neden oldugu
bakteriyemi, pnomoni, endokardit ve osteomiyelit gibi agir seyirli infeksiyonlarda
yiksek dozlarda ve uzun sireli  antibiyotik uygulanmasi buna neden
olabilmektedir. > 424

Gulnumuzde stafilokok suslariin cogunun beta-laktamaz Uretmeleri nedeniyle
penisilin G tedavide kullanilamaz duruma gelmistir. Ayni zamanda metisiline direncli
stafilokok (MRS) suslarinin ¢ogu, basta diger beta-laktam antibiyotikler olmak Uzere,

aminoglikozidlere ve tetrasikline de direnglidir.>****

2.8.1. Stafilokok infeksiyonlarinda kullamlan bashca antibiyotikler

1- Penisilinaza direngli penisilinler (Antistafilokokal penisilinler): Metisilin, nafsilin
ve izoksazolil penisilinler (kloksasilin, dikloksasilin, flukloksasilin ve oksasilin) bu
grupta yer almaktadir. Bu antibiyotikler beta-laktamazlarin hidrolizine direnclidirler.
Etkinlikleri stafilokok infeksiyonlari ile simrlidir, bu nedenle 2anti-stafilokokal
penisilinler” de denilmektedir. Metisilin direnci, PBP2a denen protein varligina baglidur.
PBP2a'y1 kodlayan gen bakteriyel kromozom Uzerinde tasinmaktadir. Stafilokoklarda
metisilin direnci, beta-laktamlara genel direncin ifadesidir. Bu nedenle MRS larla
olusan infeksiyonlarin tedavisinde beta-laktam antibiyotikler dnerilmemektedir.>4%*

2- Beta-laktamaz inhibitorli kombine penisilinler: Klavulanik asit, sulbaktam ve
tazobaktam ile ampisilin, amoksisilin, tikarsilin, piperasilin gibi penisilin tirevlerinin
kombinasyonu ile betalaktamaz salgilayan  bakterileri  etkileyen ilaglar
gelistirilmistir. 2%

3- Sefalosporinler: Etki  mekanizmalarim bakteri hiicre duvar: sentezinde rol oynayan
BPB’lere baglanarak inhibisyon yoluyla gosterirler. Sefalosporin direnci siklikla
PBP lerde degisiklik sonucu gelisir. Yapilarina ve antimikrobiyal etkinliklerine gore

dort kusak atinda toplanirlar. Birinci kusak sefalosporinler, metisiline duyarli
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stafilokoklara (MSS) en etkili gruptur. Ancak hi¢ bir sefalosporin kusaginin MRSA
Uizerine etkinligi yoktur *#444

4- Karbapenemler: Karbapenemlerin iki Oyesi; imipenem ve meropenemdir. Beta
laktam antibiyotikler icinde en genis spektruma sahip antibiyotiklerdir.
Karbapenemlerin Gram pozitif aerop bakterilere etkileri iyidir. MSSA suslarina etkin,
MRSA suslarina etkisizdirler.*?>4/

5- Aminoglikozidler: Bakteri ribozomunun 30S subunitine baglanarak protein sentezini
bozarlar. Stafilokoklarda plazmid ve transpozonlarda bulunan genler araciligiyla
aminoglikozid modifiye edici enzim sentez edilir. Aerop bakteriler arasinda
aminoglikozidlere karsi direng olusumunda en ©6nemli mekanizma enzimatik
inaktivasyondur. Stafilokoklara en etkili aminoglikozid amikasin ve netilmisindir.*2444®
6- Makrolidler: Bakteri ribozomunun 50S subunitine baglanarak protein sentezini
bozarlar. Ribozomal hedefin degismesi, aerop ve anaerop Gram-pozitif bakteriler
arasinda en sik gordlen direng mekanizmasidir. Klaritromisinin - MSSA suslarina
etkinligi eritromisinden daha fazladir. MRSA suslari ise genellikle bu gruba
direnclidir. 2424449

7- Trimetoprim-silfametoksazol (TMP-SM Z): Sulfonamidler, paraaminobenzoik asit
(PABA) analoglar1 olup bu metabolik yolda dihidropteroat sentaz (DHPS) enzimini,
trimetoprim ise dihidrofolat rediktaz (DHFR) enzimini inhibe ederek bakterilerde
tetrahidrofolik asit sentezini engeller. En sik gozlenen siilfonamid direnci, bakterinin
silfonamidlere disuk affinite gosteren DHPS sentezlemesi olup bu olay plazmid
kontroliindedir 242440

8- Kinolonlar: Nalidiksik asit tirevi olan florokinolonlar, DNA giraz1 ve topoizomeraz
IV'U hedefler. Siprofloksasin ve ofloksasinin klinik kullanima girdigi ilk yillarda S
aureus'a karsi cok iyi etkinlik gbzlenmis ancak kisa sirede direng gelismistir.
Florokinolonlara kars1 olusan direng kromozomal kaynakli olup etki mekanizmasi giraz
enzimindeki mutasyonlardir (GyrA, GyrB).>#244>!

9- Linkozamidler: Bu grupta linkomisin ve klindamisin bulunur. Bakteri ribozomunun
50S subunitine baglanarak protein sentezini bozarlar. Ribozomal hedefin degismesi en

sik goriilen direng mekanizmasidir.>*%*°
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10- Kloramfenikol: Bakteri ribozomunun 50S subunitine baglanarak protein sentezini
bozarlar. Direng mekanizmas: plazmid kontrolinde sentezlenen ve hicre ici bir enzim
olan kloramfenikol asetil transferaz enzim aktivitesidir.>***>>

11- Tetrasklin: Ribozomun 30S subunitine baglanip aminoagil-tRNA’y1 bloke ederek
protein sentezini inhibe ederler. Stafilokoklarda tet (K), tet (L), tet (M) olmak lzere Uc¢
diren¢ geni bulunmaktadir. tet(M) geni minosiklin ve doksisikline kromozomal direnci
kodladig1 icin klinik agidan 6nemlidir.?#244°3

12- Rifampisin: Gram-pozitif bakteriler ile mikobakterilerde DNA’ya bagimli RNA
polimeraz enziminin beta alt birimine baglanarak etki eden, bakterisidal bir ilactir. RNA
polimeraz enzimini kodlayan rpoB gen bolgesinde olusan kromozomal mutasyonlar
rifampisin direncine yol agar. Diger antistafilokoka ilaglarla birlikte MSS ve MRS
infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilir.**44>*

13- Fusidik asit: Bakterinin protein sentezini ribozomlara baglanmadan inhibe eden
steroid benzeri bir antibiyotiktir. Etki mekanizmasimin 6zgulligl nedeniyle diger
antibiyotiklerle arasinda capraz direnc gorilmemektedir. MRS infeksiyonlarinda
glikopeptit antibiyotiklere oral kullanim kolayligi ve maliyet agisindan alternatif
olusturabilecek bir antibiyotiktir.*44%

14- Streptograminler (Kinopristin/Dalfopristin): Molekiler yapilarina gore baslica A
ve B olmak Uzere iki gruba ayrilir. Dalfopristin A, kinopristin B grubunda yer almakta
olup, birlikte iyi sinerjistik etki gosterirler. Bakteriyel ribozomun 50S subunitesine
baglanarak protein sentezini sinerjistik olarak inhibe ederler. Hem MSS hem de MRS
suslarina etkilidirler.2#%°°

15- Oksazolidinonlar: Linezolid ve Eperozolid bu grubun iki Uyesidirler.
Ribozomlarda 50S alt birimine baglanarak 70S baslangic kompleksinin olusmasini
Onlerler. Etki mekanizmalarimin farkli olmasi nedeniyle diger antibiyotiklerle gapraz
direng gostermezler. Hem oral hem parenteral kullanilabilme 6zelligine sahiptir. MSS
ve MRS suslarina etkilidir.*2*’

16- Mupirosin: Primer ve sekonder deri infeksiyonlarinda etken olan stafilokoklara
mikemmel in-vitro etkinlik gosterir. Mupirosin kalsiyum % 2 nazal pomadinin 5 gin,
gunde iki kez burun deligine uygulanmasinin, metisiline direncliler de dahil S. aureus

nazal tastyiciliginin eradikasyonunda etkili oldugu bildirilmektedir.*®
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17- Glikopeptidler: Bu grup antibiyotikler (vankomisin, teikoplanin, ristosetin,
avoparsin)  Gram-pozitif ~ bakterilerin  hicre duvari sentezini, peptidoglikan
oncullerindeki peptidil D-alanin-D-alanin u¢ kismina baglanarak transglikozilaz ve
transpeptidaz enzimlerinin hedeflerini bozarak inhibe eder. Glikopeptidler MSS ve
MRS suglarina in-vitro olarak ¢ok etkilidir. Vankomisinin serum dizeyi inhibitor
konsantrasyonunun altina distikten sonra da 2 saat stren bir postantibiyotik etki ile
antibakteriyel aktivitesi siirmektedir.?***°

2.8.2. Stafilokoklarda Penisilin Direnci

Gunumuzde safilokok suslarinda penisilin direnci % 80-90'lara ulagmustir.
Penisilinazlar, penisilin ile beraber bazi beta-1aktam antibiyotikleri de pargaladiklar igin
beta-laktamaz olarak adlandirilirlar. Aktarilabilir bir gen olan beta-laktamaz geni;
genelde diger antibiyotik direng genleri ile birlikte bir plazmid Uzerinde tasinir.
Stafilokoklarda tammlanan beta-laktamaz; blaZz geni tarafindan kodlanir. Bu gen
bdlgesinin ekspresyonu blaR1, blaR2 (regulator) ve blal (inhibitor) gibi dizenleyici
genler ile saglanir. Gram negatif bakterilerde oldugu gibi stafilokoklarda da beta-
laktamaz Uretiminin indiklenebilirlik 6zelligi vardir. Inhibisyondan sorumlu blal geni
ortamda beta laktam antibiyotik yoklugunda blaZ ve blaR gen bélgelerinin ¢calismasini
bask: altinda tutarak disuk seviyede beta-laktamaz Uretimine sebep olur. Ortamda beta-
laktam antibiyotik varliginda ise blaR1 tarafindan blaZ geni uyarilarak artmis miktarda

beta-laktamaz tiretimi saglanir.2#*

2.8.3. Safilokoklarda Metisilin Direng M ekanizmalari

2.8.3.1. Yeni bir penisilin baglayia protein (PBP2a) sentezi nedeniyle olusan direng

En sk karsilasilan direnctir. MRS suslarinda metisiline hassas stafilokok (MSS)
suslarindan farkli olarak ek bir PBP vardir ve PBP2a olarak adlandiriimaktadir.
PBP2a nin beta-laktam antibiyotiklere afinitesi diger PBP lerden daha dustuktir. PBP2a,
2 kb'lik DNA segmentine lokalize bir gen olan mecA geni tarafindan kodlanmaktadr.
Bazen bu gen indiklenebilir ve transdiksiyon ile direncli suslardan duyarli suslara
aktarilabilir. mecA geni regllasyonunu saglayan mecl (represor gen) ve mecRI (sinyal
donustartcii gen) genleriyle beraber stafilokokal kaset kromozomu (staphylococcal

24



cassette chromosome-SCC) ismi verilen genetik yapinin Uzerinde tasimr. mecR1 ve
mecl’ mn plazmid aracil1 stafilokokal beta-laktamaz geni olan blaZ’ nin ekspresyonunda
roli olan blaR1l ve blal ile protein sekans homolojisi yuksektir. Bu da mecA’nin
reglilatér genlerini, blaZ sisteminden aldigin: diistindirmektedir.>*%

SCC; stafilokok tirleri arasinda genetik madde alisverisine aracilik eden hareketli
bir elemandir. KNS tirlerinde ve metisiline hassas S aureus (MSSA) izolatlarinda da
bulunmaktadir. Yap1 olarak patojenite adasina benzemekle birlikte, hi¢c virulans geni
icermemektedir. mecA geni SCCmec adi verilen ve SCC ailesinin metisilin direnci
acisindan 6zellesmis bir Uyesinde bulunmaktadir.>6-%*

SCCmec, 21-67 kb buyukliginde bir DNA dizisi olup, kromozomda replikasyon
baglangicinin (oriC) yakinindaki orfX’in 3’ ucunda attBscc bolgesinde yer almaktadir.
SCCmec’in replikasyon merkezine yakin bir bolgede yerlesmesi, antibiyotik direng
genlerini cabuk almasini saglayarak bakteriye énemli bir avantaj kazandirmaktadir.*®
SCCmec, mec gen kompleksi (mecA ve regile edici genler) ve ccr kompleksinden
olusmustur. mec gen kompleksi metisilin direncinden sorumludur. igerdikleri yapilara

gore mec gen kompleksi dort siniftaincelenir.%+%
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Sekil 1. mec gen kompleksinin dért amfi
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SCCmec kasetinde ikinci ana genetik yapr olan ccr gen kompleksi kasetin
bakteriyel genoma integrasyonu ve eksizyonundan  sorumludur.  Bunlar
invertaz/rezolvaz ailesinden ccrA ,ccrB ve yeni tammlanan ccrC olmak Uizere Ug farkl
rekombinaz kodlayan genlerdir. SCCmec’in mobilitesini saglarlar. ccrA invertaz
varliginda, SCCmec kromozomun dogru bolgesine girer ve ccrB rezolvaz ile

kromozomdan tam bir sekilde, eksiksiz olarak ayrilir.®*%%¢’

ccr gen kompleksi Sinif B mec
F — {

mecA 15431 mec  orfx

| -
[

cCerA cerB 1s1272 mecR1

iee
iee
.
.
.
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Sekil 2. ccr gen kompleksinin yapisi

SCCmec elemanminin diger kisimlarinda ise, SCC mec tipleri iginde farklilik
gosteren ve J (junkyard) bolgesi olarak adlandirilan cesitli diziler bulunur. SCCmec’in
boyut degisikliklerinin bu nedenle oldugu dustnulmektedir. J dizileri arasinda
“insertion sequence” denilen IS elemanlar:, farkli antibiyotiklere direngten sorumlu
transpozonlar yer almaktadir.®*%4°°

Gunumuze kadar SCCmec’in 5 farkl: tipi tammlanmstir. Tip |, tip 11 vetip [11 Ito
ve arkadaslar’® tarafindan, tip IV Ma ve arkadaslar® tarafindan ve tip V yine Ito ve
arkadaslar1” tarafindan tarif edilmistir.

SCCmec Tipl; simif B mec gen kompleksi ve tipl ccr gen kompleksinden olusmaktadir.
34.364 bp’lik olup, transpozon veya plazmid tasimamaktadir. Metisilin ve agir metaller
disindaki ilaclarakars: direng geni tasimamaktadir.®®

SCCmec Tipll; sinif A mec gen kompleksi ve tipll ccr kompleksinden olusmaktadir.
53.017 bp'lik olup metisilin direnci olusturan mecA ve mecR1 genleri disinda, J

bolgesinde pUB110 plazmidi ve Tn554 transpozonu tasimaktadir. Tn554; makrolid,
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klindamisin ve streptogramin B’ ye kars: direncten, pUB110 ise aminoglikozidlere karsi
direncten sorumludur.®®®
SCCmec Tiplll; simif A mec gen kompleksi ve tip |1l ccr gen kompleksinden
olusmaktadir. Bes tipin en blylgl 66.896 bp olup, mecA, mecR1 disinda pT181
plazmidi, Tn554 transpozonu ve pseudo Tn554 (Y Tn554) tasimaktadir. Y Tn554
kadmiyuma kars1 direncten, pT181 tetrasiklin ve civaya karsi direngten sorumludur.
Diger tiplerde bulunmayan Y ccr geni adh verilen geni de igerir.®®®
SCCmec TiplV: simf B mec gen kompleksi ve tip 2 ccr gen kompleksinden
olusmaktadir. Bu yapi kiiciik olup mecA disinda direnc geni tasimaz.®®°"%
SCCmec TipV; simf C mec gen kompleksi ile ccrC icermektedir. 1to ve ark. tarafindan
bir Avustralya susundan tammmlanmistir. Bu kasetin boyutu 27.624 bp olup tiplV'den
biraz bulyuktir. Sadece metisilin direnci kodlayan genlere sahiptir.®®¢""°

Ingiltere’de 1961'de izole edilen ilk MRSA (NCTC 10442) susunun Tip I,
Japonya'da 1982'de izole edilen MRSA (N315) susunun Tip Il, Yeni Zelanda da
1985'de izole edilen MRSA (85/2082) susunun Tip Il SCCmec igerdigi
saptanmustir.°*®® " SCCmec tiplerinden, Tip I, I ve I1l genellikle hastane kokenli, Tip
IV ve V ise toplum kdkenli MRSA izolatlarinda bulunmaktadir. mecA disinda direng
geni tasimadiklarindan dolay:r toplum kaynakli suslar genelde beta-laktam disi

antibiyotiklere duyarlidirlar.?® "
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Stafilokoklarda metisilin direnci fenotipik olarak iki farkli bigimde karsimiza
Gikabilmektedir.
Homojen direng: Bakteri kolonisini olusturan tim bakteriler mecA genini tasirlar ve
hepsinde mecA geni fonksiyoneldir. Direng ortamin pH’si, 1s1, tuz konsantrasyonu,
inkiibasyon siiresi gibi cevresel faktorlerle iliskili degildir.**%%3
Heterojen direng: Klinik uygulamada daha sik gorilen, ancak tespiti gic olan direng
turiidir. mecA geni tasimalarina ragmen, 10* yada 10° bakteriden birinde direncin
olmasi durumudur. Bunun nedeninin; mecA disindaki diizenleyici genetik elemanlarin
mutasyonu olabilecegi dustnilmektedir. Aym zamanda bu suslarda direng, ortamin
pH’s1, 1s1s1, tuz konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi ile iliskilidir.**%%%3

Ayrica mecA varhigina ragmen metisilin minimum inhibisyon konsantrasyon
(MIK) duzeylerinin distk oldugu izolatlar bulunmaktadir. Pre-MRSA olarak
adlandirilan bu izolatlarda mecl-mecRI diizenleyici genleri islevseldir. /n-vitro ortamda
metisilin direnci gorilmezken, in-vivo ortamda beta-laktam ajanla karsilasinca direng
ortaya ¢ikar. Bu nedenle heterojen direngli izolatlarin saptanmasinda mecR1 igin daha
iyi ve hizl1 bir indiikleyici olan sefoksitinin kullamimasi, otolizinlerin etkisini azaltmak
icin besiyerine % 2-4 oraninda NaCl eklenmesi, mecA gen ekspresyonunun artirilmasi

icin disiik 1s1da uzun siire inkiibasyon gibi yontemleri kullamlmaktadir.?#44>3

2.8.3.2. Asir1 beta laktamaz salgilanmasi ile olusan direng
Beta laktamazlarin asir1 salgilanmast metisilini kismen parcalayarak metisilin
direncine neden olur. Bu tir direng, beta laktam antibiyotiklerin beta laktamaz

inhibitori ile kombine edilmesi ile yenilebilir.*4>3

2.8.3.3. Mevcut PBP lerde beta laktam antibiyotik afinitesinde azalma ile olusan
direng

Son yillarda mecA geni tasimadiklar: halde metisiline direncli stafilokoklar tespit
edilmistir. Cok az sayida gorilen bu suslar incelendiginde, bu bakterilerin mevcut
PBP lerinin betalaktam antibiyotiklere distik afinite gosterdikleri saptanmustir.?#%
Ayrica mecA negatif olmasina ragmen oksasilin MIK degerleri 8-16 mg/L civarinda
olan suslar bulunabilmektedir. Bunlarin bir kismi beta-laktamazin asiri Uretiminden
[Borderline resistant S.aureus (BORSA)], bir kismi da var olan PBP lerdeki (6zellikle
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PBP2 ve PBP4) nokta mutasyonlarindan [Moderately resistant S. aureus (MODSA)]

veya PBP4 (in (diisik molekil agirlikli PBP) asir yapimindan kaynaklanabilir.>*%%

2.8.4. Metisilin direncini etkileyen internal faktorler

1- Bdirli Uzunluktaki Glikan Zincirleri: PBP2a, PBP2 nin transglikozilaz
aktivitesine bagimlidir. Beta laktamlar yiuksek molekil agirlikli PBP lerin transpeptidaz
“domain”ini inhibe ederken, transglikozilaz “domain”ine bir etki gostermezler.
Transglikozilaz “domain”inin inaktivasyonu daha kisa olan glikan zincirlerin sayisinda
artisa ve metisilin direncinde belirgin azalmaya neden olur.%*"

2- Normal Peptid Konfigiirasyonu igin Gerekli Kok Peptidler: Ortama glisin
konuldugunda, peptidoglikan zincirinin sonunda normal kosullarda olmast gereken iki
alanin rezidisunun yerini, iki glisin rezidisinin amasimn metisilin direncinde
azalmaya ve homojen fenotipin heterojen fenotipe donismesine neden oldugu
bilinmektedir. UDP-N-asetil tripeptid sentatazi kodlayan gen olan murE (femF) nin
inaktivasyonu sonucunda da metisilin direncinde azalma olur. Nedeni hiicre duvari
onculleri havuzundaki UDP-bagli muramil pentapeptidlierin azalmasi ve UDP-bagli
muramil dipeptidlerin birikmesidir. Bu sonuglar PBP2a nin dogru uzunlukta ve normal
seride peptid elde edilmesi icin kok peptidlerine ihtiyag olduguna isaret etmektedir.®®"

3- Intakt Olmak Igin Gerekli Pentaglisn Capraz Koprileri: Glikan
zincirlerini birbirine baglayan pentaglisin ¢apraz koprulerinin yapimindan femA, femB
ve femX sorumludur. FemX birinci glisini, femA ikinci ve Ggtncu glisinleri ve femB de
dorduncti ve besinci glisinleri kopriye sokar. femA ve femB arasinda degisme
olmadigindan bu proteinlerden herhangi birini kodlayan genlerin inaktivasyonu sonucu
mono veyartri-glisinli ¢apraz kopriler olusur. femA ve femB genlerinin herhangi birinin
inaktivasyonu bakteri icin letal oldugundan, femA ve femB proteinleri ilag

calismalarinin yeni hedefleridir.®*"

2.8.5. Metislin direncini etkileyen eksternal faktorler:

Tuz konsantrasyonu, pH, ozmolarite ve ortam 1sisi metisilin direncini etkileyen
eksternal faktorlerdendir. Y Uksek NaCl konsantrasyonunun (% 6.5) ve disuk sicakligin
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(30-35 °C) metisilin direncini nasil artirchgi tam olarak bilinmemektedir. Inkiibasyon
sliresinin 18 saat yerine 24 saate uzatilmasimn metisilin direncli suslarin saptanmasini
artirdigida bilinmektedir.®*"

2.8.6. Metisilin Direncinin Bdlirlenmesinde K ullanilan Y 6ntemler

MRS lar, NI'larin en énemli etkenlerinden biridir. MRS larda tim beta-laktam
yapisindaki antibiyotiklere ve ayni zamanda diger grup antibiyotiklere olmak tzere
coklu ilag direnci goralmektedir. Bu nedenden dolayr metisilin direncinin en kisa sirede
dogru olarak saptanmasinin bu infeksiyonlarin kontrol altina alinmasinda ve tedavisinde
dogru antibiyotigin segilmesinde bilyik ©Onem tasimaktadir. Gintmizde metisilin
direncinin saptanmasinda mecA geninin molekiler yontemlerle saptanmasi altin
standart olarak kabul edilmektedir. Ancak, bu yontemlerin klinik laboratuvarda
uygulanmasi zor ve pahalidir. Bu nedenle klinik laboratuvarlarda stafilokok
izolatlarinda metisilin direncinin saptanmasinda ¢esitli yontemler kullamlmaktadir.

2.8.6.1. Fenotipik Y 6ntemler

Disk diflizyon yontemi: En sk kullamlan yontemdir. inokulum yogunlugu McFarland
0.5 dandartina esdeger olacak sekilde hazirlamr. Mueller Hinton agar (MHA)
besiyerine ektivyon ile ekim yapildiktan sonra diskler yerlestirilir ve 35°C’ de 16-18 saat
(oksasilin icin 24 saat) inkibe edilir. Bunun sonucunda, disk cevresinde bakterilerin
Uremedigi dairesel bir inhibisyon alan: olusur. Bu alanin ¢api mm cinsinden 6lgilerek
‘duyarlt’, ‘ortaduyarlt’, ‘direncli’ olacak sekilde duyarlilik belirlenir. Diskler arasindaki

mesafe en az 2 cm olmalidur.” "> "%’

E-test yontemi: Bakteri siispansiyonu yine McFarland 0.5 standartinda hazirlanir ve
MHA’a eklivyon ile ekim yapilir. E-test stribi yerlestirilip, 35°C'de 24 saat inkiibe
edilir. Inktbasyon sliresi sonunda, €lips seklindeki inhibisyon alanimin stribi kestigi

74,77

konsantrasyon MiK olarak belirlenir.
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Tuz agar tarama: Bu yontemde, 6 ng/ml oksasilin ve % 4 NaCl iceren MHA
besiyerine, McFarland 0.5 standardinda bakteri slispansiyonundan ekiivyon ile ekim
yapilir. Plaklar 24 saat 35°C'de inkube edilir. Bir tek koloni Uremesi dahi susun
metisiline direngli oldugunu gogterir. Testin duyarlilik ve 6zgulltgu oldukca yuksektir.
Bu test KNS icin 6nerilmemektedir.”"’

Vitek 2 otomatize sistem: Vitek 2 sistem antibiyotik duyarlilik test (AST) karti, Gram
pozitif mikroorganizmalarin otomatize kantitatif veya kalitatif duyarlilik testi igin
kullanilir.  Antibiyotik duyarlilik sonuclart sistem tarafindan 16-24 saat iginde
verilmektedir. VITEK 2 otomatize sistemde S. aureus ve KNS'lar igin oksasilin MIK

41,77

degeri CLSI onerileri dogrultusunda rapor edilmektedir.

2.8.6.2. Molekiler yontemler

Stafilokoklarda metisilin direncinin belirlenmesi igin, molekiler olarak mecA
geninin saptanmasi, fenotipik yontemlere kiyasla daha duyarlidir. PZR ve DNA
hibridizasyon teknikleri ile mecA geninin saptanmasi altin standart olarak kabul
edilmektedir. """

PZR, U¢ degisik sicaklikta ¢calisan basamaklarin bir dongi halinde tekrarlanmasi
ile gerceklestirilir. ilk basamak denatlirasyondur. Bu basamakta 94°C’ye dek 1sitilan
DNA'nin iki zinciri birbirinden ayrilir. ikinci basamak birlesmedir (annealing).
Sicakligin dustrtlmesi ile primerler cogaltilacak bolgenin uclarinda yer alan kendilerine
Ozgul dizileri tamr, hidrojen baglart kurarak baglanir. Primerlerin  ortamdaki
derisimlerinin, kalip DNA’dan milyonlarca kez daha fazla olmasi sayesinde, ayrilan
kalip DNA zincirleri tekrar birbirlerine degil, primerler kalip DNA zincirlerine
baglanirlar. Primerlerin 6zgul olarak baglanmasi igin kullanmilan sicaklik genellikle 50-
70°C arasinda degisir. Uclincii basamak primerlerin uzamasichr (extension). Karisim,
DNA polimerazin ¢alistigir optimum sicakliga getirildiginde primerlere baglanmis olan
enzim molekdlleri, bunlarin 3 ucuna, kalip DNA’ya uygun nikleotitleri ekleyerek
DNA sentezi yaparlar. Bu U¢ basamak bir donglyi olusturur ve her tekrarlamsinda iki
primer arasinda kalan 6zgul DNA parcasinin her iki zincirinin birer kopyasi ¢ikarilmis
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olur. Cogaltilan DNA parcalar: bir ¢cok degisik yontemle belirlenebilir. Bunlardan en
yaygin olarak kullanilani agaroz jel elektroforezdir.”®™

Bu yontemlerden biri de ticari olarak gelistirilmis, nikleik asit amplifikasyonu ile
birlikte es zamanl1 artis gosteren floresans sinyalin dlcllmesiyle kisa siirede sonug veren
real-time PZR yontemidir. Ticari olarak gelistirilmis U¢ tipi bulunmaktadir. Bunlar
LightCycler (Roche), TagMan (PE Biosystem) ve iCycler (BIO-RAD) dir.”®®

Calismada Cukurova Universitess Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Merkez

Laboratuvarinda bulunan LightCycler sistemi kullamlmustir. Sistemde iki tir uygulama
sekli mevcuttur. LightCycler sistemin bir uygulamasinda; yalmzca gift zincirli DNA’ya
baglandiklarinda floresans veren boyalar (Cyber green I) kullanilarak, amplifikasyona
bagli DNA artis1 ile ortaya cikan floresansin miktar1 ile oOlgulmektedir. Primerin
baglanmasim takiben gergeklestirilen uzama asamasinda hedef DNA'nin ¢ift sarmal
hale gelmesiyle DNA’ya baglanan 2cyber green” miktar: artmakta ve buna bagli olarak
yayilan floresans miktarinda artis gdzlenmektedir. Bu uygulamada, floresans artis1 her
zaman spesifik amplifikasyonu gostermeyebilir. Cunkd, cift sarmal DNA’ya entegre
olan “cyber green” ortamda hedef molekuller olmadiginda, primerlerin kendi aralarinda
gerceklesecek olan baglanmalar (primer dimerleri) sonucunda da yapiya katilarak
floresans olusumuna sebep olabilmektedir. Bu olumsuz faktord gidermek igin
amplifikasyon Urunlerinin “melting curve’ (erime egrisi) analizi yapilmaktadir. Her cift
sarmal DNA, kendine 6zgl “melting temperature, Tm” (Cift sarmal DNA'min %
50'sinin tek sarmal hale gegmesi igin gerekli sicaklik) degerine sahiptir. PZR
amplifikasyonunun ardindan sicaklik yavas yavas yukseltilerek, belirli araliklarla
tupteki floresans miktar1 kaydedilir. Cift sarmal DNA zincirleri birbirinden ayrilmaya
baslayinca “Cyber green” boya serbest kalmakta ve floresans miktar1 azalmaktadir.
Denattrasyon oldugunda floresans sinyal aniden dismektedir. Erime egrisinden
yararlanilarak amplikonun Tm derecesi saptanabilmektedir. Klinik drnege ait Tm
derecesi, aym kosullarda isleme aman pozitif kontrolin Tm derecesiyle
karsilastirilarak, PZR sonucunun dogru veya hatali olduguna karar verilmektedir.®°

LightCycler'in diger bir uygulama sekli de calismanmuzda kullamlan hedefe 6zgull
proplardir. Bu proplarla testin 6zgulltgu arttirilmistir. Proplardan biri 3’ ucundan
floresans boya ile isaretli (dontr boya), digeri 5 ucundan alici boya (acceptor dye) ile
isaretlenmistir. Proplar hedef amplikonlar Gzerinde birbirine yakin (1-5 nikleotid

33



uzaklikta) yere baglanmakta ve isaretli uclar yan yana gelmektedir. iki boyamn yan
yana gelmesiyle agiga ¢ikan enerji ikinci prop Uzerindeki alict boyay: etkileyerek
floresans olusumuna yol agmaktadir. Fluoresance resonance energy transfer (FRET)
olarak adlandirilan bu enerji transferi sonucunda olusan floresans miktari, ortamdaki
hibridizasyonun derecesine diger bir ifade ile PZR sklusu siresince olusan
amplikonlarin miktarina bagli olarak artmaktadr.

Real-time PZR kisa sirede kantitatif sonug verebilmektedir. TUpler agcilmadan
tamya gidildigi icin kontaminasyon riski dusuktir. Elektroforeze gerek kamadan
amplifikasyon esnasinda sonug¢ alinabilmektedir. Ayrica floresans veren problar
kullanilarak hedef niikleik asitteki mutasyonlar saptanabilmektedir.®

Calismamizda, S .aureus ve KNS'larda metisilin direncinin gesitli  yontemlerle
arastirllmast ve elde edilen sonuclarin karsilastirilmasi, ayrica metisilin/oksasilin
duyarliligimn saptanmasinda laboratuarimizda en uygun olan yontemin belirlenmesi

amaclanmustir.



3. GEREC ve YONTEM

Calismada, 2006-2007 yillar1 arasinda Cukuroava Universitesi Balcal1 Hastanesi
merkez laboratuvarina gonderilen klinikdrneklerden, hastalik etkeni olarak izole edilen
90 S aureus ve 90 KNS susu olmak Uzere toplam 180 sus incelendi. Suslarin
identifikasyonu ve duyarliligi1 laboratuvarda rutin olarak kullanilan Vitek 2 otomeatize
sistemde yapildi. Bu suslarda metisilin direnci; oksasilin DDT, sefoksitin DDT,
oksasilin E-test, tuz agar tarama ve real-time PZR yontemi ile arastirildh.

3.1. Klinik Orneklerden izolasyon

Kliniklerden gelen kan kultrt siseleri, rutin olarak Bactec 9240 otomatize kan
kilturt cihazina (Becton-Dickinson) konuldu ve cihaz pozitif uyar: verene kadar en
fazla yedi gun inkube edildi. Pozitif kan kultdrleri Gram boyama ile degerlendirildi.
Bronko-aveolar lavaj, trakeal aspirat ornekleri, beyin omurilik sivisi (BOS), asit mayi,
plevral mayi Ornekleri, yara, apse, idrar ornekleri ve diger klinik 6rnekler % 5 koyun
kanl1 agar (COS; bioMerieux), McConkcey agar (MCK; bioMerieux) ve cikolata
besiyerine (PVX; bioMerieux) ekildi ve 35-37°C’ de, 18-24 saat inklibe edildi. Anaerop
kultdr icin de kanli agar ve cikolata besiyerine ekim yapildi ve anaerogen kiti (Oxoid)
iceren anaerop jar icine konuldu ve 24-48 saat sonra degerlendirildi. Ayni zamanda
BOS, apse gibi 6rnekler tiyoglikolatli sivi besiyerine (THIO-T; bioMerieux) ekildi ve
35-37°C’ de, 48-72 saat inkiibe edildi.

3.2. Degerlendirme
Bakteri Uremesi saptanan kolonilerden Gram boyasi yapilarak Gram pozitif kok
olanlara katalaz ve plazma koaguilaz testi uygulandi.

3.2.1. Katalaz testi: Eritrositlerde var olan katalaz aktivitesi nedeniyle, cikolata
besiyerinden lam tzerine alinmis koloniye % 3'1Uk hidrojen peroksitten (H2O,) birkag
damla damlatildi ve hava kabarciginin olusmast pozitif test olarak kabul edildi. Kontrol
sus olarak S. aureus ATCC 29213 kullanildi.
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3.2.2. Plazma koagulaz testi: Gram pozitif kok boyanan ve katalaz testi pozitif olan
tum izolatlara uygulandi. Calismada, tlp koagllaz testi yapildi ve insan plazmasi
kullanildi. Besiyerinden ¢ze ile alinan birkag koloni, 1ml insan plazmasi iginde ezildi ve
emilsiyon haline getirildi. Tupler 37°C’ye kaldirildi 2., 4., ve 24. saatlerde piht1 olusup
olusmadig1 kontrol edildi. Bu sire icinde piht1 olusturmayan suslar koagilaz negatif
kabul edildi. Tup koagulaz testinde pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 29213 susu
kullanld.

3.2.3. Vitek 2 Otomatize Sistem: Katalaz ve plazma koagilaz islemlerinden sonra,
suslar identifikasyon ve duyarlilik icin rutin olarak kullanilan Vitek 2 otomatize sisteme
verildi. Gram pozitif identifikasyon kartt GP (bioMerieux) ve Gram pozitif duyarlilik
karti AST-P536 (bioMerieux) kullamldi. Referans sus olarak S, aureus ATCC-29213
kullanildi. Steril salinden (% 0.45-0.50 NaCl, pH 4.5-7.0) sistem icin 0zel kullanmlan
seffaf plastik deney tUpine (12x75 mm) 3 ml konuldu. Tupe 6ze ile saf koloniler
aktarildi ve McFarland 0.50-0.60'a esdeger yogunlukta homojen bir stispansiyon
hazirlandi. Suspansiyon tipt, GP kartt ve AST-P536 kart1 kasete yerlestirildi. Veri
girisi ve kasetin cihaza yuklenmesi Vitek 2 otomatize sistem kullamm talimatina uygun
sekilde yapildh.

Calismada incelenen toplam 180 sus Mikrobank saklama tlplnde -20°C’de
saklandi. Ayrica Vitek 2 otomatize sistem sonuclar: ile tlp koagilaz testi sonuclari

uyumlu bulundu.

3.3. Antibiyotik Duyarhhk Testleri:

3.3.1. Disk difuizyon yontemi: Kirby-Bauer disk difiizyon teknigi ile CLSI dokiman
M2-A9 Onerileri dikkate alinarak yapildi. Ticari firmadan satin alinan 1 ng oksasilin
diski (Oxoid) ve 30 ngy sefoksitin diski (Oxoid) kullanldi. Inkiibasyon periyodu
sonunda S aureus ve KNS suslart igin onerilen Ureme zon ¢aplari mm cinsinden
degerlendirildi. Kontrol susu olarak metisiline duyarli1 S aureus ATCC 29213
kullanld.

Ayrica calismamizda stafilokok infeksiyonlarinda tercih edilen bir ¢ok antibiyotik
icinde disk difizyon yontemi kullamldi. Bu antibiyotikler; 10 ng penisilin, 5 nyg
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rifampin, 15 ng eritromisin, 2 ng klindamisin, 30 ng tetrasiklin, 10 g gentamisin, 30
ng kloramfenikol, 5 ng siprofloksasin, 10 nyg fusidik asit, 30 ng vankomisin ve 25 ng
trimetoprim-sulfametoksazol olup degerlendirmede CLSI tarafindan onerilen duyarlilik
sinirlart kullanildi. Fusidik asit duyarliligi Fransa Mikrobiyoloji Cemiyeti Antibiyogram

Komitesi’ nin 1996’ da belirledigi kriterlere gore yapildi.

3.3.2. E-Test yontemi: CLSI'in M7-A7 belgesi Onerileri dikkate alinarak yapildi.
Inokulum disk diftizyon yontemindeki gibi hazirlandi. Oksasilin E-test (AB Biodisk)
stripleri kullamldi. Testte kontrol susu olarak S. aureus ATCC 29213 kullamildi.

Tablo 3. Saureusve KNS'larda CL S| tarafindan 6nerilen oksasilin-sefoksitin disk diflizyon ve E-
test duyarhhk snirlar:

Antibiyotik Zon ¢apr (mm) MiK (ng/ml)
R I S R S
S. aureusve Oksasilin <10 11-12 >13 >4 <2
S. lugdunensis Sefoksitin <19 - >20 >8 <4
KNS'lar Oksasilin <17 - >18 >0.5 <025
(S. lugdunensis Sefoksitin <24 - >25 - -
disinda)

3.3.3. Tuz Agar Tarama Yontemi: Oksasilin agar tarama CLS| dokiman M7-A7
standartlarina gore yapildi. Mueller Hinton toz agara (Oxoid) % 4 NaCl eklendi,
121°C’de 15 dakika otoklavlandiktan sonra 50°C ye sogutuldu ve steril sartlarda 6
ng/ml olacak sekilde oksasilin toz (Sigma) eklenerek 4 mm kalinlhiginda petrilere
besiyeri dokildi. Inokilum disk diftizyon icin tarif edildigi gibi hazirlandi. Besiyerleri
35°C’'de 24 saat inkube edildi. Tek bir koloni tremesi halinde bile oksasiline direncli
kabul edildi. Kontrol sus olarak Saureus ATCC 29213 kullanildh.
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3.4. Molekiler Yontem:

3.4.1. DNA Ekstraksiyonu

Calismada DNA ekstraksiyonu High Pure PCR Template Preparation kit (Roche,
Kat No: 11 796 828 001) ile yapilch. Kit oda 1sisinda (15-25°C) saklandi, ancak
proteinaz K solusyon haline getirilince -20°C’ye alindi. Kitin icerigi asagida verilmistir.

Tissue Lysis Buffer (20 ml)

Binding Buffer (20 ml)

Proteinase K

Inhibitor Removel Buffer (33 ml, add 20 ml ethanol)
Wash Buffer (20 ml, add 80 ml ethanol)

Elution Buffer (40 ml)

High Pure Filter Tubes

Collection Tubes (2 ml)

DNA ekstraksiyon islemi Uretici firmamn énerisi dogrultusunda asagidaki siraya

goére yapildr.
1- Calisilacak sus, % 5 koyun kanli agarda 35°C’ de 24 saatlik

inktibasyondan sonra, 2-3 koloni alinarak 200 nlL phosfat buffer saline ( PBS) iceren
mikrosantrifiij tUp icerisinde slispanse edildi.

2- Ayni tupe 6nce 200 nL Binding buffer, sonrada 40 nL Proteinaz K eklendi ve
karisim yaklasik 10 saniye vortekslendi. Tip 70°C’ lik 1s1 blogunda 10 dakika bekletildi.
Elution buffer dan da sonra kullanmak (izere 200 i alimp 70°C’ ye birakildh.

3- Is1 blogundan alinan mikrosantriftjj tipe 100 L isopropanol eklendi ve yaklasik 10
saniye kadar vortekslendi.

4- Mikrosantriftyj tlp icerisinden 570 nmlL karisim alinip kolleksiyon tip icerisine
yerlestirilen filtreli tlpe konuldu. Tup 8000 xg de 1 dakika santrif(ij edildi. Alt tip
atild, filtreli thp yeni bir kolleksiyon ttptne aktarildi.

5- Filtrenin Gstiine 500 ni inhibitdr removal buffer eklendi ve 8000 xg de 1 dakika
santriftj edildi. Karigimin stzildigt kolleksiyon tup atildi, filtreli tip yeni bir
koleksiyon tuipe konuldu.
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6- Filtrenin Gstiine 500 mL Wash buffer eklendi ve tekrar 8000 xg de 1 dakika santrifij
edildi. Filtreli tip alinarak yeni kolleksiyon ttptne aktarildi.

7- Filtreli tipe tekrar 500 nL. Wash buffer eklendi ve 8000 xg de 1 dakika santrif(j
edildi. Kolleksiyon tlpl bosaltilarak maksimum devirde 20 saniye daha santrifdj
yapildu. Filtreli tdp 1.5ml’ lik mikrosantrifdy tipdn igine yerlestirildi.

8- Isi blogundan ¢ikartilan Elution buffer dan 200 L konuldu ve 8000 xg de 1 dakika
santrifdij edildi ve filtreli tip atildh.

9- Elde edilen DNA, LightCycler Real-Time PCR da kullamlmak Uzere -20°C de
sakland.

3.4.2. Real-Time PCR

LightCycler cihaz1 ile gergeklestirildi. Sistemde LightCycler MRSA Kit (Roche,
Kat. No: 3 335 038) kullanldi. Kit 20 nL’lik mixlerle 56 test ¢alisiimak Uzere dizayn
edilmistir. Bu 56 testten 48'i 6rnek, 8'i kontroldir. Onerilen depolanma -20°C dir. Kitin
icerigi asagida verilmistir.

- LightCycler MRSA detection mix [10x conc.]; mecA ve internal kontrol gen
bdlgelerine spesifik primer ve hibridizasyon proplar igerir.

- LightCycler MRSA enzim soliisyonu; iginde FastStart Taq DNA polimeraz bulunur.

- LightCycler MRSA reaksiyon mix; igeriginde FastStart Tag DNA polimeraz reaksiyon
buffer ve dNTP bulunur.

- LightCycler MRSA pozitif kontrol.

- LightCycler MRSA internal kontrol.

- MgCl; soliisyonu; 25 mM MgCl,.

- Digtile su.
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Mixin Hazirlanmasi;

Bilesen Hacim
Distile su 6.3 nl
MgCl; solisyonu 24
LightCycler MRSA detection mix 2m
LightCycler MRSA internal kontrol 2m
LightCycler MRSA reaksiyon mix 1.7 m
LightCycler MRSA enzim soliisyonu 06m
Toplam mix 15m
Ornek DNA 5n

Her bir kapillere 15 m mix ve 5 m 6rnek DNA konularak kapillerler hazirlandi

ve cihaza yerlestirildi. Cihaz en fazla 32 kapiller almakta olup bunlarin 30’ u drnek, biri

pozitif kontrol ve digeri negatif kontroldirr. Cihaz asagida belirtilen protokol girildikten

sonra galistirildi.

Tablo 4. LightCycler MRSA Detection Kit calisma protokol i

Parametre 1. Denatur asyon 2. Amplifikasyon
Siklus 1 45
Segment 1 1 2 3
Isi (°C) 95 95 55 72
Zaman 00:10:00 00:00:10 00:00:10 00:00:12
(sacdk:sn:)

Tablo 4'tin devam
Parametre 3. ErimeEgris Analizi 4. Soguma
Siklus 1 1
Segment 1 2 3 4 1
Ist (°C) 95 59 45 85 40
Zaman 0 00:00:20 00:00:20 0 00:00:30
(sacdk:sn:)

40



4. BULGULAR

Cssitli klinik 6rneklerden izole edilen 90'1 S aureus, 90’1 KNS toplam 180 sus
calismaya alindi. Bunlarin 81'i yogun bakim Unitelerinden, 52'si dahili birimlerden ve
47 si cerrahi birimlerden gonderilen klinik 6rneklerden izole edildi (Sekil 4).

26%

45%

@ Yogun bakimlar
m® Dahili birimler

O Cerrahi birimler

29%

Sekil 4. Stafilokok izolatlarimin klinikler e gore dagilim

S aureus suslarinin 51’1 kan kdltorinden, 13 U bronko-alveolar lavajdan, 9'u
yaradan, 7'si apseden, 5'i beyin omurilik sivisindan, 5'i de diger klinik drneklerden
elde edildi (Sekil 5).

6% 6%

O Kan
10% m Bronko alveolar lavaj
OVYara
O Apse

56% m Beyin omurilik swsi

m Diger

Sekil 5. S.aureus suslarinin klinik orneklere gore dagilim
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KNS suslarinin 61’1 kan kiltdrinden, 81 beyin omurilik sivisindan, 6’ si yaradan,
4’1 apseden, 4'U idrardan, 7'si de diger klinik 6rneklerden elde edildi (Sekil 6).

8%

4%

O Kan
s m Beyin omurilik smsi
O Yara
O Apse
m idrar

68% o Diger

9%

Sekil 6. KNS suslarimin klinik ¢rneklere gore dagilim

Tlr dizeyinde taminan KNS'lar icerisinde klinik drneklerden en sik izole edilen
S epidermidis olup bunu S. hominis izledi (Tablo 5).

Tablo 5. KNStirleri veklinik ¢rneklere gore dagilim

Sus Kan BOS | Yara Apse idrar Diger | Toplam
S epidermidis 29 5 5 4 - 4 47
S hominis 23 1 - - 1 2 27
S. haemolyticus 4 1 - - 1 1 7
S capitis 2 1 - - - 3
S saprophyticus - - - - 2 - 2
S auricularis 1 - - - - - 1
S caprae 1 - - - - - 1
S lugdunensis - - 1 - - - 1
S warneri 1 - - - - - 1
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S aureus suslarimin 44'U metisiline direngli iken 46'st metisiline duyarl:

bulundu. KNS suglarinin ise 47’si metisiline direngli, 43’0 metisiline duyarl: bulundu.

CLSI’nin onerileri dogrultusunda bu suslarda metisilin direncini tespit etmek igin 1 ng

oksasilin disk diflizyon testi, 30 ng sefoksitin disk diflizyon testi, oksasilin E-test ve tuz

agar tarama uyguland: (Tablo 6).

Tablo 6. Saureusve KNS suslarinda fenotipik yéntemlerin uyumu [n (%)]

S. aureus KNS
n=90 n=90
Y ontem Direncli Orta Duyar i Direncli Orta Duyar i
duyarh duyarh
Vitek 2 44 (% 48.9) - 46 (% 51.1) | 47 (%52.2) - 43 (% 47.8)
sistem
Oksaslin 45 (% 50) 1(%11) 44 (% 48.9) | 47 (% 52.2) - 43 (% 47.8)
DDT
Sefoksitin 45 (% 50) - 45 (% 50) | 46 (%51.1) - 44 (% 48.9)
DDT
Oksadlin E- 45 (% 50) - 45 (% 50) | 47 (%52.2) - 43 (% 47.8)
test
Tuz agar 44 (% 48.9) - 46 (% 51.1) | 41 (% 45.5) - 49 (% 54.4)
tarama

Metisilin direncinin belirlenmesinde mecA geninin molekiler yontemlerle

saptanmasi altin standart olarak kabul edilmektedir. Calismamizda mecA geni real-time
PZR yontemiyle arastirilch (Tablo 7).

Tablo 7. Saureusve KNS suslarinda mecA geni varhg [n (%)]

mecA
Pozitif Negatif
S. aureus 44(% 48.9) 46(% 51.1)
KNS 45(% 50) 45(% 50)
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LightCycler sisteminde real-time PZR calisilarak mecA gen pozitif ve negatif
suslar tespit edildi. mecA gen varligi altin standart olarak degerlendirildi.

|
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Sekil 7. mecA geni pozitif olan suslarin real-time PZR gor int st

mecA geni tespit edilmis olmakla birlikte 2 S aureus ve 3 KNS susunda
uygulanan fenotipik yontemlerde farkli duyarlilik sonuglar: belirlendi (Tablo 8).

Tablo 8. mecA geni icermelerine karsihk fenotipik yontemlerle farkh duyarhilik sonuglary izlenen
suslara ait veriler

Stafilok ok Vitek 2 Oksadlin Oksadlin Sefoksitin Tuz agar
taru DDT E-test DDT tarama
S. aureus Duyarli Direngli Direngli Duyarli Direngli
S. aureus Duyarlh Ortaduyarh Duyarl Direngli Duyarlh
KNS Duyarli Direngli Direngli Direngli Duyarli
KNS Duyarlh Duyarl Duyarl Direncli Duyarlh
KNS Duyarlh Duyarl Duyarl Direncli Duyarlh




mecA geni icermemelerine karsilik 2 S.aureus ve 5 KNS susunda fenotipik
yontemlerde farkl1 sonuclar elde edildi (Tablo 9).

Tablo 9. mecA geni icermemelerine karsihk fenotipik yontemlerle farklh duyarhhk sonuclari
izlenen suslara ait veriler

Stafilok ok Vitek 2 Oksadlin Oksadlin Sefoksitin Tuz agar
taru DDT E-test DDT tarama
S. aureus Direncli Direncli Direncli Direncli Direncli
S. aureus Direncli Direncli Direncli Direncli Direncli
KNS Direncli Direncli Direncli Duyar i Duyar i
KNS Direncli Direncli Direncli Duyar hh Duyar hh
KNS Direncli Duyar i Duyar i Duyar i Duyar i
KNS Direncli Direncli Direncli Duyar i Direncli
KNS Direncli Direncli Direncli Direncli Direncli

Tablol0. S. aureus ve KNS suslarina uygulanan fenotipik yontemlerin
genotipik yontem ile karsilastirilmas: ve yontemlerin uyumu

S.aureus KNS S.aureus | KNS
mecA mecA
Y ontem | Sonug Pozitif | Negatif | Pozitif | Negatif p degeri
Vitek 2 | Direngli 42 2 42 5 p=0.911 | p=0.727
sistem Duyarli 2 44 3 40
Oksadlin | Direncli 43 2 43 4 p=0.999 | p=0.787
DDT Duyarli 1 44 2 41
Oksadlin | Direncli 43 2 43 4 p=0.999 | p=0.787
E-test Duyarli 1 44 2 41
Sefoksitin | Direngli 43 2 44 1 p=0.999 | p=0.999
DDT Duyarli 1 44 1 44
Tuzagar | Direncli 43 2 38 2 p=0.999 | p=0.180
tarama Duyarli 1 44 7 43
Toplam 44 46 45 45
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Ayrica calismamizda Vitek 2 sistem ile izole edilen stafilokok suslarina cesitli
antibiyotiklerle disk diflizyon testi yapilarak duyarliliklar: belirlendi (Tablo 10).

Tablo11. MRSveMSS suslarinda disk diflizyon yontemi ile diger antibiyotiklere duyar ik

[n (%)].
S. aureus KNS

Antibiyotik n=90 n=90

MRSA M SSA MRKNS M SKNS

n=44 n=46 n=47 n=43
Penisilin 0 8 (% 17) 0 13 (% 32)
Eritromisin 6 (% 14) 37 (% 80) 5 (% 11) 29 (% 77)
Klindamisin 19 (% 43) 43 (% 93) 19 (% 40) 40 (% 93)
Tetrasiklin 9 (% 20) 38 (% 83) 25 (% 53) 36 (% 84)
Gentamisin 1(%22) 43 (% 93) 19(% 40) 39 (% 91)
Koramfenikol 39 (% 89) 44 (% 96) 40 (% 85) 41 (% 95)
Trimetoprim- 39 (% 89) 42 (% 91) 19 (%40) 36 (% 84)
sulfametoksazol
Siprofloksasin 0 39 (% 85) 16 (% 33) 41 (% 95)
Rifampin 0 41 (% 89) 17 (% 36) 41 (% 95)
Fusidik asit 43 (% 98) 46 (% 100) 25 (%53) 38 (% 88)
Vankomisin 44 (% 100) 46 (% 100) 47 (% 100) 43 (% 100)
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4.1. istatistiksel inceleme

Istatistiksel analiz icin SPSS 17.0 paket programu kullamildi. Gruplarin
karsilastirilmasinda istatistiksel hesaplamalar igin kullanilan dort gozlt tablo yapildi;
duyarlilik, 6zgullik, pozitif prediktif ve negatif prediktif deger hesapland:. Y 6ntemlerin
altin standartla uyumunun incelenmesinde McNemar testi kullanildi. Calismada mecA
gen varlig altin standart olarak kabul edildi. Oksasilin DDT ile orta duyarli bulunan bir
S aureus susu istatistiksel hesaplamada duyarl: olarak kabul edildi.

Tablo 12. Saureusicin kullamlan testlerin duyar ihg ve 6zgull gt

Kullamlan test Duyar ihk Ozguilluk PPD NPD
(%) (%) (%) (%)
Oksasilin disk 97.72 95.65 95.55 97.72
difuizyon
Oksaslin 97.72 95.65 95.55 97.72
E-test
Sefoksitin disk 97.72 95.65 95.55 97.72
difuizyon
Tuz agar 97.72 95.65 95.55 97.72
tarama
VITEK 2 95.45 95.65 95.45 95.65
PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deger
Tablo 13. KNS'lar icin kullanilan testlerin duyar liligr ve 6zgull gl
Kullamlan test Duyar ihk Ozguilluk PPD NPD
(%) (%) (%) (%)
Oksasilin disk 95.55 91.11 91.48 95.34
difuizyon
Oksaslin 95.55 91.11 91.48 95.34
E-test
Sefoksitin disk 97.77 97.77 97.77 97.77
difuizyon
Tuz agar 84.44 95.55 95 86
tarama
VITEK 2 93.33 88.88 89.36 93.02

PPD: Pozitif prediktif deger NPD: Negatif prediktif deger
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5. TARTISMA

Stafilokoklar giinimiizde hem toplum kdkenli hem de hastane kdkenli patojenler
arasinda ilk siralarda yer almaktadir. S aureus ve KNS'larin her ikisi de mecA geni
tarafindan kodlanan, beta-laktam antibiyotiklere dusik afiniteli bir PBP olan PBP2a
Uretmeleri nedeniyle metisiline ve dolayisiyla diger beta-laktam antibiyotiklere direng
kazanabilirler. Metisiline direncli suslar; genetik direng aktarim sirasinda diger
antibiyotik diren¢ genlerinin de beraber aktarimi nedeniyle gogunlukla makrolidler,
aminoglikozitler, klindamisin, florokinolon, kloramfenikol ve ko-trimoksazol gibi bir
cok antibiyotige de direnclidirler.24*%*

Metisilin direncinin en dogru sekilde belirlenmesi her klinik mikrobiyoloji
l[aboratuvarimin gorevidir. Stafilokoklarda 6zellikle yuksek diizey heterojen direncin
varligi nedeniyle direngli suslar siklikla gbzden kagabilir. Fenotipik yontemlerle
metisilin direncinin saptanmasi, uygulanan test kosullarindan etkilenmektedir. Inokulum
miktari, inktibasyon 1sisi ve siresi, ortamin pH’st ve NaCl konsantrayonu gibi bir ¢ok
faktor direncin belirlenmesinde rol oynar. Bu nedenle direncin tespitinde mecA gen
bolgesinin gosterilmesi, en iyi yontem olarak kabul edilmektedir. Bu gen bolgesi PZR
yada DNA prob yontemleri ile saptanabilmektedir. En dnemli avantgjlar: hizli ve dogru
sonu¢ alinmast olan bu yontemlerin, dezavantajlar: test basina maliyetlerinin ytksek
olmasi ve egitimli personel gerektirmesidir.2®-#

Stafilokoklarda metisilin direnci, hizla yayilan ve ¢zellikle hastanede yatan
hastalarda yiksek seviyelere ulasmis olmasi nedeniyle de tedavide sorunlar olusturan
onemli bir problemdir. MRS suslarinin beta-laktam antibiyotikler yaninda diger bir gok
antibiyotige de direncli olabilmeleri metisilin direncinin kisa siirede, dogru olarak tespit
edilmesinin 6nemini daha da artirmaktadir. Bu direncin tespitinde genellikle maliyeti
ucuz, uygulammu Kkolay, duyarliligi ve Ozgulligli yuksek olan oksasilin DDT
kullanilmaktadir % Calismamizda MRS larin dogru tamisinda altin standart olarak
tammmlanan mecA genini  belirleyen genotipik yontemlerle fenotipik yontemleri
karsilastirilmast ve guivenilir fenotipik yontemin belirlenmesi amaglanmustir.

Hem S aureus hem de KNS suglarimin biyuk bir kismi yogun bakim
Unitelerinden ve kan kultari orneklerinden izole edildi (Sekil 4, Sekil 5 ve Sekil 6).
mecA gen varligina gére metisilin direng oram S aureus suslarinda % 49, KNS
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suslarinda % 50 bulundu (Tablo7). Bu durum Turkiye (S aureus igin % 50-75, KNS
icin % 54- 83) ve dunya (S. aureus igin % 55-75, KNS ic¢in % 63-78) literaturleri ile
uyum gostermektedir.

Calismamizda 90 S aureus ve 90 KNS susunun metisilin duyarliligi  PZR-
mecA gen varhigi atin standart kabul edilerek, oksasilin DDT, sefoksitin DDT,
oksasilin E-test, tuz agar tarama testi ve Vitek 2 otomatize sistem ile arastirilch. Suslar
oncelikle laboratuvarda rutin olarak kullamlan Vitek 2 otomatize tam ve duyarlilik
sisteminde calisildi. Sistem direnc belirlemede oksasilin MIK degerlerine gore CLSI
Onerilerini gbz 6nune alarak kural igslemekte ve sonug yorumu yapmaktadir (Tablo 3).
Ozellikle KNS'larda MiK sinir degerleri disuriilerek yanlis negatifliklerin éniine
gecilmeye calisiimaktadir. mecA negatif suslarda, fenotipik olarak direncli bulunan
suslarin asir1 beta-laktamaz yapimi, metisilini inaktive eden enzimlerin varligi, PBP2a
disinda PBP'lerin bulunmast gibi farkli mekanizmalar ile agiklanabilecegi ifade
edilmektedir.2®" Ayrica otomatize sistemler ile genellikle yanlis negatif sonuclara
rastlanilmadhigi, distik oranda da olsa yanlis pozitif sonuclarin elde edilebilecegi, cesitli
calismalarda gosterilmistir 2%

Oksasilin DDT’ ne gore S aureus suslarimin 45 (% 50)'i , KNS suslarinin 47 (%
52.2)’si, sefoksitin DDT' ne gore S. aureus suslarinin 45 (% 50)’i, KNS suslarimn 46 (%
51.1)’s1, oksasilin E-teste gbre S aureus suslarimn 45 (% 50)’i, KNS suslarimin 47 (%
52.2)'si, tuz agar tarama yontemine gore S aureus suslarinin 44 (% 48.9)'0, KNS
suslarinin 41 (% 45.5)'i, Vitek 2 sistemine gore S aureus suslarimin 44 (%48.9)’ 4,
KNS suglarinin 46 (% 52.2)'st direngli bulundu. Real-time PZR ydntemi ile S aureus
suslarinin 44 (% 48.9)'unde, KNS suslarinin ise 45 (% 50)’inde mecA geni pozitif
bulundu.

Suslarimizda oksasilin DDT, oksasilin E-test, sefoksitin DDT ve tuz agar tarama
yontemi ve Vitek 2 sonuglarinin, altin standart olarak kabul edilen mecA gen varligi ile
uyumu istatistiksel olarak incelendiginde hem S aureus hem de KNS suslarinda
fenotipik testlerin tamami uyumlu bulundu (McNemar p> 0.05). S aureus suslarinda bu
testlerin ilk dordunin duyarlilik (% 97.72) ve 6zgullUklerinin (% 95.65) ayni oldugu,
Vitek 2 sistemde ise 6zgullugiin (% 95.65) aymt olmasina karsilik duyarliligimn %
95.45 oldugu bulundu (Tablo 12). KNS'lar da oksasilin DDT ve oksasilin E-testte
duyarlilik (% 95.55) ve 6zgulluk (% 91.11) aym bulunurken, sefoksitin DDT'te ise
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duyarlilik (% 97.77) ve 6zgullugin (% 97.77) en yuksek oldugu, Vitek 2 ve tuz agar
tarama yonteminde duyarliligin sirasi ile % 93.33 ve % 84.44, 6zgulligin ise % 88.88
ve % 95.55 oldugu belirlendi (Tablo 13).

Gegtigimiz 10 yilda MRSA tammlamas: igin PZR esasina dayali pek ¢ok cihaz
gelistirilmistir. Murakami ve arkadaslar™ S aureus, Predari ve arkadaslar™ ise
KNS lar icin basarili galismalar yapmuslardir. PZR sonuglar: dort saat icerisinde, kultir
sonuclar1 48 saatte alinmustir.

Calismamizda kullandigimiz real-time PZR yontemi klasik PZR yontemine gore
daha hizl1 ve daha az kontaminasyon riski tasiyarak direng geni belirleyebilmektedir.
Shrestha ve arkadaslan™ MRSA’'min kan Kkiltirlerinden LightCycler sistemi ile
belirlenmesi igin yaptiklar: ¢alismada mecA ve sad42 genlerini hedeflemis, LightCycler
sisteminin MRSA igin 6zgullugl ve duyarliligt % 100 iken, KNS larda duyarlilik %
77.4, 0zgullik ise % 92.3 olarak bulunmustur. Bu yontem klinisyenin S aureus
bakteriyemisini ve metisilin direncini 24-36 saat daha erken 6grenmesini saglamustir.

Goffinet ve arkadaslar® 24 MRSA susunu klasik PZR yontemi, Vitek 2 sistemi
velveya LightCycler StaphylococcussMRSA kitinde ayr1 ayri tespit edebilmistir.
Bunlardan 14’Gnl hem klasik PZR hem Vitek 2 hem de real-time PZR ydnteminde,
4’ inb sadece Vitek 2 ile, 6’ sim sadece real-time PCR ile belirlemislerdir. Y azarlar, real-
time PZR yonteminin MRSA saptanmast igin hizli ve etkili bir yontem oldugunu ve
bittn islem stiresinin yaklasik 4 saat oldugunu bildirmiglerdir.

Ruiz-Perz de Pipaon ve arkadaslari,® pozitif 131 kan kiiltirii sisesinde Gram
pozitif koklar1 LightCycler real-time PZR yontemi ile incelemislerdir. LightCycler
sisteminde metisilin direncini belirleyen mecA geninin yam sira S aureus lar icin 6zgul
olan nucA geni deincelenmistir. S. aureus ve KNS'larda real-time PZR-mecA gen
varliginin duyarlilik ve 6zgulltginid % 100 ve % 97.5 bulmuslardir. Real-time PZR
yontemini MRS ve MSS suslarinin hizli bir sekilde dogrudan tammlanmasi igin yiiksek
derecede duyarl: ve 6zgul olarak bildirmisler.

Bizim calismamizda LightCycler MRSA kiti kullamldi. Suglar kiltirden izole
edildi ve Vitek 2 sisteminde tir dizeyinde tanindi. mecA geni, S. aureus suslarinin
44’ Ginde pozitif, 46’ sinda negatif iken, KNS suslarimin 45'inde pozitif, 45’ inde negatif
bulundu. Ancak, mecA geni icermelerine karsin fenotipik yontemlerle farkli duyarlilik
sonuglart veren iki S aureus ve U¢ KNS susuna (Tablo 8) ve mecA geni
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icermemelerine karsin fenotipik yontemlerle farkli duyarlilik sonuglari veren iki S
aureus ve bes KNS susunarastlanild: (Tablo 9).

S aureus izolatlarinin metisilin direncinin saptanmasi sirasinda kuskulu sonug
alindiginda, CLSI dogrulama testi olarak oksasilin tuz agar tarama testini 6nermektedir.
mecA geninin saptandig: referans yontemle en iyi uyumu bu yontem gostermektedir.
Ancak bu yéntem sadece Saureus icin 6nerilmekte, KNS lar icin dnerilmemektedir.”"%

Stinbil ve arkadaslar;,® 39 S. aureus ve 63 KNS susunda metisilin direncini agar
tarama, mikrodilisyon, disk diflzyon, ve otomatize sistem ile arastirmislardir. Agar
tarama testinin yapilamadigi durumlarda oksasilin DDT’'ni dnermislerdir. Kuzucu ve
arkadaslar;,”” 112 S aureus ve 93 KNS suslarinda mikrodiliisyon ve tuz agar tarama
testleri calisarak oksasilin DDT ile karsilastirmuglardir. Uyumsuz sonuclarda PZR ile
mecA geni incelenmistir. S aureus suglar:in tamami (% 100), KNS suslarimin %
69.9'u her U¢ yontemlede metisiline direncli olarak belirlenmistir. KNS suslari icin
oksasilin tuz agar yonteminin yetersiz oldugunu  belirtmiglerdir.  Sancak ve
akadaglar,® 248 S aureus ve 158 KNS suslarinda oksasilin DDT'ni PZR ile
karsilastirdiginda, S. aureus suslar: icin duyarlilik ve 6zgullik % 100, KNS'lar icin de
duyarlilik % 100, 6zgullik % 79 olarak bulunmustur.

Razlighi ve arkadaslar®

metisilin direncinin belirlenmesinde mikrodiltsyon,
DDT ve agar tarama yontemlerini karsilastirmusg, mikrodilisyon ve agar tarama
yontemlerini % 100 uyumlu bulunmus, oksasilin DDT’'nin iki yonteme gore
duyarliligim % 100, 6zgulligini ise % 97.5 olarak bulmuslardir. Swenson ve
arkadaslar,® S aureus tiirlerinde mikrodiltisyon, disk difiizyon ve oksasilin tuz agar
tarama testi arasindan, oksasilin tuz agar tarama yonteminin duyarliligim en yuksek
olarak saptamuslardir. York ve arkadaslar;,'® mecA’ya alternatif olabilecek duyarlilik
testini belirlemek icin, KNS'lar Uzerinde DDT, mikrodilisyon ve tuz agar tarama
testlerini CLSI Onerileri dogrultusunda uygulamislardir. Sonugta mecA’ya alternatif
olarak uygulanabilecek testin tuz agar tarama testi oldugunu bildirmislerdir. Oguz ve

101

arkadaglar:,” toplam 117 S aureus susunda, agar dilisyon, agar tarama ve disk
difizyon yontemi ile metisilin direnci arastirmislardir. Agar dilliisyona gore agar tarama
ve disk diftizyon yontemlerinin duyarlilik ve 6zgulltkleri sirasi ile % 100, % 95 ve %

100, % 92.6 bulmuslardir.
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Calismamizda S aureus suslarinda DDT ve agar tarama testi 24. saatte, KNS
suslarinda ise DDT 24. sadtte, agar tarama testi 48. saatte sonuglandirildi. S aureus
suslari igin oksasilin DDT ve agar tarama testi aym duyarlilik (% 97.72) ve 6zgulltkte
(% 95.65) bulundu (Tablo 12). Oksasilin DDT ve agar tarama testi referans yonteme en
uygun testler olarak izlendi (p= 0.999). KNS lar igin oksasilin DDT’in duyarliligi %
95.55, 6zgulligli % 91.11 ve agar tarama testinin duyarliligi % 84.44, 6zgulligu %
95.55 idi. Sonug olarak, bizim ¢alismamizda da S. aureus suslari igin tuz agar tarama ve
oksasilin DDT uygun yontemdi, ayrica KNS'lar igin agar tarama testi duyarliligi en
disUk test bulundu (Tablo 13), ancak referans yontemle uyumlu goruldi (p= 0.180).

Cavassini ve arkadaslar,® 200 S. aureus izolatinda yaptiklar: calismada, CLSI
Onerilerine gore uyguladiklari DDT ve tuz-agar tarama testlerinin sonuclarini mec A
sonuclariyla karsilastirmislar, DDT’in duyarliligint % 61.3, 6zgullugini % 96.7; tuz-
agar tarama testinin duyarliligim % 82.5; 6zgulltgini ise % 98.3 olarak tespit etmisler.
Oksasilin agar tarama testi duyarlilik ve 6zgulligl yiksek bir test olarak bilinmesine
karsilik, yazarlar MRSA suslarinda bu yontemin duyarliligint distk bulmuslardir.
Bizim calismamizda ise S. aureus suslarinda hem oksasilin DDT hem de agar tarama
testinin duyarliligi1 ve 6zgulligl yiksek olup referans test ile en uyumlu yontemler
arasinda goruldu (p= 0.999) (Tablo 12).

Kolbert ve arkadaglari,'® 155 S aureus ve 261 KNS izolatinda mecA sonuclaryla,
oksasilin DDT'ni karsilastirmis, S aureus izolatlarinda mecA sonuglarint DDT
sonuglartyla uyumlu bulmuglardir. KNS'larda ise, DDT’inde duyarli olarak tespit
ettikleri on izolatin mecA’larim pozitif, direngli olan bir izolatin mecA genini ise
negatif olarak rapor etmislerdir. Sonugta metisiline direngli izolatlar1 tanimlamada
genotipik yontemlerin duyarli ve glvenilir oldugunu, duyarlilik testlerinin fenotipik
degisikliklerden etkilendigini belirtmislerdir.

Bizim calismamizda da mecA pozitif olan bir S aureus susunda oksasilin DDT
orta-duyarli, oksasilin E-test duyarl iken, iki KNS susunda oksasilin DDT ve E-test
duyarli bulundu (Tablo 8). Aym zamanda mecA negatif olan iki S aureus susunda
oksasilin DDT ve oksasilin E-test direncli iken, dort KNS susunda oksasilin DDT ve
oksasilin E-test direngli bulundu (Tablo 9). Bu bize duyarlilik testlerinin fenotipik
degisikliklerden etkilendigini, metisilin direncini belirlemede genotipik yontemlerin
daha duyarli ve guvenilir oldugunu gostermistir. Metisilin direncinin dogru olarak
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belirlenememesi, etkili olmayan bir tedavinin uygulanmasina yol agarken, klinige yanlis
pozitif sonu¢ verilmesi de gereksiz yere pahali ve ciddi yan etkileri bulunan bir
glikopeptid antibiyotigin kullamlmasina neden olabilmektedir.

Oksasilin DDT'nin bir ¢cok heterojen susda % 61-96.4 arasinda duyarlilik
gosterdigini belirten calismalar vardir.'®'® Bazi calismalarda ise oksasilin DDT ile
ilgili cok iyi duyarhilik sonuclari bildirilmistir.®>*%'%® Disk difiizyon yonteminde
gorulen diger bir problem, 6zgulltgunin duyarliligindan daha yuksek olusudur (% 89-
100). Bir baska deyisle, yanlis pozitif sonug olasiligi, yanlis negatif sonug olasiligindan
daha yiksektir. Calismamizda, oksasilin DDT’ nin duyarliligi (% 97.72) 6zgulligine (%
95.65) gore ¢ok azda olsa yiksek bulundu (Tablo 12).

Oksasilin agar tarama yonteminin heterojen suslar ile yapilan calismalarda
duyarlihginin diistiigti gésterilmistir (< % 95).%1% Diger yandan, duyarlihigin % 97’ den
yukarida oldugunu belirten calismalar da vardir.’%%%7 Calismamizda bu testin
duyarlilig1 % 97.72, 6zgulltgil ise % 95.65 bulundu (Tablo 12).

Atay ve arkadaslari’®

S aureus suslarinda metisilin direncinin belirlenmesinde,
disk difuizyon testi ve mikrodilisyon testi sonuglarimn, mecA gen varligi ile
karsilastirildiginda duyarlilik ve 6zgulluklerinin birbirine esit (% 100 ve % 91)
oldugunu belirtmislerdir. Yazarlar MSSA izolatlarinda uygulanan indiksiyon
sonucunda (dustk 1s1, yiksek NaCl) MIK degerlerinde yikselmeler oldugu ve yedi
bakteride degerlerin direng diizeyine kadar yukseldigini belirlemislerdir. Ancak, bu yedi
izolatta mecA geni saptanamamistir. Bu suslarda beta-laktamaz Uretiminin indiklendigi
ve bunlarin BORSA suslar1 oldugu distnilmastr.

Calismamizda bitun fenotipik yontemlere direncli ancak mecA geni igermeyen
iki S. aureus ve bir KNS olmak Uzere toplam ¢ sus saptand: (Tablo 9). Bu suslarda
oksasilin E-test sonuglarina gore oksasilin MiK degerlerinin 8-16 ng/ml arasi oldugu
gorildu. Direncin nedeni ya beta-laktamazin agir1 Uretimine (BORSA suslari), ya var
olan PBP lerdeki (0zellikle PBP2 ve PBP4) nokta mutasyonlarina (MODSA suslari),
ya da PBP4’ in (disuk molekdl agirlikli PBP) asir1 yapimina bagli olabildigi disundldi.
Ancak mecA geni icermesine karsilik bittn fenotipik yontemlere duyarli herhangi bir
susa rastlanmadi (Tablo 8).

Y amazumi ve arkadaslar’'® S aureus izolatlarina, MRSA-Screen test, Vitek GPS

kart, oksasilin agar tarama, mikrodilisyon, ve PCR mecA testlerini uygulamislardir.
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mecA gen analizi sonucglarina gore duyarlilik ve 6zgullikleri sirasi ile, % 96.9 ve %
98, % 98 ve % 99, % 100 ve % 100, %98 ve % 99 olarak bulmuglardir. Atay ve
Giilay 111 S aureus izolatinin oksasiline duyarliliklarin dért farkl: yéntem (DDT,
Vitek GPS 101, MRSA-Screen test ve PCR-mecA) kullanarak incelemistir. mecA gen
analizi sonuclarina gore duyarlilik ve 6zgullikleri sirasiyla, % 100, % 90, % 100 ve %
80, % 100, % 88 olarak bulunmustur. Horstkotte ve arkadaslary,*** 200 KNS susunda
metisilin direncini; Vitek 2 ve PZR-mecA geni sonuclar ile karsilastirmis. Sonug olarak
Vitek 2 sstemde % 99.2 duyarlilik ve % 80 6zgullik bulmuslardir. Bu nedenle
MRKNS tespiti igin Vitek-2 sistem yiksek glvenilirlik ve hizli fenotipik yontem
bulunmustur. Sakoulas ve arkadaslari’® S. aureus susglarinda MRSA-Screen latex
aglutinasyon testi, Vitek 1 sistem, Vitek 2 sistem, oksasilin agar tarama ve agar
dilisyon yontemlerinin sonuclarim altin standart olarak kabul ettikleri mecA-PZR ile
karsilastirmiglardir. Duyarlilik ve dzgullUkleri sirasi ile, % 100 ve % 99.1, % 99 ve %
100, % 99.5 ve % 97.2, % 99 ve % 98.1, % 99 ve % 100 olarak bulmuslar.

S aureus lar igin Vitek 2 sisteminin duyarliligi % 95.45, 6zgullugt % 95.65 idi
(Tablo 11). Bu yontem referans test ile istatistiksel olarak yiksek uyum gosterdi (p=
0.999). KNS'lar da duyarlilik % 93.33, 6zguillik % 88.88 idi ve referans yontem ile
uyumlu bulundu (p= 0.727) (Tablo 13). Bir ¢ok calismada belirtildigi gibi bizim
calismamizda da otomeatize sistemde yanlis pozitif sonug olasiligi, yanls negatif sonug
olasiligindan yuksek idi. Otomeatize sistemde metisiline direncli olarak tespit edilmesine
karsi mecA geni icermemesi, farkli direng mekanizmalarimin bu durumun sebebi
olabilecegini ve o nedenle dikkatli olmak gerektigini gosterdi. Ayrica Vitek 2 sistemde
sonuclarin ¢alismada kullamlan diger fenotipik yontemlere gore daha kisa siirede tespit
edildigi izlendi.

Ferreira ve arkadaslar;,™> 132 KNS izolatinda metisilin direncini DDT, E-test,
latex aglUtinasyon ve PCR ile arastirmiglardir. Bu yontemlerin duyarlilik ve
OzgullUklerini sirast ile, % 94.2 ve %91.8, % 100 ve % 71.4, % 97.1 ve % 98 olarak
bulmuslardir. Tveten ve arkadaslari™® agar diliisyon, E-tes ve PCR yontemini
karsilastirmislar; duyarlilik ve 6zgullUklerini sirasi ile, % 97.6 ve % 95.4 ile % 100
ve % 95.4 olarak bildirmislerdir. Bizim galismamizda S. aureus ve KNS suslari igin E-
testinin duyarlilik ve 6zgullugi sirast ile, % 97.72 ile % 95.65 ve % 95.55 ile % 91.11



olarak saptand: (Tablo 11, Tablo 12). Hem S. aureus hem de KNS suslarin da oksasilin
DDT ve oksasilin E-test duyarlilik ve 6zgullukleri aym bulundu.

Metisilin direnci tespit etmede karsilasilan sorunlar nedeniyle genetik direnci,
fenotipik yonemlerle en iyi gosteren test veya yontem arayis1 sirmektedir. Heterojen
dirence sahip stafilokoklarda, sefoksitinin metisilin direncini oksasilinden daha iyi
gogerdigini kanitlayan bir ¢cok yayin bulunmaktadir. Sefoksitinin, 6zellikle heterojen
suslarin tespitinde mecR1 igin daha iyi ve hizli bir indikleyici oldugu ve mecA gen
varlig1 ile uyumunun daha iyi oldugu bildirilmistir. 2011415118 C| 5| 2005’ de M100-S15
nolu belgesinde hem disk difizyon hem de dilisyon bolumlerindeki stafilokok
tablosunda sefoksitin disk difiizyon yontemini yeni test olarak énermistir.™’

Telli ve arkadaslar,™® 300 S. aureus susunda oksasilin DDT, sefoksitin DDT,
lateks aglltinasyon test, oksasilin agar tarama test ve altin standart olarak kabul edilen
PCR-mecA uygulamislardir. Testlerin duyarliliklar: sirasi ile, % 98.8, % 98.3, % 97.7
ve % 98.8; ozgullikleri ise sirasi ile, % 99.1, % 99.1, % 97.4 ve % 98.3 olarak
bulmuglardir. Caurwelier ve arkadaslari,™® 155 MRSA susunda sefoksitin DDT,
oksasilin DDT, oksasilin agar tarama ve lateks aglitiinasyon testinin duyarlilik ve
OzgullUklerini, PZR-mecA altin standart alarak karsilastirmiglardir. Oksasilin DDT ile
sefoksitin DDT sonuglarint birbirine yakin duyarlilik ve 6zgulltikte bulmuslardir. Felten
ve arkadaslar’® MRSA’larin tespitinde sefoksitin ve moksolaktam DDT, Vitek 2
sistemi ve lateks aglitinasyon yontemlerini karsilastirmig, DDT’in MRSA’lar1 tespit
etmede en iyi performansa sahip oldugunu rapor etmislerdir.

S aureus igin sefoksitin DDT, CLSI klavuzunda oksasilin ile duyarlilik ve
Ozgullik yoninden esdeger olarak gogterilmektedir. KNS suslarinda ise sefoksitin
DDT'nin, oksasilin MIK testlerine gore aym duyarlilikta, buna karsin daha yiksek
O0zgullikte oldugu ifade edilmekte, sefoksitin DDT’'nin oksasiline duyarli suslari
tammlamada  oksasilin @ MiK  testinden daha dogru  sonugc  verdigi
bildirilmektedir, 417119120

Swenson ve arkadaslar,™* 62 S. aureus ve 53 KNS susunda sefoksitin DDT’ini
PZR yontemi ile karsilastirmislar. Duyarlilik ve 6zgullUklerini; S aureus suslari icin %
98 ve % 100, KNS suslart icin % 99 ve % 96 bulmusglardir. Bu arastirmacilar bir baska
calisgmalarinda, 135 S. aureus izolatinda sefoksitin ve oksasilin testlerini mecA-PZR
sonuglari ile karsilastirmiglardir. Yazarlar sefoksitin test sonuglarinin yuksek duyarlilik
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ve dzgiilliige sahip oldugunu bildirmislerdir.**! Roisin ve arkadaslari,*? 213 S. aureus
susunda Vitek 2, DDT (sefoksitin ve moksalaktam) ve mecA-PZR yontemini kullanmis,
metisilin direncinde otomatize sistem ile DDT yonteminin Kkarsilastiriimasini
amaclamiglardir. Vitek 2 sistemin ortalama 7 saatte, DDT yontemlerinin ise 24 saatte
metisilin direng tespiti icin yiksek dogruluk degerine sahip oldugu gorilmistdr.
Boubaker ve arkadaslari,** 115 MRSA ve 350 MSSA izolatini test etmisler, sefoksitin
disk difuizyon yonteminin Ozgulligini % 100 ve duyarliligim % 96.5 olarak
bulmuslardir. Sharp ve arkadaslar;,®* Vitek 2 sistemi ile duyarl: ve direncli bulunan
100'er sus kullamlmis ve uyumsuz sonuglar mecA analizi yapilarak dogrulanmustir.
Sefoksitin DDT’'nin performansinin diger testlere gore daha iyi oldugunu rapor
etmislerdir. Palazzo ve arkadaslar;,® 58 S aureus ve 58 KNS susunda oksasilin agar
dilisyon, oksasilin DDT, sefoksitin DDT ve mecA-PZR ile metisilin direncini
arastirmiglardir. Rutin laboratuvarlarda DDT yontemlerinin daha ucuz, duyarlilik ve
0zgulligunin yiksek oldugunu gostermislerdir.

Calismamamiz da S.aureus suslarinda oksasilin DDT, sefoksitin DDT, oksasilin
E-test ve tuz agar tarama ayni duyarlilik ve 6zgullukte bulundu (Tablo 12). KNS
suslarinda ise sefoksitin DDT ile belirlenen duyarliligin ve 6zgulligin diger testlere
gore daha yiksek oldugu bulundu (Tablo 13). mecA geni pozitif olan bir Saureus ve iki
KNS susunda sadece sefoksitin DDT direncli iken, diger testler duyarl: idi (Tablo 8).
mecA geni negatif olan G¢ KNS susunda ise uygulanan diger testler direncli iken
sefoksitin DDT duyarli bulundu (Tablo 9). Sonug olarak, metisilin direncini belirlemede
Saureus ve KNS da sefoksitin DDT kullammunin yararl: oldugu ve mecA gen varligi
ile uyumunun daha iyi oldugu belirlendi.

Avrupa da antibiyotik duyarlilik testleri standartlarin: olusturmus, ulusal diizeyde
ati ayr1 kurulus bulunmaktadir. Bunlar; Ingilterede BSCA (British Society of
Antimicrobial Chemotherapy), Fransa’da CASFM (Comité de I"Antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie), Danimarkada CRG (Commissie Richtlijnen
Gevoeligheidsbepalingen), Almanyada DIN (Deutsches Institut fur Normung),
Norvec'te NWGA (Norwegian Working Group on Antibiotics) ve Isveg'te SRGA (The
Swedish Reference Group for Antibiotics)'dir. Bunlar disindaki Avrupa ulkeleri ve
Tarkiye, daha cok ABD kaynakli CLS| tarafindan kabul edilen standartlar
kullanmaktadr.
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Goruldugl tzere, Avrupa ulkelerinin bile kendi aralarinda antibiyotik duyarlilik
testleri icin gorUs ayriliklart bulunmaktadir, 6te yandan heterojenite gosteren
stafilokoklarda metisilin direncinin fenotipik yontemlerle gosterilmesi igin komitelerin
farkli Onerilerde bulunmasi hem laboratuvarlari hem de klinisyenleri zor durumda
birakmaktadir.

Guniimtizde coklu direng gosteren MRS suslarinin artmasi nedeniyle stafilokok
infeksiyonlarinin tedavisinde zorluklar yasanmaktadir. Son 14 yil iginde bir ¢ok tlkede
VISA ve VRSA suslar: bildirilmistir.®*? Direncli suslarda etkisiz, duyarl: suslarda
gereksiz antibiyotik kullanmamak i¢in bunlarin antibiyogram sonuglarint bilmemiz
gerekmektedir. Calismamamizda MRS ve MSS suslarinda bir ¢ok antibiyotik i¢cin DDT
yapildi ve duyarliliklar: belirlendi (Tablo 11). Sonuglar tlkemizde ve bir ¢ok Ulkede
yapilan calismalarla benzerlik gosterdi.>3"126132

Metisilin direncinin belirlenmesindeki hatalar ciddi klinik sorunlara neden olabilir.
Y alanci duyarl1 sonuclar tedavide yetersizlige ve MRSA suslarinin yayilmasina, yalanci
direncli sonuclar ise glikopeptidlerin asir1 kullanim ve gereksiz izolasyon tedbirleri
nedeniyle asiri maliyetle sonuglanmaktadir. Bu nedenle stafilokoklarda metisilin
direncinin dogru tammmlanmasi gereklidir. mecA geninin belirlenmesi MRS suglarinin
ortaya Gikarilmasinda en kesin yéntemdir.®

Calismamizda hem S aureus hem de KNS suslarinda fenotipik yontemlerin
genotipik yontemle uyumu arastirildi. Rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda daha
ucuza mal olan ve kolay uygulanabilen oksasilin ve sefoksitin DDT sonuclarinin
guvenilirliginin yiksek oldugu belirlendi. Otomatize sistem de referans test ile uyumlu
bulunup, daha kisa sirede sonug verdi. Fenotipik yontemlerle degerlendirilemeyen
suslarda mecA gen varligim gostermek icin PZR yontemi yapilmasi uygun goruldd.
MRS suslarinin beta-laktam antibiyotikler yaninda diger bir ¢cok antibiyotige de direncli
olmasi, metisilin direncinin klinik laboratuvarlarda kisa siirede ve dogru olarak tespit

edilmesinin 6nemini artirmaktadir.
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SONUC VE ONERILER

1- Calismamizda S aureus suslarinda mecA gen varligi altin standart olarak kabul
edildiginde; oksasilin DDT, oksasilin E-test, sefoksitin DDT ve tuz agar tarama
yonteminin duyarlilik ve 6zgullikleri aym olup yalmizca Vitek 2 sisteminde 6zgullik
ayni iken duyarlilik ¢ok az farkla dusik bulundu. Bu yontemler referans test ile
istatistiksel olarak yiksek uyum gosterdi.

2- KNS suglarinda da mecA gen varligi altin standart olarak kabul edildiginde oksasilin
DDT, oksasilin E-tes duyarlilik ve 6zgulligti aym, sefoksitin DDT duyarlilik ve
0zgullugunin daha yuksek, tuz agar tarama testinin duyarliligi, Vitek-2 sistemininde
0zgullugt dustk bulundu. Ancak, bu suslarda da fenotipik yontemlerin tamam standart
test ile uyumlu izlendi.

3- Otomatize sistem ile metisiline direngli suslarin tespitinde; ¢cok kugik bir oranda da
olsa mecA geni icermemesi, mecA yoninden yanlis pozitif sonuclar elde edilebilecegini,
ancak farkli direng mekanizmalarimn bu duruma neden olabilecegi goruldu.

4- Sefoksitin DDT sonuglarimn metisilin direncini gostermedeki  Gstunligi bizim
calismamizda daizlendi. Hem oksasilin hem sefoksitin diskinin antibiyogram plaklarina
beraber konulup farklarimin degerlendirilmesinin uygun  bir yontem olabilecegi
dustnuldd. Yanlhs pozitifligin sefoksitin diskinde daha az olabilecegi de goz arch
edilmemelidir.

5- Stafilokoklarda heterojen direngli suslar nedeniyle metisilin direncinin fenotipik
yontemlerle gosterilmesi stk olmasa da yanlisliklara neden olmaktadir. Bu sorunun
Ozellikle KNS larda, S aureus a gore daha da belirgin oldugu gérilmektedir. Fenotipik
yontemlerin cevre sartlarindan ¢ok etkilendigi g6z onunde tutulmali ve Onerilen
standartlar disinda uygulamalardan kaginilmalidr.

6- Ancak, hem S aureus hem de KNS larda metisilin direncinin belirlenmesinde altin
standart olarak kabul edilen PCR ile mecA geninin saptanmasi ve bu ydnteminin
giderek rutin laboratuvarlarda kullammma girmesidir. Ozellikle tedaviye klinik yanitin
olmadig: olgularda ya da direng sonuglarinin gikmast igin 24-48 saat bekleyemeyecek
hastalar gibi secilmis olgularda molektiler yontemlerin kullamimasi daha hizl1 ve dogru
bir tercih olabilir.
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