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. OZET

Kistik fibroz (KF), diinya genelinde beyaz irkin en sik goriilen ilerleyici ve oldiiriicii
kalitsal hastaliklarindan bir tanesi olarak bilinmektedir. KF’de en sik tutulan organ akciger
olup solunum yolu infeksiyonlari, KF olgularinda morbidite ve mortaliteden en sik sorumlu
olan Kklinik durum olarak kabul edilmektedir. KF’de solunum yollarinda kolonizasyona ve
infeksiyona en sik yol agan mikroorganizmalarin basinda Staphylococcus aureus gelmektedir.
Son yillarda; metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslar1 ile kolonizasyon ve infeksiyon
orani tiim topluluklarda arttig1 gibi KF popiilasyonunda da artis gostermektedir. S. aureus
KKV, mikrobiyolojik besiyerlerinde yavas trerler ve tipik S. aureus morfolojisi
gostermemelerininyani sira, normal S. aureus suslarina gore antibiyotiklere daha yiiksek

oranlarda direng gosterirler.

Bu calismada Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi’nde takibi yapilan KF tanili
hastalarin rutin alian solunum yolu 6rneklerinde metisiline duyarli S. aureus (MSSA), S.

aureus KKV ve MRSA prevalanslari ve antimikrobiyal duyarlilik sonuglari incelenmistir.

Calismamizda toplam 84 KF hastasindan 207’si (% 68) derin bogaz salgisi, 97’si (% 32)
balgam ve 1 tane bronkoalveoler lavaj (BAL) 6rnegi olmak iizere toplam 305 klinik 6rnek
MSSA, S. aureus KKV ve MRSA varligi acisindan degerlendirilmistir. Calismaya dahil
edilmis olan 84 KF hastasinin 60’inda (% 71,4) MSSA, 18’inde (% 21,4) S.aureus KKV,
11’inde (% 13) MRSA izole edilmistir. Respiratuvar drneklerinde MSSA {ireyen hastalarin S.
aureus KKV prevalansi % 16,6 (10/60) olarak belirlenmistir.

MSSA suslari i¢in belirlenen duyarlilik test sonuglar1 degerlendirildiginde; izolatlarin %
83,51 penisiline, % 22’si eritromisine, % 14,31 tetrasikline ve % 13,31 klindamisine kars1
direngli oldugu belirlenmistir. VVankomisin teikoplanin, linezolid, telitromisin ve sefoksitine
kars1 direng¢ MSSA suslarinda saptanmamustir. S.aureus KKV suslarinin duyarlilik deneyleri
sonucunda, % 81,6’s1 penisiline, % 21,1’i klaritromisine, % 10,5’i tetrasikline, % 7,9’u
klindamisine ve rifampisine, % 15,81 levofloksasine, % 5,3l trimetoprim-sulfametoksazol
(TMP-SXT) ve gentamisine karsi direngli bulunmustur. Vankomisin ve sefoksitine karsi
direng saptanmamustir. Tigesiklin MiK degerleri <0,016 ile 0,19 pg/ml arasinda bulunmustur.

MRSA suglarinin tiimii penisiline direngli oldugu saptanmistir. % 50 oraninda tetrasikline, %



43 oraninda ise gentamisine direng belirlenmistir. Vankomisin, teikoplanin, linezolid ve

TMP-SXT’ye kars1 tiim suslar hassas bulunmustur.

Bu ¢alismada KF hastalarinin solunum yolu 6rneklerinde MSSA, MRSA ve S.
aureus KKV prevalanslar1 ve antibiyotik duyarliliklari incelenmistir. Ozellikle MRSA
ve S. aureus KKV suslari persistan infeksiyonla iliskili ve bir¢ok antibiyotige direngli
olabileceginden, KF hastalarinin solunum yolu Orneklerinin bu ydnde dikkatle

incelenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.



IL INGILIiZCE OZET

Cystic fibrosis (CF), is a hereditary, autosomal recessive disease, one of the most
common progressive and lethal hereditary syndromes in Caucasian populations in the
world. The most common affected tissue by CF is lung and the main causes for the high
morbidity and mortality in patients with CF are recurrent respiratory infections. S.
aureus is one of the most common colonization and infection agent in patients with CF.
In recent years, methicillin-resistant S. aureus (MRSA) colonization and infection in the
CF population is increase as the rate of increase in all communities. SCV strains growth
slowly on microbiological culture media and do not show typical S. aureus morphology.
Besides these, they have higher rates of resistant to antibiotics according to normal S.

aureus strains.

In this study, the prevalence and antibiotic susceptibilities of methicillin-sensitive
S. aureus (MSSA), S. aureus SCV and MRSA strains isolated from routine respitory
samples of patients with CF patients in Istanbul Medical Faculty Hospital are

investigated.

In our study, respiratory samples in total 305 which are comprised 97 (32%)
sputum, 207 (68%) deep throat swab and only one bronchioalveolar lavage (BAL)
specimens of 84 CF patients were screened for the presence of MSSA, S. aureus SCV
and MRSA. 60 (71,4%), 18 (21,4%) S. aureus SCV and 11 (13%) MRSA were
harboured MSSA, S. aureus SCV and MRSA resppectively, in their respiratory
specimens. The prevalence of S. aureus SCVs in MSSA positive patients was 16.6%
(10/60).

The resistance rates of MSSA were as follows: penicilin 83,5%, erythromycin
22%, tetracycline 14,3% and clindamycin 13,3%. No resistance was detected for
vancomycin, teicoplanin, linezolid, telitromycin and sefoxitin among MSSA isolates.
The resistance rates of S. aureus SCVs were as follows: penicilin 81,6%, clarithromcyin
21,1%, tetracycline 10,5%, clindamycin and rifampicin 7,9%, levofloxacin 15,8%,
trimethoprim—sulphamethoxazole (TMP-SXT) and gentamicin 5,3%. No resistance was
detected for vancomycin and sefoxitin among these isolates. MICs for tigecycline were
between <0,016 ile 0,19 pg/ml. All MRSA isolates were resistant against penicilin. The

resistance rates of MRSA were as follows; 50% for tetracycline, 43% for gentamicin,



29% for erythromycin, clindamycin, levofloxacin. All MRSA isolates were suspectible

against vancomycin, teicoplanin, linezolid and TMP-SXT.

In this study MSSA, MRSA and S. aureus SCVs’ prevalence and antibiotic
susceptibilities evaluated in CF patients’ respiratory samples. Especially, MRSA and S.
aureus SCV could be associated persistent infection and more resistant to antibiotics, so

it is crucial importance to evaluate CF respiratory samples.



I11. GIRIS

Kistik fibroz (KF), diinya genelinde beyaz irkin en sik goriilen ilerleyici ve
oldiirticti kalitsal hastaliklarindan bir tanesi olarak bilinmektedir (2,44) KF’de en sik
tutulan organ akciger olup solunum yolu infeksiyonlari, KF olgularinda morbidite ve

mortaliteden en sik sorumlu olan klinik durum olarak kabul edilmektedir (33,89).

Stafilokoklarin neden oldugu hastaliklar, ilk kez 1880°de Ogston adli arastirmact
tarafindan tanimlanmstir. Staphylococcus aureus solunum sistemi, deri, yumusak doku,
kemik, eklem ve endovaskiiler sistemlerde infeksiyonlara neden olan hastalik

etkenlerinden bir tanesidir (50).

S. aureus siklikla KF olgularinda solunum yolu 6rneklerinden ilk izole edilen
patojen olup, nazofarengeal tasiyiciligt KF hastalarinda daha yiiksek oldugu
bilinmektedir. Son yillarda; metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslar1 ile
kolonizasyon ve infeksiyon orani tiim topluluklarda arttig1 gibi KF popiilasyonunda da
artis gostermektedir (32,18). Dolayisiyla KF hastalarinin nazofarengeal 6rneklerinin bu

yonde dikkatle incelenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.

KF olgularindan izole edilen S. aureus suslarinin bir diger 6zelligi de, 6nceden
okzotrofik formlar (timidin bagimli izolatlar) olarak tanimlanan “kii¢liik koloni
varyantlar1 (KKV)”’nin varligidir (50,69). S. aureus KKV, normal S. aureus suslarina
gore daha yavas liremektedirler ve daha kiiciik, pigmentsiz, hemolizsiz koloniler
olusturmaktadirlar (51). Koloni morfolojilerindeki bu farkliliklar nedeniyle laboratuvar
degerlendirmelerinde  normal flora {iyesi zannedilerek, rahatlikla gbzden
kagabilmektedirler (69). Aym1 zamanda genel olarak KKV’lerin antibiyotiklere daha

direngli olabilmesi tedavide zorluklarla neden olabilmektedir.

Bilindigi gibi metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslari, birgok antibiyotige
direng gosterebilen mikroorganizmalardir. Hastane kaynakli infeksiyonlarin 6nemli bir
etkeni olan MRSA, son yillarda toplum kokenli infeksiyonlara da neden oldugu
bilinmektedir (11). Dolayisiyla MRSA ile enfekte veya kolonize hastalarin belirlenmesi,

infeksiyonun toplumda yayilimini 6nleme agisindan da biiyiik 6nem tagimaktadir (46).

Bu calismada Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi'nde takibi yapilan KF

tanili hastalarin rutin solunum yolu o&rneklerinde (derin bogaz salgisi, balgam,



bronkoalveolar lavaj) S. aureus KKV arastirilmasi ve kromojenik segici bir besiyeri ile

MRSA taramasi mikrobiyolojik kiiltiir yontemleriyle yapilacaktir.

IV. GENEL BIiLGILER

Tiim ekzokrin epitelleri etkileyebilen bir hastalik olan kistik fibroz, epitel hiicresi
membranindaki KF Transmembran Regiilator (KFTR) geni tarafindan kodlanan klor
kanalinin defekti sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (91,72). Klor kanalindaki bu defekt de,
gerekli olan normal anyon akimini engelleyerek su hareketinin yavaslamasina, bu da
dehidratasyonuna bagli olarak mukusun yogunlasmasina ve duktuslarda obstriiksiyona
yol ag¢maktadir. Mukusun yogun visk6z yapida olmasi ve buna bagli bronsiyal

obstriiksiyon, kronik infeksiyon ve inflamasyona neden olmaktadir (24).

KF’de en sik tutulan organ akciger olup kolonizasyona ve infeksiyona en sik yol
acan mikroorganizmalarin basinda ise S. aureus gelmektedir (33,52). S. aureus
prevelansinin incelendigi bir calismada KF hastalarinin % 70’inden fazlasinin
akcigerlerinde normal S. aureus ve/veya KKV formlarinin varhigi gosterilmistir (41). S.
aureus’un bir varyant1 olan S. aureus KKV hem antibiyotik direnci hem de solunum
yolu infeksiyonunun kroniklesmesi agisindan Onem tasidigindan KF hastalarinin

solunum yolu 6rnekleri KKV agisindan dikkatle degerlendirilmelidir (101).

Son yillarda; MRSA suslar1 ile kolonizasyon veya infeksiyon orami tiim
topluluklarda arttig1 gibi KF popiilasyonunda da artis gostermektedir. Dolayisiyla KF
hastalarinin nazofarengeal 6rneklerinin bu agidan da dikkatle incelenmesi biiyiik 6nem
tasimaktadir.

KF hastalarinin solunum yolu orneklerinin degerlendirilmesi mikrobiyoloji
laboratuvarlar1 acisindan bir takim zorluklar tagimaktadir. Balgamin yogun vizkoz
yapida olmasi mikroorganizmalarin izolasyon sansini oldukca azaltmaktadir. Ayrica
mukoid P. aeruginosa iiremesi, kiiltiir plaklarinda siklikla diger Gram negatif ve pozitif
bakterileri kapatarak izolasyonlarini zorlastirmakta hatta 6nlemektedir (92). Bu nedenle
KF solunum yolu 0&rneklerinin mikrobiyolojik degerlendirmesi i¢in deneyimli

personelin olmasi ve segici besiyerlerinin kullanilmas1 gerekmektedir.



A. TARIHCE

Andersen isimli aragtirmaci tarafindan 1938 tarihinde ‘pankreasin kistik fibrozisi’
olarak tanimlanan kistik fibroz (KF), beyaz irkta sik goriilen bir genetik hastaliktir (2).
Hastalik, adini1 duktuslarda meydana gelen kistik dilatasyon ve fibrozisten almistir.

Pasteur ve Koch tarafindan ilk kez goriilmiis ve iiretilmis olan stafilokoklari ise;
1881 yilinda Ogston adli arastirmaci ilk kez Staphylococcus cinsi olarak adlandirmistir.
Bundan sonra ise 1884 yilinda Rosenbach tarafindan S. aureus tiir adi ve infeksiyonlari
tamimlanmustir. 1950 yilinda Staphylococcus cinslerine ait penisiline direngli suslar,
1962°de metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslar1 tanimlanmistir (32).

Kiigiik koloni varyantlar ise ilk kez 1910 yilinda Eberthella typhosa nin olagan
dis1 bir tipi seklinde tanimlanmistir. Bu bakterinin simdiki adi S. Typhi’dir (68).
Onceden okzotrofik formlar (timidin bagimli izolatlar) olarak tanimlanan “kii¢iik koloni
varyantlar1 (KKV), bir donemde de G (gonidial) formlar veya ciice (dwarf) koloniler
olarak adlandirilmiglardir (50,69,66).

Bugiine kadar KKV; basta S. aureus olmak iizere metisiline direncli S. aureus, S.
epidermidis, S. capitis, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Burkholderia
cepacia, Escherichia coli, Vibrio cholerae, Salmonella serovarlari, Shigella tiirleri,
Lactobacillus acidophilus, Brucella melitensis ve Neisseria gonorrhoeae gibi g¢ok
sayida bakteri tilirlerinde tanimlanmigtir. Buna karsin KKV ile ilgili ¢alismalar
cogunlukla stafilokoklar {izerinde yogunlagmustir (69).

Klinik 6rneklerden S. aureus KKV’nin ilk izolasyonu yaklasik 100 yi1l dncesine
dayanmaktadir. Ancak bu fenotipin kronik ve tekrarlayan infeksiyonlarla iligkisi son
yillarda agiga ¢cikmustir (66). Bilim tarihinde ilk S. aureus KKV infeksiyon vakasi
1999°da Almanya’da tanimlanmistir. Vakada 39 yasinda Darier (keratozis follikiilaris)
hastas1 olan bir kisinin derisinden persistan infeksiyon etkeni olarak S. aureus KKV

izole edildigi bildirilmistir (99).

B. EPIDEMIYOLOJI

KF otozomal resesif gecisli bir hastalik olup insidansinin popiilasyonlar arasinda
farklilik gostermekle birlikte 1/2.000-3.500 canli dogumda bir oldugu bilinmektedir.
Tastyicilik orani ise 1/25 olarak bildirilmektedir (71). KF’nin Tirkiye’deki goriilme

sikligr ile ilgili kesin bir oran verilememekle birlikte, akraba evliliginin yaygin



olmasindan dolayr KF sikligmin diisiiniilenden daha yiiksek olabilecegi ve bazi
hastalarin da heniiz tan1 alamadan kaybedildigi 6ngoriilmektedir (92).

Toplumdan kazanilmis ve hastane kaynakli S. aureus infeksiyonlarinin goriilme
siklig1 yillar igerisinde siirekli artis gostermektedir (51). KF hastalarinda S. aureus
kolonizasyon prevelansinin arastirildigi bir ¢alismada, 13-17 yas aras1 grupta en yliksek
olmak tizere % 50’nin {izerinde bulunmustur. Yine ayni ¢alismada bazi merkezlerden
yetiskin hasta gruplar1 i¢in de benzer oranlar bildirilmistir (56).

KKV’lerin ise sanilandan daha fazla oranda goriildiigii ancak tanisindaki pif
noktalarinin iyi bilinmemesinden dolay1 az sayida tanimlanabildigi belirtilmektedir (99).
Kistik fibroz tanili 72 hastanin balgam orneklerinin incelendigi bir ¢alismada, 72
hastanin 52’sinde (% 72,2) S. aureus ile kolonizasyon saptanmis ve bu 52 hastanin
24’{inde (% 46) KKV izole edildigi bildirilmistir (41). Alt1 y1l siiren ve prospektif olan
bu ¢alismada, KF hastalarinda S. aureus prevelansi ve persistansi arastirilmis, %70’ten
fazla hastanin hava yollarinin ortalama 37 ay boyunca, S. aureus ve/veya S. aureus
KKYV ile persistan olarak infekte veya kolonize oldugu saptanmistir (41).

Kistik Fibroz Vakfi’'nin 2005 yilinda yaymlamis oldugu bir raporda; KF
hastalarindaki MRSA infeksiyon prevelansinin 2000 yilinda % 6,1 iken, 2006 yilinda %
17,2°ye yikseldigi bildirilmistir (23). Amerika ve Avrupa’da KF hastalarindan izole
edilen S. aureus’larin % 8-23ii MRSA oldugu bildirilmistir (10,86).

KF hastalarinin klinik 6rnekleri ¢ogu kez polimikrobiyal liremeli oldugundan
dolayt mikroorganizmalarin izolasyonunun kolaylasmasi ve gozden kagmalarinin
engellenmesi igin ¢esitli segici besiyerlerinin kullanilmasi 6nerilmektedir (75,83). Ticari
olarak da elde edilebilen secici besiyerlerinin duyarlilik ve 6zgiilliiklerini degerlendiren
birgok ¢alisma yapilmigtir. MRSA izolasyonu i¢in ii¢ farkli kromojenik besiyerinin
kullanildig1 bir ¢alismada; 24 saatlik inkiibasyon sonrasi duyarliliklart % 90.9 ile %
94.9; ozgillikleri % 97.1 ile % 99.5 arasinda degistigi saptanmistir (35).

2007 yilinda KF hastalarindaki S. aureus prevalansint ve MRSA
kolonizasyonunu arastiran ¢ok merkezli bir ¢calismada, 627 hastanin 275’inde (% 44) S.
aureus saptanmistir. MRSA kolonizasyon orani % 5; KKV kolonizasyon orani ise % 4
olarak tespit edilmistir (96). 2008 yilinda Tirkiye’de yapilmis bir prevelans
calismasinda ise 248 KF hastasindan alinan toplam 512 klinik 6rnek incelenmis ve 248
hastanin 20’sinden (% 8,1); 512 6rnegin de 32’sinden (% 6,4) KKV izole edilmistir
(104).



Ayni tiirden Amerika’da ve Almanya’da yapilan calismalarda KKV oram
sirastyla % 10 ve % 33 olarak bildirilmistir (28,39). Almanya’dan bildirilen son yillara
ait bagka bir ¢alismada ise toplam 252 KF hastasi incelenmis ve 120’sinde S. aureus
varligi saptanmistir. Bu 120 hastanin 100’{iniin normal S. aureus ile, 20’sinin ise S.

aureus KKV ile kolonize oldugu gosterilmistir (7).

C. METABOLIZMA

S. aureus, gram pozitif kok seklinde, tipik olarak aerop ortamda iireyebilen,
bunun yaninda fakiiltatif anaerop iireme Ozelligi de gosteren, biyofilm olusturma
yetenegine sahip olan bakterilerdir. Cildin normal florasinda o6zellikle de burun
mukozasinda bulunmaktadir (32).

S. aureus metisilin direncine gore metisiline direngli S. aureus (MRSA) ve
metisiline duyarli S. aureus (MSSA) olmak iizere iki ana grupta incelenmektedir. 1959
yilinda metisilin adli antibiyotigin tanimlanmasini takiben 2 yil icinde mecA genlerine
bagli olarak metisilin direnci saptanmaya baslanmis ve MRSA suslar1 tanimlanmistir
(32). 2011 yilinda Danimarka’da insan ve sigirlardan izole edilen MRSA suslarinda tip
XTI olarak tanimlanan yeni bir SCCmec elementi tarafindan kodlanan yeni bir mecA gen

homologu saptanmis ve mecC (mecA LGA251) olarak adlandirilmistir (27).

S. aureus KKV mikrobiyolojik besiyerlerinde yavas iirerler ve tipik S. aureus
morfolojisi gostermezler. Normal S. aureus kolonilerinden yaklagik 10 kat daha kii¢iik
koloniler olustururlar. Normalden kiiciik koloniler olusturuyor olmalarinin nedeni
genellikle onlar i¢in kesin biiyiime faktorii olarak gerekli olan menadion, hemin ve/veya
timidin bagimli olmalarindan kaynaklanmaktadir (99,69).  Menadion ve hemin
eklenerek yapilan bir calismada; klinik suslarda ve laboratuvarda tiretilmis olan bir
hemB mutantinda kii¢lik koloni varyanti fenotipinin normal boyutlara donebildigi
gosterilmistir  (4,97,65). Menadion ve hemin, elektron transport zincirinin
komponentlerinin biyosentezi i¢in gereklidir. Menadiondan menakinon sentezlenir;
hemin de sitokromlarin biyosentezinde kullanilmaktadir (101). Menakinon ve prostetik
grup olan hem, elektronlarin transferinde kullanilmaktadir (15). Menakinon, FADH2
veya NADH oksidaz kompleksinden elektronlar1 alan molekiillerin i¢inde ilk elektron
alicisidir. Hem, menakinondan elektronlari alan sitokromlarin pargasidir (90). Burdaki

eksikligin genetik agidan nedeni ise; bu iki molekiiliin biyosentezi i¢in gerekli enzimleri
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kodlayan genlerdeki mutasyondur. Hemin okzotrofik KKV’nda hemH geninin
delesyonu, hemA geninin ger¢eve kaymasi seklindeki mutasyonu olmak iizere iki tip
mutasyon sdz konusudur (47). Ayrica hemin ve menadion biyosentezinde rol alan

ribozomal bir protein olan L6 proteinini kodlayan rplF genindeki genetik mutasyon ayni
zamanda aminoglukozid grubu antibiyotiklere ve fusidik aside kars1i direngle
iliskilendirilmistir (48).

KKV’lan fermentasyon ve solunum yetenekleri zayif, diisik ATP diizeyine
sahiptirler. Ayn1 zamanda elektron transportunda ve timidin biyosentezinde yetersizlik
mevcuttur. (53,3).

KKV’nin koloni yapisinin normalden kii¢ciik olusunun, hiicre duvarinda yer
alan teikoik asidin biyosentezindeki azalmaya bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.
Elektron transportu; teikoik asit sentezi (30,49) hiicre duvar biyosentezi, ATP,
aminoasit ve karbonhidratlarin hiicreye alinmas1 ve niikleik asitlerin yapim ve onarimi
ayrica pigment olusumu igin gereklidir. iste bu elektron transportundaki aksama
sonucunda KKV’na 6zgii olan fenotipik degisikliklerin ortaya ¢ikmis olabilecegi
belirtilmektedir. Sonug olarak; diisiik ATP {iretimi, bakterinin normalden kiigiik koloni
olusturmasina neden olmaktadir (67).

Hemin eksikliginde hem iiretilememekte ve buna bagli olarak da elektron
transportunda kullanilan sitokromlarin sentezi olamamaktadir. Bir arastirmaya gore
porfirin biyosentezini kontrol eden genlerdeki mutasyonlar, hemin veya sitokromlar
igerisine katilmis hemin prekiirsorlerinin eklenmesi ile geri dondiiriilebilmektedir (38).

Baz1 arastirmacilara gore de KKV; aslinda spor esdegeri yapilardir. Yavag lireme
gostermeleri ve g¢evredeki bazi maddeleri hiicre icine yavas aliyor olmalar ile spor
olusturmayan bakterilerin bir nevi sporlar1 gibi islev gormekte olduklari
diigiiniilmektedir. Buna kaynak olarak da B. subtilis'in sporulasyonu asamasindaki
erken basamaklardan biri olan menadion biyosentezindeki patlama sonrasinda
menadion liretiminin durmasi oldugu gosterilmektedir (22,34).

Metabolizmada meydana gelen birtakim degisikliklerin bakterinin yavas
tiremesine ve kii¢lik koloniler olusturmasina neden olmasina karsin, klinik 6rneklerden
izole edilen KKV’nin tamaminda metabolik yetersizlik bulunamamistir. Dolayisiyla
KKV’lar1 elektron transportunda yetersizlik olan KKV ve timidin biyosentezinde

yetersizlik olan KKV olmak {izere iki grup altinda incelenebilir (69).
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Elektron transportu yetersiz KKV; menadion veya hemin biyosentezi yetersiz

olan alt gruptur. Dolayisiyla menadion veya hemine karst okzotrofizm
gostermektedirler. Bu gruba ait fenotipik 6zellikler, menadion veya hemin ilavesi ile
nomal fenotipe dondiiriilebilmektedir. Bunun yani1 sira tiamin bagimli KKV’den de s6z
edilmektedir. Tiamin, menadion biyosentezinde gerekli bir molekiil oldugundan, tiamin
bagimli olan KKV, menadion gereksinimi olanlarin bir alt tipi olarak
degerlendirilmektedir. Ancak bu alt tipe ait suslar, insanlardan heniiz ¢ok az sayida
izole edildiginden galismalarda biraz geri planda birakilmaktadirlar (1).

Elektron transportu yetersiz KKV’nda bu yetersizlikten kaynaklanan bir takim
ozellikler mevcuttur. Bunlar azalmig solunum, hemoliz ve koagiilaz aktivitesinde ve
pigmentasyonda azalma, degisken koloni fenotipi ve aminoglikozidlere karsi artmis
direng olarak siralanabilir (66).

Timidin biyosentezi yetersiz KKV ise; dUMP’1 dTMP’ a ¢eviren timidilat sentaz

enzimini kodlayan thyA genindeki mutasyonlar sonucu ortaya cikmaktadir (13).
Yapilan bir ¢alismada KF hastalarinda infeksiyonlar1 baskilamak amaciyla uzun siireli
trimetoprim-sulfametoksazol (SXT) tedavisi sonucunda ayni hastada SXT’e duyarh
olan suglarin aksine, SXT’e direngli timidin bagimli KKV susunun ortaya ¢iktiginin
gosterilmesi ile tanimlanmistir. Incelenen KF hastalarmin solunum yolu drneklerinden
izole edilen 176 KKV’nin 122’sinin timidin bagimli oldugu saptanmistir (40,39)

SXT, tetrahidrofolik asit yolagin1 engelleyerek, dTMP’tan dUMP sentezlenmesini
katalize eden timidilat sentazin aktivitesini durdurmakta; sonug¢ta timidin
biyosentezinde yetersizlik ortaya ¢ikmaktadir (87). Boylece ozellikle KF hastalarinda
uzun siireli SXT tedavisi sonrast timidin bagimli KKV suslari secilerek ortaya
cikmaktadir. Akciger dokusunda, KKV; hiicreler igerisine girdiginde timidin
konsantrasyonu, KKV fenotipinin devamina olanak saglayacak kadar diisiik
bulunmaktadir (39).

Maalesef son yillarda yapilan caligmalarda hastanelerde kullanilan biguanid
triklosan gibi antiseptik maddelerin de herhangi bir okzotrofizm géstermeyen ancak bu
bioside karsit direngli olan bir KKV fenotipinin sec¢ilmesine neden olabilecegi
bildirilmistir (5). Tim bu secici ortamlar veya ajanlara karsin; KKV higbir hazirlayict
zemin olmadan da ortaya c¢ikabilmektedir. Buna karsin bazi KKV suslar1t da

mutasyonun diizeyine gore normal fenotipe donebilmektedirler. Revertant KKV olarak
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adlandirilan bu suslar; delesyonla olusmuslara nazaran daha c¢ok nokta mutasyonu

gercekleserek olusmus suslardir (21).

D. VIRULANS

S. aureus suslar1 bir¢cok virulans faktoriine sahiptirler. Bunlardan bir tanesi
MRSA suslarinda daha ¢ok eksprese olan, panton valentin 16kosidin (PVL) isimli
l6kositolitik  toksinidir. Aymi zamanda bu toksin ciddi, nekrotizan akciger
infeksiyonlarinin da nedenidir (45). Toksin salinimi, KF hastalarinin akcigerlerinde
oldugu gibi anaerobik ortamda ve subinhibitor konsantrasyonlardaki antibiyotikler gibi
birgok faktor tarafindan regiile edilmektedir (29,84).

KKV, normal S. aureus suslarina gére antibiyotiklere daha yiiksek oranlarda
direng gosterirler (50). Antibiyotik direng paterninin yani sira, KKV’nin daha ¢ok hiicre
icinde yerlesim gosteriyor olmalari, konak savunma mekanizmalarina daha direngli
olmalarina yol agmaktadir (7). Ayn1 zamanda S. aureus suslarinin (MRSA ve KKV
dahil) biyofilm sentezleyebilmektedirler ve bu da ayr1 ve giiclii bir viriilans faktorii
olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar (26).

Virulansi arastiran bir ¢alismada; hemin (hemB) mutanti ve normal (wild) tip
suslarla enfekte edilen fare modellerinde septik artrit olusturulmustur. HemB mutantt ile
intravendz yoldan inokiile edilen farelerde, ‘wild’ tip sus verilen farelerden daha sik ve
klinik olarak daha agir artrit olustugu gézlenmistir. Buna karsin; mutant susla enfekte
olan fare, ‘wild’ tip susla enfekte olanla karsilastirildiginda, eklem ve bdobreklerde
anlamli oranda daha diisiik bakteri yiikiine sahip oldugu saptanmistir. Yine bu
calismada, hemB mutantinin ‘wild’ tip sustan yaklasik 20 kat daha fazla proteaz enzimi
tirettigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak; hemB mutantinin ‘wild’ tipe gére daha virulan
olduguna karar verilmistir (37).

Biitiin bu verilere bakildiginda KKV korkung bir tablo ¢iziyor olsa da, virulansi
normal S. aureus’a gore ¢ok yiiksek degildir. Hatta KKV, diisiik ekzotoksin irettikleri
icin normal S. aureus suslarina gére daha az doku hasarina yol agmaktadirlar. Bu
konuya yonelik yapilmig bir ¢aligsmada; KKV suslarinin normal suslara nazaran kronik

ancak daha hafif klinik gidisli infeksiyonlara neden olmaktadirlar (67).
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E. PATOGENEZ

S. aureus antimikrobiyal ajanlardan kagmak i¢in, klasik mekanizmalarin yaninda
baska birtakim stratejilere de sahiptir. Biyofilm iireterek veya hiicre i¢i yerlesim
gostererek olusturduklar diflizyon bariyerleri, kagis mekanizmalar1 arasinda sayilabilir.
Genel olarak S. aureus, hiicre i¢i yerlesim gostermeyen bir patojen olarak bilinmektedir.
Intraselliiler yerlesim S. aureus KKV igin tammlanmistir. Bu konuda yapilan bircok
calismada bu varyantlarin endotelyal veya epitelyal hiicrelerde uzun siire canl
kalabildigini gosterilmistir (39,99,98,41).

KKV’nin hiicre i¢i yerlesimi ile ilgili yapilan bir arastirmada, primer insan
endotelyal hiicreleri, normal S. aureus ve KKV suslar1 ile enfekte edilmistir. Ardindan,
canli hiicre goriintileme yontemi ile hiicreler izlenmis; bir saat icinde tiim
stafilokoklarin lizozomal organeller i¢inde akiimiile oldugu ve bu durumun yaklasik 5
giin slirdiigii gozlenmistir. Sonu¢ olarak bu ¢alismada, KKV’nin lizozomlardaki
bakterisidal aktiviteye kars1 direng gosterebildikleri saptanmustir (80).

KKV’nin metabolik yolaklarindaki defektler nedeniyle yavas tlireme Ozelligi
gostermeleri sonucu genellikle hizli lireyen bakterilere karsi aktif olan hiicre duvarina

etkili antibiyotiklerin KKV na kars1 etkinligi daha az olmaktadir (65).

F. KLINIK OZELLIKLER

S. aurues, KF tanili bebek ve ¢ocuklarda en erken saptanan mikroorganizmalarin
basinda gelmektedir. Son 10 yil iginde ise MRSA belirgin olarak 6n plana ¢ikmis
bulunmaktadir (32). Yapilan ¢alismalarda MRSA ile enfekte olan hastalarin hastaneye
yatis ve oral/ inhale/intravendz antibiyotik alim oranlarinin; MSSA ile enfekte
hastalarinkinden daha yiiksek oldugu saptanmustir (70). Ayrica MRSA ile infekte KF
hastalarindaki akut alevlenmeler sonrasinda; akciger fonksiyonlarmin diizeltilmesinde
basarisiz olundugu belirtilmektedir (74).

S. aureus KKV, ¢esitli doku ve organlarda kronik ve tekrarlayan infeksiyonlara
neden olmaktadir. Bunlar; cilt infeksiyonlari, osteomyelit (100), kalp pili ile iliskili kan

dolagimi ve ventrikiiloperitoneal sant infeksiyonlar1 (81,85) olarak sayilabilir.

S. aureus KKV’nin etken oldugu ilk persistan ve antibiyotik direngli deri
infeksiyon vakasi 1999 yilinda 39 yasinda bir Darier hastasinda tanimlanmistir (4). Von

Eiff ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢aligmada, derinin farkli alanlarindan ve burundan
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olmak iizere toplam 53 farkli klinik 6rnekten izole edilmis olan 119 S. aureus susunun
incelemeleri yapilmig, bunun sonucunda normal S. aureus suslarinin yani sira Hemin-
okzotrofik KKV’nin da deri infeksiyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir. Hiicre i¢inde
yasayan S. aureus KKV’nin konak savunmasindan kagarak persistan deri

infeksiyonlarina neden oldugu diistintilmistiir (100).

G. KISTIiK FIBROZ-MRSA VE S. AUREUS KKV ILISKIiSi

Kistik fibroz hastalarinda MRSA’nin etken oldugu kronik solunum yolu
infeksiyonlarinin kotii klinik gidis ve akciger fonksiyonlarinda hizli diisiisle (FEV;)
iligkili oldugu gosterilmistir (94,18). Dasenbrook ve arkadaslarinin yaptiklart bir
calismada, KF hastalarinda MRSA varliginin akciger fonksiyonlarini dogrudan
etkileyebildigini gostermislerdir. Arastirmacilar, 8-21 yas araligindaki KF hastalarinin
akciger fonksiyonlarindaki kdotiilesmenin, MRSA ile kolonize/infekte olanlarda non-
MRSA ile kolonize/infekte olanlara nazaran daha yiiksek oldugu saptanmistir (17).
Buna ek olarak; Amerika Kistik Fibroz Vakfi’nin yayinladig1 raporda, persistan MRSA
infeksiyonlarinin, KF hastalarinda yiiksek mortalite ile iliskili oldugu belirtilmektedir
(18).

MRSA’y1 KF hasta grubunda 6énemli kilan diger bir faktor ise, MRSA ile infekte
hastalarin yiiksek seviyede izolasyon gerekliligidir. Yiiksek seviyedeki bu hasta
izolasyonu ise olumsuz psikolojik etkiyi (88), yatan hasta servislerinde bakim
kalitesinde diistisii (77) ve yiiksek maliyeti de beraberinde getirmektedir (32).

Ayrica kronik MRSA infeksiyonu, diger KF ve KF olmayan hastalara ¢apraz
bulasa neden olabilmektedir. Bu potansiyel yayilma tehlikesi de, hastane ortaminda
veya sosyal ortamda MRSA infeksiyonlarim1i bir halk sagligit sorunu haline
doniismektedir. Hastaneden topluma veya tam tersi sekilde yayilimin giderek arttigi
bildirilmektedir (76,62). Bazi caligmalarda ve modellerde, toplum kaynakli MRSA
infeksiyonlarinin  hastanelere girdigi ve arttk hastanelerde gorilen MRSA
infeksiyonlarinin asil kaynagmin toplum olabilecegi gosterilmistir. Bu da risk
grubundaki hastalarda eradikasyonu 6n plana ¢gikarmaktadir (16).

Kistik fibroz hastalarindaki KKV kolonizasyonunun arastirildigi bir ¢alismada,
hastalarin % 25’inde KKV saptanmistir. Aynmi1 ¢alismada, S. aureus ile kolonize olan
hastalar incelendiginde ise bunlarin % 50’sinde S. aureus KKV saptanmistir. Bu grupta

On plana ¢ikan 6zellik hastalarda uzun siireli aminoglikozid kullanimi olmustur (67).
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Prospektif bir calismada kistik fibroz tanili 72 hastanin balgam ornekleri
incelendiginde, 72 hastadan 52’sinde (% 72,2) S. aureus ile kolonizasyon saptanmis ve
bu 52 hastadan 24’tinde (% 46) KKV izole edildigi gosterilmistir (41). Yine bu
calismada KF hastalarinda S. aureus prevelansi ve persistansi arastirilmig; % 70’ten
fazla hastanin hava yollarinin ortalama 37 ay boyunca, normal S. aureus ve/veya S.
aureus KKV ile persistan olarak infekte veya kolonize oldugu saptanmistir (41).

Kistik fibroz hastalarinda yapilan calismalarda; uzun siireli trimetoprim-
sulfometakzasol (SXT) tedavisinin 6zellikle timidin-bagimli KKV nin ortaya ¢ikmasina
neden oldugu gosterilmistir (39). DNA sentezinde dTMP gerekli olmast nedeniyle,
SXT’e duyarli S. aureus suslar1 SXT tedavisi ile inhibe olurken; timidin-bagimli KKV,
SXT’iin inhibe ettigi sentez basamagindan etkilenmeden, hiicre disindaki timidini alarak

canliligin1 devam ettirebilmektedirler (69).

H. LABORATUVAR TANISI

CLSI o6nerilerine gore metisilin direnci sefoksitin disk diflizyon testi ile
belirlenebilmektedir (14). Stafilokoklarda metisilin direncinden mecA geni sorumlu
tutulmaktadir. Direng, penisilin baglayan protein 2a/2’(PBP2a/PBP2’) adli proteinin
tiretimi ile ortaya ¢ikmaktadir. Ancak bu direng geni heterojen olarak eksprese oldugu
icin; metisilin direncinin saptanmasi her zaman dogru olarak yapilamamaktadir.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile mecA geninin saptanmasi altin standart yontem
olarak kabul edilmekle birlikte, bir¢ok laboratuvar molekiiler testlerin yapilabilecegi
olanaklara sahip olmadigindan, metisilin direncini hizli ve dogru olarak saptayabilecek
fenotipik yontemler gelistirilmistir.

Bu yontemlerden biri MRSA suslarinin {iremesine izin veren, MSSA suslarinin
ise lUiremelerini inhibe eden cesitli marka ve isimlerde secici kromojenik besiyerleridir.
Kromojenik besiyerleri, MRSA suslarinin ¢esitli enzimlerinin kromojenik substratlarini
icermektedir.  Bakteriler ~bu  substratlar1  kullandiginda  renkli  koloniler
olusturmaktadirlar. Sonug olarak, kromojenik besiyerlerinin hedef mikroorganizmay1
konvansiyonel besiyerlerine gore daha kisa silirede izole etmeyi sagladigi ve karisik
tiremeli kiiltiirlerde ayrimi kolaylastirdig: bildirilmektedir (59).

S. aureus suslarindaki metisilin direncinin belirlenmesinde sefoksitin disk
difiizyon testi (SDD), otomatize sistem ve ticari bir kromojenik besiyerinin

karsilagtirildigr bir ¢alismada, PCR ile meCA geni tespiti referans yontem olarak
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degerlendirilerek testlerin duyarlilik, 6zgiilliikk degerleri SDD testi i¢in sirasiyla %98.3,
%100; otomatize sistem i¢in sirasiyla %100, %97.4; CHROMagar MRSA besiyeri i¢in
sirastyla %96.7, %81.6 olarak bulunmustur (93).

S. aureus kiiciik koloni varyantlar1 (KKV)’nin tipik S. aureus suslarindan ¢ok
farkli olan birtakim morfolojik 6zellikleri nedeniyle kiiltiir degerlendirmeleri sirasinda
kolaylikla gozden kagabilmektedir. Varlig1 akilda tutulsa bile izolasyon ve tanimlamada
da mikrobiyologlar agisindan ¢esitli zorluklar tasimaktadir (67,99). Dolayisiyla
mikrobiyologlarin dikkatini ¢ekecek ve KKV’na yonlendirebilecek olan hastanin
Oykiisti laboratuvara mutlaka bildirilmelidir. Boylece KKV izolasyon sansi artmis
olacaktir.

S. aureus KKV ozellikle nadir goriilen persistan enfeksiyonu olanlarda ve
aminoglikozid ve trimetoprim-sulfometaksazolu uzun siire kullanan hastalardan izole
edildigi i¢in, bu tip vakalarda S. aureus KKV olasiligi daima akilda tutulmali ve ona
uygun izolasyon yontemleri kullanilarak KKV varligi arastirilmalidir (67). Standart
antimikrobiyal tedavi protokolleriyle yapilan tedavilerde, tekrarlayan basarisizlik
yasanan prostetik eklem infeksiyonlarinda da S. aureus KKV akla getirilmelidir (95).
Ortopedik hastalarda tedavide gentamisin igeren boncuklarin kullanilmasinin elektron
transportu defektif KKV’larinin, normal S. aureus suslari igerisinden segilmesine olanak
sagladigi bildirilmistir (69).

Onceden okzotrofik formlar (timidin bagimli izolatlar) olarak tanimlanan S.
aureus KKV (50), normal S. aureus suslarina gore daha yavag tiremektedirler ve daha
kiiglik, pigmentsiz, hemolizsiz  koloniler olusturmaktadirlar (51).  Koloni
morfolojilerindeki bu farkliliklar nedeniyle laboratuvar degerlendirmelerinde normal
flora iiyesi zannedilerek, rahatlikla gozden kagabilmektedirler (69). Bu atipik koloni
morfolojisinin yan1 sira, mannitol tuzlu agarda mannitol fermentasyonunun KKV’nda
negatif olmasi gibi biyokimyasal reaksiyonlarda da farklilik goriilmektedir (100). Yine
bu bakterilerde hemolitik aktivite ve pigment olusumu, normal S. aureus’ta % 89
civarinda iken, S. aureus KKV’°nda % 0.25 oranlarina kadar diisebilmektedir (98).

KKV iki farkli koloni morfolojisinde ireyebilmektedir: Timidin bagimli
KKV’lerin olusturdugu kiiciik kabarik pigmentli merkezin etrafini ¢cevreleyen yar seffaf
kenarlar ile ‘sahanda yumurta’(fried-egg) seklinde goriilen koloni tipi ve normal S.
aureus kolonilerinin yaklasik onda biri biiyiikligiindeki ‘igne ucu’(pinpoint) koloni tipi.

‘Orta biiyiikliikte koloni’ olarak tanimlanabilecek pinpoint koloni tipinden biraz daha
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biiyiik koloniler de olusturabilmektedirler. Timidin-bagimli KKV’ nin Gram boyamasi
ile yapilan mikroskopik incelemesinde, pleomorfik koklar goériilmektedir. Elektron
mikroskobu incelemesinde ise bozulan hiicre boliinmesine bagli sekli bozulmus ve
genislemis koklar goriilmektedir (40). Hemin-bagimli KKV’nda de bu tip 6zellikler
bulunmaktadir.

KKV’nin laboratuvar tanisinda, birtakim konvansiyonel kiiltiir ve tanimlama
yontemlerinin uygulanmasi gerekmektedir. Ekim yapilan besiyerleri, 35°C’de aerobik
kosullarda 24-48 saat inkiibe edilmelidir. Daha sonra bu kiiltiirlerden elde edilen
kolonilerden KKV siiphesi olanlarin, koyun kanli Columbia agar ve Schaedler agar
plaklarina es zamanli pasajlar1 yapilmakta ve Columbia kanli agar plagi aerobik
ortamda, Schaedler agar plagi ise %5-10 CO,’li ortamda 35°C’de 24 saat inkiibe
edilmektedir. Bir giin sonra siipheli olan kolonilerin biiyiiklikleri, hemoliz ve
pigmentasyon 6zellikleri, Columbia kanli agar ve Schaedler agar plaklarindaki tiremeler
karsilastrilarak incelenmektedir. Columbia kanli agardaki S. aureus kiiciik koloni
varyant1 fenotipindeki koloniler, hemin ve menadiona bagimli olduklarindan daha
kiigiik koloni olusturmaktadirlar. Buna karsin hemin ve menadion igeren Schaedler agar
plaklarinda daha biiyiik, normal tipte S. aureus koloni biiyiikliigiinde tiremektedirler.
Her iki besiyerinde de S. aureus KKV olarak siiphelenilen kolonilerden yapilan Gram
boyama, katalaz ve koagiilaz testleri ile S. aureus oldugu kesinlestirilir. S. aureus
KKV’nin koagulaz aktivitesi azalmis oldugundan, tiipte koagiilaz testini 18 saate
uzatmak gerekmektedir. En dogru sonug i¢in ise 24 saat inkiibe etmek gerekmektedir
(67,99).

Lateks agliitinasyon yontemi ile de S. aureus tanismin dogrulanmasi
yapilabilmektedir. S. aureus KKV agisindan siiphelenilen fakat koagiilaz testi negatif
olarak sonuglanabilen suslarin dogrulanmasi ise, nuc ve coa gibi bazi tiire 6zgii genlerin
aragtirtlmasi ile yapilmaktadir (6).

KKV’lerin atipik 0Ozellikleri nedeniyle antibiyotik duyarlilik testleri igin
giinimiizde kabul gormiis bir standardizasyon heniiz mevcut degildir. KKV,
besiyerlerinde  yavas  iiredikleri  i¢in, antibiyotik  duyarlilik  testlerinin
standardizasyonunda zorluklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu konuda yapilmis olan c¢aligsmalar
degerlendirildiginde disk diflizyon dahil olmak iizere bir ¢ok metodun uygulandigi
gozlenmektedir. Bununla birlikte sivi diliisyon veya E- test gibi yontemlerle MIK

tespitinin daha dogru olabilecegi bildirilmektedir (42-43).
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I. TEDAVI

Giliniimiizde KF hastalarinda MRSA tedavisi i¢in spesifik bir rehber heniiz
bulunmamaktadir. MRSA ile infekte bir KF hastasinin akut pulmoner alevlenmesinin
tedavisine yonelik istatistiksel bilgi birikimi maalesef yoktur. Bir proflaktik MRSA
protokolii, ileriki zamanlarda ortaya g¢ikabilecek direng¢ sorunlarini dnlemede etkin bir
yontem olabilir (32).

Son yillarda MRSA tedavisinde kullanilan antibiyotikler; Fusidik asit,
trimetoprim-sulfometaksazol (TMP-SXT), doksisiklin-minosiklin, linezolid,
klindamisin, levofloksasin, vankomisin, teikoplanin, rifampin olarak siralanabilir. Uzun
donem TMP-SXT tedavisinin S. aureus KKV ortaya ¢ikmast i¢in bir risk faktorii oldugu
bildirilmekte ise de heniiz sadece uzun dénem tedavi sonrast mi yoksa kisa dénem
tedavi sonrasi da da gelisme riskinin olup olmadigi kesinlik kazanmig degildir (32).

Yine S. aureus KKV’na bagli enfeksiyonlarin tedavisinde izlenecek bir prosediir
heniliz bulunmamaktadir. Bildirilen bazi yayinlarda KKV’nin florokinolonlara karsi
olduk¢a duyarli olduklar1 (36), kinolon-rifampin kombinasyonunun tedavide
kullanilabilecegi belirtilmektedir (78). Gentamisinin timidin-bagimli KKV suslarina
karsin yiiksek etkinlik gosterdigini belirten ¢alismalar da mevcuttur (26). Ayrica doku
kiiltiiri  sistemlerinde yapilan calismalarda KKV i¢in en etkin tedavi rejiminin
trimetoprim-sulfometaksazol ile rifampin kombinasyonu oldugu saptanmustir (67). in
vitro kosullarda yapilan antimikrobiyal hassasiyetlerde yaniltici olarak okzotrofizmin
geri donmesi sonucunda, bu mikroorganizmalarin antibiyotiklere daha hassas
goriindigi disiiniilmektedir. Menadion okzotroflarinda ise bu geri doniisiim, hastalara
antibiyotik tedavisi ile es zamanli olarak menadionun bir formu olan K vitamini
verilmesi ile saglanabilecegi belirtilmektedir. Boylece eradike edilmeye ¢alisilan susun
antibiyotiklere daha duyarli hale gelebilecegi diisiiniilmekle birlikte daha fazla klinik
caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir (67).

Veriler genel olarak degerlendirildiginde, MRSA ve S. aureus KKV
infeksiyonlarinin etkin tedavisinin belirlenebilmesi i¢in yeni ¢aligmalara gereksinim

duyulmaktadir.
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V. GEREC VE YONTEM

A. HASTALAR

Calismaya 15 Nisan 2013 — 20 Subat 2014 tarihleri arasinda, Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne basvuran ve servislerde yatirilarak izlenen kistik
fibroz tanil1 hastalar dahil edilmistir.
B. ORNEKLER

Calismaya 84 hastadan alinan 97 balgam, 207 derin bogaz salgis1 6rnegi ve 1
bronkoalveoler lavaj 6rnegi olmak iizere toplam 305 klinik 6rnek dahil edilmistir.
Olgularin hepsinin adi, soyadi, cinsiyeti, yasi, protokol ve dosya numaralari, alinan

Ornegin tarihi ve cinsi kaydedilmistir.

C. ORNEKLERIN ALINMASI

Balgam cikartabilen hastalardan alinan balgam 6rnekleri, steril bir kap igerisinde,
en kisa siirede ekim yapilmak {izere laboratuvara ulastirilmistir. Balgam ¢ikartamayan
hastalardan ise steril ekiivyon ile posterior farenksten alinan derin bogaz salgisi
ornekleri Stuart tasiyict (Firat Medikal, Tiirkiye) besiyeri i¢inde laboratuvara

gonderilmistir.

D. MIKROBIYOLOJIK INCELEME
1.Kiiltiir
Orneklerin ekimi ve degerlendirilmesi ASM onerileri dogrultusunda yapilmustir.

Calismada kullanilan besiyerleri, igerikleri, firma isimleri agagida belirtilmistir:
1. Koyun Kanli1 Columbia Agar:

. Columbia agar bazi

(Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, Ingiltere)

. %S5 koyun kani (yaklasik 50°C’de eklenmistir).

2. Chapman Besiyeri (Mannitol tuzlu agar)

( Bio Mérieux, Fransa)



20

3. CHROMagar MRSA
(Becton, Dickinson and Company, ABD)

2. Kiiltiirlerin Degerlendirilmesi

CHROMagar MRSA (Becton, Dickinson and Company, ABD) besiyerindeki
tiremeler, 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonrasinda degerlendirilmistir. Secici
kromojenik olan bu besiyerinde iiremis olan agik pembe-leylak renkli kolonilerin hepsi
MRSA agisindan degerlendirilmeye alinmistir (Resim 1). Kolonilerden 6ze ile alinip
stvi besiyerinde 0,5 McFarland bulanikliginda siispansiyon hazirlanmis; ardindan
Mueller-Hinton agar (Becton, Dickinson and Company, ABD) besiyerinde sefoksitin
diski ile metisilin direnci degerlendirilmistir. Metisiline direncli bulunan kolonilerden
Gram boyama yapilarak Gram pozitif kok; katalaz testi yapilarak stafilokok olduklar
tespit edilmistir. Gram pozitif kok olan kolonilerden S. aureus tanimlamast icin DNAz
deneyi yapilmistir. MRSA suslarinin hepsinde konfirmasyon igin MRSA lateks

agglutinasyon kiti (Bio Mérieux, Fransa) kullanilmistir.
WV S —

Resim 1: CHROMagar MRSA besiyerinde tireyen bir MRSA susu
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Ayrica Chapman besiyerinde mannitol fermentasyonu sonucu besiyerini
turuncudan sar1 renge doniistiirmiis olan sar1 renkli biiyiik kolonilerin varligi S. aureus,
dolayisityla MRSA agisindan siipheli olarak tanimlanmis ve bu kolonilerden de yukarida
anlatilan testler yapilmistir.

KKYV i¢in ise Chapman ve koyun kanli Columbia agar besiyerindeki iiremeler 24
ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonrasinda degerlendirilmistir. Koyun kanli Columbia
agarda kiigiik ve sahanda yumurta (fried egg) goriiniimiindeki koloniler ile Chapman
besiyerinde mannitol fermentasyonu nedeniyle besiyerini turuncudan sari renge
doniistiiren sar1 renkli kolonilerin varligi S. aureus acisindan siipheli olarak
tanimlanmistir. Chapman besiyerini sar1 renge doniistiirsiin ya da doniistiirmesin sar1
veya pembe renkli ve 6zellikle kiiglik koloniler de S. aureus KKV agisindan siipheli
olarak degerlendirilmistir (40, 67). Chapman besiyerinde gozlenen kiigiik koloniler okla

isaretlenmis sekilde Resim 2’de gosterilmektedir.

Resim 2: Chapman besiyerinde normal S. aureus ve S. aureus KKV
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S. aureus KKV siipheli olan kolonilerden Columbia kanli agar ve Schaedler agar
(Becton, Dickinson and Company, ABD) plaklarina es zamanli olmak iizere tek koloni
ekimleri yapilmistir. Columbia kanli agar plagi aerobik ortamda, Schaedler agar plagi
ise % 5-10 CO’li ortamda olmak tizere 35 C°’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bir giin
sonra S. aureus KKV siipheli olan kolonilerin boyut, pigmentasyon ve hemoliz
ozellikleri; Columbia kanli agar ve Schaedler agar plaklarinda karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir. Columbia kanli agarda c¢ok kiiclik, pigmentsiz, hemoliz
olusturmayan kolonilerin Schaedler agarda normal boyutlarda, hemolizli ve pigment
yapmis olmasi S. aureus KKV agisindan anlamli olarak degerlendirilmistir.

S. aureus KKV siipheli kolonilerden Gram boyama yontemi ile boyama yapilarak
Gram pozitif kok olup olmadiklar1 incelenmistir. Gram pozitif kok olan kolonilerden S.
aureus tanimlamasi i¢in katalaz ve tiipte koagiilaz testleri yapilmistir. S. aureus KKV
icin, tiipte koagiilaz testi 35C°’de 24 saat inkiibasyon sonrasi degerlendirilmistir. S.
aureus KKV suslarinin hepsinde konfirmasyon igin S. aureus lateks agglutinasyon testi
(Plasmatec, UK) kullanilmustir.

S. aureus KKV’lar1 ve normal fenotipik 6zellikte izole edilmis olan S. aureus
suslar1 dogrulama testleri yapildiktan sonra ileri molekiiler ¢alismalar i¢in saklama
besiyeri (% 15 gliserollii BKI-BeyinKalp Infiizyon Broth) igerisinde -20C° ve -70C°’de

saklanmustir.

E. ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERI

S.aureus KKV suslarmin % 5 koyun kanli Columbia agardaki 24 saatlik taze
pasajlart kullanilarak; asagida listelenmis olan E testler ile % 5 koyun kanli Mueller
Hinton Agar besiyerinde antimikrobiyal duyarlilik deneyi yapilmusgtir:

E-testler: Pensilin G, sefoksitin, vankomisin, klindamisin, klaritromisin, tetrasiklin,
tigesiklin (Bio Mérieux, Fransa)

Yine S.aureus KKV suslariin % 5 koyun kanli Columbia agardaki 24 saatlik taze
pasajlar1 kullanilarak; asagida listelenmis olan antibiyotik diskleri ile % 5 koyun kanli
Mueller Hinton Agar besiyerinde antimikrobiyal duyarlilik deneyi yapilmistir:

Diskler: Sefoksitin (30 ng), gentamisin (10 pg), levofloksasin (5 pg), trimetoprim-
sulfametoksazol (1,25 ng-23,75 ng) (Becton, Dickinson and Company, ABD),
rifampisin (5 ug) (Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, ingiltere)
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MSSA ve MRSA suslarinin % 5 koyun kanli Columbia agardaki 24 saatlik taze
pasajlar1 kullanilarak; asagida listelenmis olan antibiyotik diskleri ile Mueller Hinton
Agar besiyerinde CLSI Onerileri dogrultusunda antimikrobiyal hassasiyet deneyi
yapilmistir:

Diskler: Penisilin G (10 1U), sefoksitin (30 ng), gentamisin (10 pg), levofloksasin (5
ug), trimetoprim-sulfametoksazol (1,25 pg-23,75 pg), vankomisin (30 ng), teikoplanin
(30 ng), eritromisin (15 pg), Klindamisin (2 pg), telitromisin (15 ug), linezolid (30 ng),
tetrasiklin (30 pg) (Becton, Dickinson and Company, ABD)

Tim petriler 35°C° deki etiivde normal atmosferde 24 saat siire ile inkiibe

edildikten sonra antibiyotik duyarlilik sonuglar1 degerlendirilmistir.

F. MOLEKULER DENEYLER

MRSA izolatlarinin S. aureus olduklar1 PCR yontemi ile nucA bolgelesi
arastirilarak dogrulanmistir. Yine ayni suslarin femB, mecA ve mecC genlerini tasiyip
tagsimadiklarinin molekiiler olarak dogrulanmasi multipleks PCR ile yapilmistir.

Tim S. aureus KKV izolatlarinin S. aureus olduklarmin molekiiler olarak

dogrulanmasi ise, PCR yontemi ile nUCA gen bolgelesi arastirilarak yapilmistir.

1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu 1s1 ekstraksiyonu yontemi kullanilarak yapilmistir (57). Izole
edilen suslarin 24 saatlik taze kiiltiirlerinden 5 ml s1v1 besiyeri igerisine tek koloni alinip
siispanse edilerek bir gece 37°C’de inkiibe edilmistir. Sivi besiyerinden 2 ml alinarak
steril ependorflara yerlestirilip 10.000 xg’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
atilip, ependorflara 1 ml distile su koyulup vortekslendikten sonra tiipler kaynayan su
igerisinde 10 dakika kaynatilmistir. Sonra tiipler 10.000 xg’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Santrfiijden sonra iist kismindaki DNA iceren yaklasik 150 ul’lik bolim
DNA amplifikasyonunda hedef DNA olarak kullanilmak tizere — 20 °C’de saklanmustir.

2. Primerlerin Secimi

nucA PCR igin kullanilan primer dizileri asagidaki gibidir (9):
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nucA primer 1: GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT
nucA primer 2: AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC

Multipleks PCR ig¢in kullanilan primer dizileri asagidaki gibidir (61):

femB primer 1: CAT GGT TAC GAG CAT CAT GG
femB primer 2: TGG CTG AACCCATTTTTG AT

mecA primer 1: TGG TAT GTG GAAGTT AGATTG G
mecA primer 2: CTAATC TCATAT GTGTTCCTG TATTGG C

mecC primer 1: CAT TAA AAT CAG AGC GAG GC
mecC primer 2: TGG CTG AACCCATTT TTG AT

3. PCR Deneyi

TE tamponunun hazirlanmasi:
*1 M TrispH 8
Trizma Baz (Becton, Dickinson and Company, ABD) 121,1 gr
Distile su 1000 ml
HCI eklenerek pH 8’e ayarlandiktan sonra tamamen ¢oziilmesi beklenmis, sonra

otoklavlanmis ve oda 1sisinda saklanmuistir.

* 0,5 M EDTA pH 8&:

EDTA (Becton, Dickinson and Company, ABD) 186,1 gr

Distile su 1000 ml
[Ik olarak 800 ml distile su eklenerek, pH ayarlandiktan sonra 1000 ml’ye
tamamlanmistir (pH 8 olmas1 icin yaklagik 20 gr NaOH eklenmistir). Daha sonra

otoklavlanarak, oda 1sisinda saklanmistir.

* 1 X TE (10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA pH 8) :
1M TrispH 7,5 10 ml
0,5MEDTA pH 82 ml
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Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavlanip oda 1sisinda saklanmustir.

PCR karisiminin hazilanmasi:
Toplam 48 pl olan PCR karigimina 2 pl daha 6nceden ekstrakte edilmis DNA

Ornegi eklenmistir. Reaksiyon karisimi asagida belirtilen sekilde olusturulmustur:

Distile su 30,8 ul
Tampon 10x 5ul
dNTP mix 10 mM 4 ul
MgSO4 20 mM 3ul
Primer forward 50 uM 2,5 ul
Primer reverse 50 uM 2,5l
Tag DNA polimeraz (5U/pul) 0,2 ul
DNA ekstrakti 2 ul

DNA amplifikasyonu “thermal cycler” ( TaKaRa, Japan) cihazinda ¢alisilmistir
(Resim 3). Amplifikasyonda kullanilan program asagida belirtildigi gibi ayarlanmistir:

94 C’de 4 dakika 1 dongii ardindan,

94 °C’ 1 dakika (Denatiireasyon),
55 °C’ de 1 dakika (Baglanma),
72 °C’de 1 dakika (Uzama)

35 dongii ardindan,

72 C’de 10 dakika 1 dongii olarak programlanmastir.

Resim 3: PCR cihazi
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4. Elektroforez

% 1,5’lik agaroz jel hazirlanmasi i¢in, kullanilacak jel kasetinin biiyiikliigiine
gore tartilan agaroz 1XxTAE tampon igerisinde kaynatilarak ¢oziindiirtilmiistiir. 50 ml
olarak hazirlanan jel, sicakligi 50-55 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 10-15 dakika
bekletildikten sonra igerisine 10 mg/ml konsantrasyondaki etidyum bromiirden 20 pl
ilave edilmistir. Jel, diizgiin bir zemin lzerinde, kenarlar1 kapatilmis kaset iizerine
dokiilmiis ve cepleri olusturacak tarak yerlestirilerek donmasi beklenmistir. Jel
donduktan sonra tarak jelin yirtilmamasina 6zen gostererek cikarilmig ve jel kaseti

elektroforez tankina yerlestirilmistir.

10 pl amplifikasyon iiriini yaklasik 2 pl ylikleme tamponu igerisine karistirilmis
ve 1xTAE tamponu igerisinde, etidyum bromiir ile boyanarak % 1,5’lik agaroz jel
icerisinde 90 V’da bir saat yiiriitiilmistir. Elektroforez islemi sonrasinda jel,
transilluminator iizerine alinarak UV 15181 (304 nm) altinda degerlendirilmis ve jel
goriintliileme cihazinda (Gel Logic 212 Pro Carestream, ABD) goriintiilenmistir. PCR
iriiniiniin  buytkligi @174 DNA/BsuRIl (Haelll) Marker, 9 ( Thermo Scientific,
Litvanya).

G. ISTATISTIKSEL ANALIZ
Istatiksel analizler igin SPSS 15.0 (SPSS, Inc, Chicago, IL, USA) programi
kullanilmistir. Verilerin karsilastirilmasinda ki-kare testi kullanilmistir. Istatistiksel

anlamlilik degeri p<0.05 olarak kabul edilmistir.
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VI. BULGULAR

A. DEMOGRAFIK OZELLIiKLER:

Calismamizda toplam 84 KF hastasindan 207’si (% 68) derin bogaz salgisi, 97’si
(% 32) balgam 6rnegi ve 1 bronkoalveolar lavaj 6rnegi olmak iizere olmak iizere toplam
305 klinik 6rnek degerlendirilmistir. Bu hastalarin 51°1 (% 61) erkek, 33’1 (% 39) kadin
cinsiyettedir. Hastalarin yas ortalamasi 11,3 olup en biiyilik yas 42, en kiigiik yas ise 1

olarak tespit edilmistir.

B. MSSA, MRSA VE S. AUREUS KKV PREVALANSI:

Calismaya dahil edilmis olan 84 KF hastasinin 60’inda (% 71,4) metisiline
duyarli S. aureus (MSSA), 18’inde (% 21,4) S. aureus KKV, 11’inde (% 13) MRSA
izole edilmistir. MSSA izole edilen 60 hastanin 10’unda (% 16,6) KKV tespit edilmistir.
Farkli tarihlerde olmak tizere hastalardan 7’sinde bir defa, yine 7’sinde 2 defa, birinde 3
defa, ikisinde 4 defa, birinde 5 defa S. aureus KKV iiremesi saptanmistir. Ayni 6rnekte
ise sadece 4 hastada birden fazla (iki tip) fenotipte S. aureus KKV izole edilmistir. Geri
kalan 6rneklerde bir tip S. aureus KKV izole edilmistir.

MSSA izole edilen 60 hastanin 23’1 (% 38) kadin, 37’si (% 62) erkektir. S.
aureus KKV izole edilen 18 hastanin 7’si (% 39) kadin, 11°1 (% 61) erkektir. MRSA
izole edilen 11 hastanin 4’1l (% 36) kadin, 7’si (% 64) erkektir. MSSA, S. aureus KKV,
MRSA izole edilen hastalarin yas ortalamasi (en biiyiik yas - en kiiciik yas) sirasiyla; 11
(1-42), 15 (4-42), 12 (3-35) olarak tespit edilmistir. Caligmaya alinan tim KF
hastalarinin yas ortalamasi, S. aureus KKV izole edilen hastalarin yas ortalamasi ile
karsilastirildiginda, S. aureus KKV izole edilen hastalarin daha ileri yasta olduklari
belirlenmistir.

Degerlendirilen 305 klinik ornegin  88’inde (%28,9) MSSA {iremesi
saptanmistir. Toplam 18 hastadan 38 S. aureus KKV izole edilmis olan 34 6rnegin 16’s1
(% 47,1) derin bogaz salgisi, 18’1 (%52,9) balgam 6rnegidir.

KKYV ve MRSA suslarina ait koenfeksiyon oranlar1 farkli fenotipe ve/veya farkli
direng paterninine sahip olan suslar ayr1 iireme olarak degerlendirilerek hesaplanmistir.

Koenfeksiyon yiizdeleri Tablo 1°de gésterilmistir.
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Tablo 1: Klinik 6rneklerde koenfeksiyon oranlari: n (%)
MSSA! KKV? MRSA® | MPA* NMPA® Tek basina
iireme®
KKV 34(%100) | 4(%11,8) |2(%5,9) |14(%41,2) |11 (%32,4) 0
n: 34
MRSA |6 (%42,9) |2(%14,3) [0 6 (% 42,9) |4 (% 28,6) 3(% 21,4)
n: 14

1. Metisiline duyarli Staphylococcus aureus, 2. Staphylococcus aureus kiiciik koloni varyanti, 3. Metisiline direngli

Staphylococcus aureus, 4. Mukoid Pseudomonas aeruginosa, 5. Non mukoid Pseudomonas aeruginosa, 6. Ek olarak

bagka mikroorganizma tirememesi

C. S. AUREUS KKV FENOTIPiK OZELLIKLERI
Izole edilen 38 S. aureus KKV susunun 24’iinde (% 63,2) hemoliz, 26’sinda (%

68,4) pigment gozlenmemistir (Resim 4). Hemoliz saptanan 11 (% 28,9) susta ise dar

hemoliz saptanmis olup, KKV testi sonrast Schaedler agarda hemoliz zonunda artis

gozlenmistir. Ayni sekilde pigment saptanan 9 (% 23,7) susta hafif sar1 pigment

saptanmis olup, KKV testi sonrast Schaedler agarda koyu sari pigment olusumu

gozlenmistir. Koloni biiyiikliigii ve tipine ait oranlar Tablo 2’de belirtilmistir.
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Resim 4: S.aureus KKV susunda hemoliz 6zelligi ve koloni biiyiikliigiiniin normale

donmesi

Tablo 2: S. aureus KKV fenotipik 6zellikleri*

S.aureus | Hemoliz | Pigment | Hemoliz | Pigment | Pinpoint | Fried | Orta

KKV yok Yok artigi artigl koloni egg biiyiikliikte
koloni | koloni

n: 38 24 26 11 9 18 9 11

% 100 % 63,2 % 68,4 % 28,9 % 23,7 % 47,4 | %23,7 | % 28,9

*:'S. aureus KKV Fenotipik Ozellikleri 48 saatlik inkiibasyon sonras1 degerlendirilmistir.

Izole edilen biitiin S. aureus KKV suslar1 Gram boyas ile yapilan mikroskopik

incelemesinde farkli biiyiiklikte kiime yapmis pleomorfik Gram pozitif koklar

gozlenmistir. Katalaz testi sonucu tiim S. aureus KKV’lan katalaz pozitif olarak

saptanmigtir. Tavsan plazmasi kullanilarak yapilan tlipte koagiilaz deneyi sonucunda

ise, 38 susun 36’s1 koagiilaz pozitif, 2’si koagiilaz negatif oldugu gozlenmistir (Resim
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3). Ayrica DNAz besiyerine ekim yapilmis, 24 saatlik inkiibasyon sonrasi besiyeri
tizerine 1 normal hidroklorik asit (HCL) damlatilip 2-3 dakika sonra koloniler etrafinda

seffaf alan olan suslar DNAz pozitif olarak degerlendirilmistir (Resim 4). Sonug olarak

38 susun 38’1 de DNAz pozitif olarak saptanmustir.

Resim 5: Koagiilaz deneyi

Resim 6: DNAz deneyi
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izole edilen S. aureus KKV suslarmin tiimii lateks aglutinasyon testi ile pozitif
sonu¢ vermistir. Testin kontroliinde pozitif (S. aureus ATCC 25923) ve negatif
kontroller kullanilmistir (Resim 5). MRSA suslar1 ises MRSA lateks aglutinasyon kiti (
Bio M¢érieux, Fransa) ile denenmis tiim suslar pozitif sonu¢ vermistir. Testin
kontroliinde pozitif (MRSA ATCC 43300) ve negatif kontroller kullanilmistir (Resim 6-
7-8).

Resim 7: S. aureus KKV suslarmin S . aureus lateks kiti ile test edilmesi
Pozitif kontrol (S. aureus ATCC 25923), negatif kontrol (KNS), S. aureus KKV susu

Resim 8: MRSA suslarmin MRSA Kkiti ile test edilmesi(1. Pozitif sonug, 2. Negatif

sonug)
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D. PCR DENEYi SONUCLARI

Izole edilen 38 S. aureus KKV ve 14 MRSA susu olmak iizere toplam 52 susta
PCR ile S. aureus’a 6zgii nUCA gen bolgesinin varligi1 arastirilarak dogrulama testleri
yaptlmistir. S. aureus KKV ve MRSA susglarinin tamami nucA geni agisindan pozitif
bulunmustur. Ayrica 14 MRSA susunun femB, mecA ve mecC gen bolgelerini tastyip
tasimadiklart multipleks PCR deneyi ile tespit edilmistir. MRSA suslarinin tamami
femB, mecA geni agisindan pozitif bulunmasina karsin suslarin higbirinde mecC geninin
olmadig1 saptanmistir. PCR sonrasi1 amplifikasyon {irlinleri agaroz jelde yiiriitilmiis ve

goriintiileme cihazi ile goriintiilenmistir (Resim 8 ve 9).

1 2 3 4 5 6 7 8 PK NK MM

270 bp

Resim 9: PCR sonras1 nucA geni amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jeldeki goriintiileri.
1-8: suglara ait bantlar, PK: pozitif kontrol, NK: negatif kontrol, MM: molekiiler agirlik

standardi.
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1 2 3 4 5 6 T PKIPK2 NK MM

Resim 10: Multipleks PCR sonrasi femB, mecA ve mecC genlerine ait amplifikasyon
tirtinlerinin agaroz jeldeki goriintiileri

1-7: suglara ait bantlar, PK1: pozitif kontrol (MRSA ATCC 43300), PK2: pozitif
kontrol (mecC geni tasiyan MRSA susu) NK: negatif kontrol, MM: molekiiler agirlik

standardi.

C. ANTIBIYOTIiK DUYARLILIK SONUCLARI

(Calismada izole edilmis olan toplam 91 MSSA, 38 S. aureus KKV ve 14 MRSA
susunun antibiyotik duyarlilik sonuglar1 degerlendirilmistir. MSSA suslar1 i¢in CLSI
verileri dogrultusunda disk difiizyon yontemi ile belirlenen duyarlilik test sonuglari ile
elde edilen direng yiizdeleri Tablo 3’te gosterilmistir. Buna gore; MSSA izolatlarinin %
83,5’i penisiline, % 22’si eritromisine, % 14,31 tetrasikline ve % 13,3’li klindamisine
karst direngli bulunmustur. Vankomisin, teikoplanin, linezolid, telitromisin ve

sefoksitine kars1 direngc MSSA suslarinda saptanmamastir.
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Tablo 3: MSSA suslarinda disk difiizyon yontemi ile belirlenen direng yiizde oranlart

MSSA | P FOX |GN | TEL | VA | TEC |LZD |E |CC |SXT | TET | LVX

Say1 76 |0 3 0 0 0 0 20 |12 |1 13 |2

% 835 |0 33 |0 0 0 0 22 1133 |11 |143 |22

P: Penisilin G, FOX: Sefoksitin, GN: Gentamisin, TEL: Telitromisin, VA: Vankomisin, TEC: Teikoplanin, LZD:
Linezolid, E: Eritromisin, CC: Klindamisin, SXT: Trimetoprim-Sulfametoksazol, TET: Tetrasiklin, LVX:
Levofloksasin

% Direng
83,5
22,0
13,3 14,3
3,3 2,2 1,1
0,0 0,0 ’ 0,0 0,0 ,
— o — — — —_— v
p VA GN TEL LVX LZD TEC E CC SXT TET

Sekil 1: MSSA suslariin direng oranlariin grafiksel goriiniimii

P: Penisilin G, VA: Vankomisin, GN: Gentamisin, TEL: Telitromisin, LVX: Levofloksasin, LZD: Linezolid, TEC:
Teikoplanin, E: Eritromisin, CC: Klindamisin, SXT: Trimetoprim-Sulfametoksazol, TET: Tetrasiklin.

Toplam 38 S. aureus KKV izolatlarinin antibiyotik hassasiyet testleri, CLSI
verileri dogrultusunda, penisilin G, sefoksitin, vankomisin, klindamisin, klaritromisin,
tetrasiklin E test ile MIK tespiti ve gentamisin (10 pg), levofloksasin (5 pg), rifampisin
(5 png), trimetoprim-sulfametoksazol (SXT) (1,25 pg-23,75 ng) diskleri disk difiizyon
yontemi kullanilarak yapilmistir. (Resim 11) Bu testlere ait sonuglar Tablo 4’te
verilmistir. E test sonuclarina bakilacak olursa; S. aureus KKV suslarinin % 81,6’s1
penisiline, % 21,11 klaritromisine, % 10,5°1 tetrasikline ve klindamisine kars1 direngli
bulunmustur. Ayn1 yontemle vankomisin ve sefoksitine karst direng saptanmamustir.
Disk diflizyon testi sonuclarina gore ise; % 15,8’1 levofloksasine, % 7,9’u rifampisine

ve gentamisine, % 5,3’t ise SXT’ye kars1 direngli olarak tespit edilmistir. S. aureus
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KKV suslarma ait belirlenmis olan MIK araliklari, MIK50 ve MiK90 degerleri Tablo

5’te gosterilmistir.

i ] 2 |

g

:

Resim 10: S. aureus KKV i¢in koyun kanli Mueller Hinton besiyerinde penisilin G ve

sefoksitin E-test duyarlilik testi

Tablo 4: S. aureus KKV direng yiizde oranlari (n: 38)

S.aureus

KKV P* | FOX* | CC* | CH* | TET* | VA* | GN** | RIF** | SXT** | LVX**
(n: 38)

Say1 31 0 4 8 4 0 3 3 2 6
(%) 81,6 0 105 | 21,1 | 10,5 0 7,9 7,9 53 15,8

P: Penisilin G, FOX: Sefoksitin, CC: Klindamisin, CH: Klaritromisin, TET: Tetrasiklin, VA: Vankomisin, GN:

Gentamisin,

RIF: Rifampisin,

kullanilmustir. **: Disk diflizyon yontemi ile test edilmistir

SXT: Trimetoprim-Sulfametoksazol,

LVX: Levofloksasin,

*:E-test yOntemi
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Sekil 2: S. aureus KKV suslarinin direng oranlarinin grafiksel gériintimii (n:38)

P: Penisilin G, FOX: Sefoksitin, CC: Klindamisin, CH: Klaritromisin, TET: Tetrasiklin, VA: Vankomisin, GN:
Gentamisin, RIF: Rifampisin, SXT: Trimetoprim-Sulfametoksazol, LV X: Levofloksasin

Tablo 5: S.aureus KKV suslarinin MiK degerleri

S, aureus | P FOX | CC CH TET TGC VA
KKV

MIK arahg | <0016-96 | 1-3 <0,016-256 | 0,047-256 | 0,064-64 | <0,016-0,19 | 0,38-1
MIK 50 1,5 2 0,047 0,094 0,25 0,047 0,75
MIK 90 16 2 1 256 24 0,094 1

P: Penisilin G, FOX: Sefoksitin, CC: Klindamisin, CH: Klaritromisin, TET: Tetrasiklin, TGC: Tigesiklin,

VA: Vankomisin.

Vankomisin ve sefoksitin duyarlilik sonuclar1 agisindan S. aureus KKV ve MSSA

suslar1 birbirine benzer sonuglar vermistir. Penisiline karsi hassas ve direngli suslarin

dagilimi MSSA suslart ve S. aureus KKV’nda benzer oranlarda saptanmistir.

Levofloksasine direng, MSSA suslarinda diisiik oranda (% 2,2) saptanirken; S. aureus

KKV’nda % 15,8 oraninda direng¢ belirlenmis ve bu oran istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0.05). Tigesiklin icin belirlenen MIK degerlerinin tiim S. aureus KKV

izolatlar1 i¢in <0,016 ile 0,19 pg/ml arasinda oldugu ve EUCAST verilerine gore tiim

suslarin tigesikline duyarli oldugu bulunmustur.
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Korezistans fenotiplerine bakildigindaS. aureus KKV suslarinin 19 (% 50) tanesi
sadece penisiline direngli olarak bulunmustur. Bir sus penisiline direngli olmanin
yaninda klaritromisine karsi orta duyarli olarak tespit edilmistir (Tablo 6). Gentamisin
direngli olan ii¢ S. aureus KKV susu ayni zamanda levofloksasine ve rifampisine karsi

da direngli olarak tespit edilmistir

Tablo 6: S.aureus KKV suslarinin korezistans fenotipleri

S. aureus KKV
(n: 38) Korezistans fenotipi

=
©

)

P, CC, CH, TC, GN, LVX, RD

P, CH

CH

P, CC

P, LVX
P, SXT
P, TET

P INDNINIOIIPINDWIW

P: Penisilin G, GN: Gentamisin, LVX: Levofloksasin, CC: Klindamisin, SXT: Trimetoprim-Sulfametoksazol, TET:
Tetrasiklin.

Calismada toplamda 14 adet MRSA izolatina ait antibiyotik duyarlilik deneyleri
disk diflizyon yontemi ile yapilmistir. Sonug olarak tiim MRSA suslarimin penisilin ve
sefoksitine karsi direncli oldugu saptanmistir. Alt1 sus yukaridaki direngli oldugu
antibiyotiklere ek olarak gentamisine de direngli bulunmustur (% 43). Diger
antibiyotiklere karsi direng oranlart Tablo 8’de gdsterilmistir. Vankomisin, teikoplanin,
linezolid ve SXT’e karsi tim suslar hassas bulunmustur. Korezistans fenotipleri
degerlendirildiginde, penisilin ve sefoksitine en sik eslik eden iki antibiyotik, % 50

yiizde orant ile tetrasiklin, % 43 ile gentamisin oldugu tespit edilmistir (Tablo 9).

Tablo 7: MRSA suslarina ait direng yiizde oranlari (n:14)

MRSA | P FOX |GN | TEL | VA | TEC |LZD |E | CC | SXT | TET | LVX

Say1 14 |14 6 3 0 0 0 4 |4 0 7 4

% 100 {100 |43 |21 |O 0 0 29 |29 |0 50 |29

P: Penisilin G, FOX: Sefoksitin, GN: Gentamisin, TEL: Telitromisin, VA: Vankomisin, TEC: Teikoplanin, LZD:
Linezolid, E: Eritromisin, CC: Klindamisin, SXT: Trimetoprim-Sulfametoksazol, TET: Tetrasiklin, LVX:

Levofloksasin
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Antibiyotikler

100
100 -
80 -
60 A 50
s 43
40 29 29 29
21
20 -
0 0 0 0
O S S S -/
P GN TEL LVX LZD TEC E CC SXT TET VA

Sekil 3: MRSA suslarina ait direng oranlarinin grafiksel goriiniimii (n:14)

P: Penisilin G, GN: Gentamisin, TEL: Telitromisin, LVX: Levofloksasin, LZD: Linezolid, TEC: Teikoplanin, E:
Eritromisin, CC: Klindamisin, SXT: Trimetoprim-Sulfametoksazol, TET: Tetrasiklin, VA: Vankomisin.

Tablo 8: MRSA suslarinda korezistans fenotipleri

Sus no Korezistans
1 P, FOX, GN, LVX
2 P, FOX
3 P, FOX, GN, LVX, TE, E, CC, TEL
4 P, FOX, GN
5 P, FOX
6 P, FOX, TE
7 P, FOX
8 P, FOX, TE, E, CC
9 P, FOX, GN
10 P, FOX
11 P, FOX, TE
12 P, FOX, GN, LVX, TE, E, CC, TEL
13 P, FOX, TE
14 P, FOX, GN, LVX, TE, E, CC, TEL

P: Penisilin G, FOX: Sefoksitin, GN: Gentamisin, TEL: Telitromisin, VA: Vankomisin, TEC: Teikoplanin, LZD:
Eritromisin, CC: Klindamisin, SXT: Trimetoprim-Sulfametoksazol, TET: Tetrasiklin, LVX:

Linezolid, E:
Levofloksasin
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% Direng

100,0

80,0

60,0

40,0

20,0

0,0
P VA GN TEL LVX cC SXT TET

B MSSA mMRSA B SAKKY

Sekil 4: MSSA (n:91), MRSA (n:14) ve S. aureus KKV (n:38) suslarinin direng

oranlarinin grafiksel gortinimii

MSSA: Metisiline duyarli Staphylococcus aureus, MRSA: Metisiline direngli Staphylococcus aureus, SAKKV:
Staphylococcus aureus kiigiik koloni varyant1 P: Penisilin G, VA: Vankomisin, GN: Gentamisin, TEL: Telitromisin
(S. aureus KKV i¢in klaritromisin denenmistir), LVX: Levofloksasin, CC: Klindamisin, SXT: Trimetoprim-
Sulfametoksazol, TET: Tetrasiklin.

Tablo 9: MSSA, S. aureus KKV, MRSA iiremeleri

88 91

MSSA 60
S. aureus KKV 18 34 38
MRSA 11 14 14

MSSA: Metisiline duyarli Staphylococcus aureus, MRSA: Metisiline direngli Staphylococcus aureus, S. aureus
KKYV: Staphylococcus aureus kiigiik koloni varyanti
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VII. TARTISMA

Tiim ekzokrin epitelleri etkileyebilen bir hastalik olan kistik fibroz, epitel
hiicresi membranindaki KF Transmembran Regiilator (KFTR) geni tarafindan kodlanan
klor kanalinin defekti sonucunda ortaya c¢ikmaktadir (91,72). Klor kanalindaki bu
defekt, gerekli olan normal anyon akimini engelleyerek su hareketinin yavaglamasina,
bu da dehidratasyon sonucu mukusun yogunlagsmasina ve duktuslarda obstriiksiyona yol
acar. Mukusun yogun viskéz yapida olmasi ve buna bagli bronsiyal obstriiksiyon
sonucunda solunum yollarindaki mikroorganizmalar temizlenememekte, kronik
kolonizasyon ve infeksiyon gelismektedir (24).

KF hastalarinin solunum yolu infeksiyonlarinda ¢ocuklarda en sik S. aureus ve
Haemophilus influenzae, daha ileriki yaslarda ise P. aeruginosa izole edilmektedir.
Bunlarin disinda; Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Legionella pneumophila,
mikoplazma gibi bakteriler, viriisler ve Aspergillus fumigatus sik olmak {izere mantarlar
tirleri de KF hastalarinin  solunum yollarindan infeksiyon etkeni olarak
saptanabilmektedir (20). Son yillarda tibbi tani tekniklerindeki gelismelere bagli olarak
KF hastalarinin solunum yollarindan izole edilen bakterilerin cesitliliginde de artiglar
gozlenmektedir. Bu  etkenler arasinda  Burkholderia  cepacia  complex,
Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylosoxidans, Pandorea cinsinden ve
Ralstoniae cinsinden bakteriler yer almaktadir (86,31).

KF’te en sik tutulan organ akciger olup solunum yolu infeksiyonlari, KF
olgularinda morbidite ve mortaliteden en sik sorumlu olan klinik durum olarak kabul
edilmektedir (33,89). Solunum yollarinda kolonizasyona ve infeksiyona en sik yol agan
mikroorganizmalarin basinda ise S. aureus gelmektedir (52,33). KF olgularindan izole
edilen S. aureus suslarinm bir diger 6zelligi de; kiigiik koloni varyantlarinin varhigidir
(50,69). Koloni morfolojilerindeki birtakim farkliliklar nedeniyle laboratuvar
degerlendirmelerinde  normal flora {iyesi zannedilerek, rahatlikla g6zden
kacabilmektedirler (69). Aym1 zamanda antimikrobiyal diren¢ paterni acisindan da
tedavide zorluklarla karsilasilmaktadir. S. aureus prevelansinin incelendigi bir
calismada KF hastalarinin % 70’inden fazlasinin solunum yolu 6rneklerinde normal S.
aureus ve/veya KKV formlarinin varhigi gosterilmistir (44).

KF hastalarinin 6rnekleri ile yapilan gesitli ¢aligmalarda degisen oranlarda S.
aureus prevalanslar1 bildirilmistir. Vilma Almeida ve arkadaglarimin yaptiklari bir

calismada; KF hastalarinda en sik iireyen patojenlerin basinda % 35 oranla S.
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aureus 'un geldigini vurgulamiglardir (6). Bizim calismamizda ise 305 klinik 6rnegin
88’inde (% 28,9) MSSA iiremesi saptanmistir. Daha 6nce 2007-2012 yillar1 arasinda
kistik fibroz tanist almis olan hastalarin solunum yolu orneklerinden izole edilen
bakteriler ve antibiyotik duyarliliklarinin retrospektif olarak incelendigi bir baska
calismamizda, KF tanili 106 hastanin 1009 6rnegi incelenmis ve 252 (% 25)’sinde
MSSA iiremesi saptanmustir (58).

KF hastalarinin klinik 6rneklerinden izole edilen suslarla yapilan ¢esitli
caligmalarda S. aureus KKV prevalanslar1 degisen oranlarda bildirilmistir. Polonya’da
yapilan bir ¢alismada Sadowska B ve arkdaslar1 1,5 -19 yas arasindaki KF hastalarinin
S. aureus iireyen 63 solunum yolu o6rneginin 20’sinde (% 31,7) S. aureus KKV
tiredigini saptamislardir (73). Wolter ve arkdaslarinin yaptiklar1 bir calismada ise %
88’inde normal S. aureus izole edilen 100 KF hastasinin %24’iinde S. aureus KKV
saptanmustir (104). Almanya’da 1998 yilinda Kahl ve arkadaslarinin 78 KF hastasinin
brons sekresyonu ve bogaz siiriinti 6rnegi ile yaptigi bir c¢aligmada, S. aureus
tastyicilarinda KKV prevalansint % 49,1 olarak belirlenmistir (39). Yine Almanya’da
2007 yilinda Besier ve arkadaslarinin 252 KF hastasinin balgam ve derin bogaz siiriintii
orneklerini inceledikleri ¢alismada, 120 hastanin S. aureus ile kolonize/infekte oldugu;
bunlarin da 20 (% 17)’sinde KKV oldugu saptanmistir (7). S6zii edilen arastirmalardaki
yiiksek prevalans degerinin ¢alismanin yapildig1 popiilasyonlardaki SXT kullaniminin
yiiksek olmasina bagli olabilecegi belirtilmistir. Caligmamizda ise S. aureus iireyen
hastalardaki S. aureus KKV prevalans degeri % 27 (18/67) bulunmustur.

Tirkiye’de Yagci ve arkadaglarinin yaptigr bir c¢alismada, KF hastalarinin
solunum yolu 6rneklerinde S. aureus KKV prevalanst % 6,4 olarak saptanmistir (105).
Bizim ¢alismamizda ise 84 KF hastasinin 18 (% 21,4)’inde, yine bu hastalardan elde
edilen toplam 305 klinik 6rnegin 34’tinde (% 11,1) S. aureus KKV izole edilmistir. .
Calismamiz sonucunda elde ettigimiz prevalans oraninin iilkemizde yapilan yukaridaki
calismadaki prevalans oranindan yiiksek olmasi, KF hastalarindaki S. aureus KKV
infeksiyon ve/veya kolonizasyonunun giderek arttigini ve ileriki yillarda bu fenotipten
daha sik bahsedilir olacaginin bir gostergesi olabilir.

Calismamizda toplam 207 derin bogaz salgisi, 97 balgam 6rnegi incelenmistir.
Incelenen &rnekler arasinda derin bogaz salgis1 daha fazla (% 68) olmasina ragmen, S.
aureus KKV izolasyonu balgam orneklerinde % 53 (n= 18); derin bogaz salgisi

orneklerinde ise % 47 (n= 16) oraninda saptanmistir. KF hastalarinin genelde 8


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sadowska%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11934563
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yasindan kiiciik olmalar1 sonucu balgam g¢ikaramamalar1 nedeniyle derin bogaz salgisi
orneklerinin sayisi balgam 6rneklerine kiyasla daha fazla olmasi beklenen bir durumdur.
Ancak kaliteli bir balgam Orneginin etken mikroorganizmalar1 yakalayabilmek i¢in
derin bogaz salgis1 6rneklerinden daha degerli oldugu; hasta balgam ¢ikartabiliyorsa
derin bogaz salgisina tercih edilmesi gerektigi unutulmamalidir (103).

Calismamiza dahil edilen hastalarin cinsiyet dagilimi incelendiginde erkek
yoniinde baskin oldugu goriilmektedir (erkek % 61; kadin % 39). Hastalarin yaslar1 1 —
42 (Ortalama: 11.3) arasinda degismektedir. S. aureus KKV saptanan hastalarin yaslari
ise 4 — 42 (Ortalama: 15) arasindadir. Schneider ve arkadaslar1 2008 yilinda yaptiklari
bir calismada S. aureus KKV saptanan hastalarin anlamli bir sekilde daha biiyiik
yaslarda olduklar1 saptanmistir.(>18 yas i¢in p<0,05) (79). 2007 yilinda Vergison ve
arkadaslarinin 627 KF hastasinda yaptiklar1 benzer bir ¢calismada ise S. aureus KKV
saptanan hastalarin yas ortalamasinin 21 oldugu (P= 0.001) bildirilmislerdir (96). S.
aureus KKV’nin daha ileriki yillarda daha sik saptaniyor olmasi; KF hastalarinin yillar
icinde giderek artan oranda antibiyotik tedavisi aliyor olmasindan kaynaklandigi
diisiniilmektedir (7). Kahl ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢aligmada antifolat ya da
aminoglikozid kullanimimnm S. aureus KKV izolasyon oranlarinin artmasina neden
oldugunu bildirmislerdir (39). Bizim calismamizda da S. aureus KKV saptanan
hastalarin yas ortalamasinin genel yas ortalamasina kiyasla daha yiiksek bulunmus
olmasi bu verilerle benzerlik gdstermektedir. Buna karsin bu sonucu desteklemeyen
arastirma sonuglar1 da mevcuttur. Ornegin Wolter ve arkadaslarinin 100 KF hastasini
inceledikleri bir ¢alismada, KKV izole edilen ve edilmeyen grubun yaslar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (104).

S. aureus KKV Chapman/Mannitol salt agar, Colombia koyun kanli agar,
kromojenik S. aureus agar gibi farkli besiyerleri kullanilabilmektedir. Son yillarda
yapilan bazi calismalarda Chapman ve Colombia koyun kanli agar ile iyi sonug
alinabildigi bildirilmektedir (96,105). Toplam 106 susun dahil edildigi Kipp ve
arkadaglarinin yaptiklar1 bir ¢alismada ise klinik 6rneklerin Columbia kanli agara ve
kromojenik SAID agara ekilmesinin hizli ve dogru bir yontem oldugu bildirilmistir
(43).

S. aureus izolasyonunda kullanilan Chapman besiyerinde iireyen S.aureus
suslart mannitolu fermente ederek sar1 renkli koloniler olusturmaktadirlar. S. aureus

KKYV suslari ise mannitolu her zaman fermente etmedikleri i¢in pembe renkli koloniler
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olusturabilecegi ve bu yonden kiiltiirlerin dikkatle incelenmesi gerektigi bildirilmektedir
(67). S. aureus KKV mannitolii fermente etmemelerine ragmen, S. aureus KKV nin bir
Ozelligi olan nokta seklindeki (pinpoint) kolonilerin normal boyutlardaki S. aureus
kolonilerinin yaninda goriilmesi uyarici bir bulgu olmalidir. KKV ’nin pinpoint koloniler
disinda biraz daha biiyiik koloniler olusturabilecegi de akilda tutulmalidir. Bunun yamn
sira Ozellikle Columbia kanli agarda izlenebilen, timidin-bagimli KKV’nin ortasinda
kiiciik kabarik pigmentli alan etrafinda yar1 seffaf kenarlar1 ile ‘sahanda yumurta’
goriiniimiine benzeyen koloni sekli de mevcuttur (40). Calismamizda izole edilen 38
adet S. aureus KKV’nin 11’inin (% 28,9) kiigiik koloniler, 9’unun (% 23,7) “sahanda
yumurta”, 18’inin (% 47,4) ise nokta seklinde koloni olusturdugu gézlenmistir.

Koloni sekil ve biiyiikliigiiniin yan1 sira tireme hizi, hemoliz, pigment 6zellikleri
degerlendirildiginde, yapilan diger calismalara benzer sekilde ¢alismamizda da normal
S. aureus fenotipine gore S. aureus KKV’larinin daha yavas tiredigi, hemoliz olusumu
ve pigment iretiminin azalmig oldugu saptanmistir (7). Calismamizda S. aureus
KKV’nin 24’{iniin (% 63,2) hemoliz yapmadigi saptanmigtir. Hemoliz olusturan 11 (%
28,9) S. aureus KKV susunun da KKV testi sonrast hemoliz zonunda artis oldugu
belirlenmistir. S. aureus KKV’nin ¢ogunun (% 68,4) pigment olusturmadigi,
olusturanlarin da (% 23,7) hafif sar1 pigmentli olduklar1 ve S. aureus KKV testi sonrasi
pigmentlerinde koyulasma oldugu saptanmustir.

Koagiilaz deneyi konusunda bazi arastirmacilar tarafindan ¢ogu S. aureus KKV
susunun >18 saat inkiibasyon sonrasinda tiip koagiilaz testinin pozitiflestigi (67,100)
belirtilse de bagka bir arastirmaci S. aureus KKV suslarinin bazilariin yanlis negatif
koagiilaz test sonucu verebilecegi; bu tiir suslarda nuc ve coa gibi tiire 6zgii genlerin
varliginin arastirilmasi gerektigi vurgulanmaktadir (6). Calismamizda 38 KKV susu ile
genel olarak rehberlerde Onerildigi gibi tavsan plazmasi kullanilarak koagiilaz deneyi
yapilmig suslarin 36 (% 94.7)’siin pozitif oldugu saptanmistir. Yagc1 ve arkadaslari
aragtirmalarinda koagiilaz deneyi i¢in insan plazmasi kullanarak test ettikleri 48 S.
aureus KKV susunun altistm1 koagiilaz negatif olarak saptamislardir. Arastirmada
negatif sonu¢larin nedeninin insan plazmasi kullanimi olabilecegi belirtilmektedir (105).
Calismamiza dahil edilen S. aureus KKV’larimin koagiilaz deneyi sonrasinda lateks
aggliitinasyonu ve PCR yontemi ile nucA geni saptanarak S. aureus olduklar

dogrulanmistir.
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MSSA suslarinin antibiyotik duyarliklik sonuglari degerlendirildiginde, toplam
91 MSSA susunun penisiline yiiksek oranda direng¢ gosterdigi saptanmis (% 83,5) bu
strastyla eritromisin (% 22), tetrasiklin (% 14,3) ve klindamisin (% 13,3) takip etmistir.
MSSA suslarinda vankomisin, teikoplanin, linezolid ve telitromisine direng
saptanmamigtir. Daha Once yaptigimiz ve MSSA suslarinin retrospektif antibiyotik
direng oranlarimi inceledigimiz g¢alismamizda, penisiline % 84, eritromisine % 28,
tetrasikline % 13 ve klindamisine % 19 oraninda direng¢ gozlenmistir (58). Bu sonuglar
mevcut caligmamizla karsilagtirildiginda penisilin ve tetrasiklin direng oranlar1 yaklasik
ayni oranlarda iken, eritromisin ve klindamisin diren¢ oranlarinda diigiis saptanmustir.

S. aureus KKV suslar ile ilgili heniiz rehberlere girmis standart bir antibiyotik
duyarlilik testi bulunmamaktadir. Literatiir genel olarak degerlendirildiginde disk
difiizyon dahil bir ¢ok metodun denendigi goriilmektedir. Bununla birlikte siv1 diliisyon
veya E- test gibi yontemlerle MIK tespitinin daha dogru olabilecegi bildirilmektedir
(7,8). Calismamizda da imkanlar dahilinde E test yontemi kullanilmis, bazi
antibiyotikler i¢in de disk difiizyon yontemi tercih edilmistir. Bu ¢ercevede S. aureus
KKYV suslarinin E-test ile yapilan antibiyotik duyarlilik sonuglar1 degerlendirildiginde;
S. aureus KKV susglarinin % 81,6’si penisiline, % 21,1°1 klaritromisine, % 10,5’si
tetrasikline ve % 7,9’u klindamisine % 15,8’1 levofloksasine, % 7,9’u rifampisine, %
5,3’s1 gentamisine ve SXT’ye direncli oldugu saptanmistir. Calismamizda S. aureus
KKYV suslarinda vankomisin ve sefoksitin direnci (MRSA KKV) saptanmamis, direng
oranlart MSSA suslarininkiyle karsilastirildiginda, MSSA suslarinin gentamisine (%
3.3) ve SXT’e (% 1.1) daha duyarli oldugu gozlenmektedir. Levofloksasine direng,
MSSA suslarinda diisiik oranda (% 2,2) saptanirken; S. aureus KKV’nda % 15,8
oraninda direng¢ belirlenmis ve bu oran istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Besier
ve arkadaslar1 da 252 KF hastasindan suslar1 ile yaptiklar1 calismalarinda bizim
bulgularimiza benzer sekilde S. aureus KKV suslarinin gentamisin, SXT ve
siprofloksasine, normal fenotipteki S. aureus suslarindan daha direngli olduklar
saptamuslardir (7).

Tigesiklin icin belirlenen MIK degerlerinin tim S. aureus KKV suslarinda
<0,016 ile 0,19 pg/ml arasinda oldugu ve EUCAST verilerine gore tim suslarin
tigesikline duyarli oldugu bulunmustur. Yagci ve arkadaslarmin yaptigi calismada
tigesiklin i¢in belirlenen MIK degerleri tiim normal S. aureus suslarinda 0,5 pg/ml’nin

altinda saptanirken, 48 S. aureus KKV’ndan 6 tanesinde MIK degeri 1 pg/ml’den
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yiiksek olarak belirlenmis ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (105).
Yeni gelistirilmis bir antibiyotik olan tigesiklin duyarliligimmin S. aureus KKV’nda ilk
kez degerlendirildigi Yagc1 ve arkadaslarinin calismasinda bu antibiyotik i¢in MIK
degerlerinin normal fenotipteki S. aureus suslarina gore daha yiiksek ¢ikmasi bu
suslarin tigesikline daha direngli oldugunu destekleyen yeni ve 6énemli bir bulgu olarak
degerlendirilmistir. Yagct ve arkadaslarimin bulgulart ile karsilastirildiginda
calismamizda S. aureus KKV igin tigesiklin i¢in MIK degerleri genel olarak daha diisiik
bulunmus, en yiiksek degerin 0,19 pg/ml oldugu saptanmustir.

Aminoglikozid grubu antibiyotiklere karsi diren¢ gelisimi, elektron
transportundaki eksiklikler sonucunda, S. aureus KKV’nda hiicre zarinin elektrik
gradiyentinin  azalarak antibiyotiklerin  hiicre igine  girisinin  engellenmesi
mekanizmasina dayanmaktadir. Buna karsin bazi S. aureus KKV suslarinin bu
antibiyotiklere karsi hassas olabilecegi belirtilmektedir (100). Yapilan bazi ¢alismalara
gore aminoglikozid direng oranlar1 %6,3(105), %9 (96) arasinda degismektedir. Bizim
arastirmamizda da gentamisin direnci % 5,26 oraninda saptanmustir.

Giintimiizde de S. aureus siklikla KF olgularinda solunum yolu 6rneklerinden ilk
izole edilen patojen olmasinin yaninda nazofarengeal tastyiciligin KF hastalarinda daha
yiiksek oldugu bilinmektedir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda; MRSA suslan ile
kolonizasyon ve infeksiyon oraninin tiim popiilasyonlarda arttigt gibi KF
popiilasyonunda da artis gosterdigi bildirilmektedir (32,18). MRSA suslari, birgok
antibiyotige direng¢ gosterebilen mikroorganizmalardir. Hastane kaynakli infeksiyonlarin
onemli bir etkeni olan MRSA bakterisinin, son yillarda toplum kokenli infeksiyonlara
da neden oldugu bilinmektedir (11).

MRSA’nin klinik 6rneklerden izolasyonunu kolaylastiran ve hizlandiran ¢esitli
kromojenik besiyerleri kullanilmaktadir. Segici kromojenik besiyeri kullanilarak hem
normal flora elemanlarinin tirememesi hem de MSSA ile birlikte iireyebilen MRSA
kolonilerinin agiga ¢ikmasi saglanmaktadir. Yapilan ¢alismalarda MRSA kromojenik
agar besiyerlerinin genel olarak duyarlilik ve 6zgiilliik oranlarinin yiiksek oldugu, bazi
caligmalarda ise 6zgiilliikle ilgili problemler oldugu belirtilmektedir. 2012 yilinda Perez
ve arkadaslart MRSA izolasyonunda kromojenik secici bir besiyeri olan MRSA ID
(BioMerieux, Fransa) ile konvansiyonel yontemleri karsilastirmislardir. Arastirmada
konvansiyonel yontem olarak ornekler % 5 koyun kanli agar ve MSA besiyerlerine

ekilmis, siipheli kolonilerden koagiilaz ve disk difiizyon metodu ile sefoksitin duyarlilik
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deneyleri yapilmistir. 130 KF hastasindan alinan 179 klinik 6rnek (128 balgam, 51
orofarengeal siiriintli) incelenmistir. Sonu¢ olarak; MRSA ID besiyeri ile 54 MRSA
susu saptanmasina karsin konvansiyonel yontemlerle bunun sadece 24 (% 44) tanesi
saptanabilmistir. Bunun yani sira MRSA ID besiyerinde 6 tane MSSA {iiremesi
saptanmistir. Yazar MRSA ID besiyerinin duyarliligin yliksek ancak yanlis
pozitifliklerden dolay1 6zgiilliiginde disiikliik oldugunu belirtmektedir (63). Bizim
calismamizda da kromojenik segici bir besiyeri olan CHROMagar MRSA (Becton
Dickinson and Company, ABD) kullanilmistir. Calismamizda 84 hastanin incelenen
toplam 305 solunum yolu 6rneginde; 14 (% 4,6) tane MRSA izole edilmistir. Diinya
genelinde yapilan calismalarda MRSA prevalansi degisen oranlarda bildirilmistir.
Almanya’da yapilmis bir ¢alismada da bizim sonuglarimizla benzer sekilde olup % 5
oraninda bildirilmekle birlikte (102) Belgika’da %15,2 oraninda bildirilmistir (94).

Ulkemizde MRSA izolasyonunda ¢esitli kromojenik agarlar1 ve konvansiyonel
yontemleri karsilastiran caligmalar yayimlanmistir. 2013 yilinda Uzun ve ark. yaptig1 bir
calismada, stafilokoklarda metisilin direncinin belirlenmesinde mecA gen analizi ¢ift
primerli jel tabanli multipleks PCR (Seeplex, Kore), sefoksitin disk difiizyon testi (30
ng, Oxoid, Ingiltere), otomatize sistem (Phoenix 100, Becton Dickinson and Company,
ABD) ve kromojenik CHROMagar MRSA besiyerinin (Salubris, Tiirkiye)
performanslar1 karsilastiritlmistir. mecA geni varligi altin standart olarak alindiginda
kromojenik agar kullaniminin 24 ve 48. saatlerdeki duyarlilik ve 6zgiilliikleri sirasiyla,
% 91,7-% 89,5; % 96,7-% 81,6 olarak saptanmistir. Ayni ¢alismada sefoksitin disk
difiizyon testi ve otomatize sistemin duyarlilik ve 6zgiilliikkleri sirasiyla, % 98,3-% 100;
% 100-% 97,4 olarak saptanmistir (93).

Kromojenik agarlarin iki farkli firmaya ait olan tiirleri arasinda yapilan
karsilastirmali bir ¢alismada ise Cesur ve arkadaslart MRSA suslarinin tamimlanmasinda
kullanilan ticari besiyerlerinden oksasilin direnci tarama agar (Oxacillin Resistance
Screening Agar Base; ORSAB; Oxoid, Ingiltere) ve kromojenik MRSA agar (BBL
CHROMagar MRSA; BD, Fransa) besiyerlerinin 6zgillik, duyarlilik arastirmiglardir.
Calismaya Mueller-Hinton agar besiyerinde oksasilin ve sefoksitin diskleri kullanilarak
disk difizyon yontemiyle metisilin duyarliligi belirlenen 45 MRSA ile 130 MSSA susu
olmak tizere toplam 175 sus dahil edilmistir. Besiyerlerinin duyarlilik, 6zgiillikleri,
oksasilin disk difiizyon yontemi referans alinarak hesaplanmis ve bu degerler ORSAB
icin sirasiyla % 97.7, % 40; CHROMagar MRSA igin ise sirasiyla % 95.5, % 37.6
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olarak saptanmistir. Sonu¢ olarak ¢aligmada; kromojenik besiyerlerinin, personel
sayisinin az ve c¢alisma yikiiniin agir oldugu laboratuvarlarda tarama amagli olarak
birlikte ya da ek bir besiyeri ile (6r. MSA) beraber kullanilabilecegi; ancak 6zgiilliigiin
diisiik olmasi nedeniyle, yalanci pozitiflik ihtimaline karsi pozitif saptanan suslarin
diger yontemlerle (6r. disk difiizyon) dogrulanmasi gerektigi kanaatine ulasilmistir (12).

Calismada toplamda 14 adet MRSA izolatina ait antibiyotik duyarlilik deneyleri
yapilmis; sonugta tim MRSA suslarinin penisilin ve sefoksitine kars1 direngli oldugu
saptanmustir. Alt1 sus yukaridaki direngli oldugu antibiyotiklere ek olarak gentamisine
de direngli bulunmustur (% 43). Vankomisin, teikoplanin, linezolid ve SXT ye direng
saptanmamustir. Korezistans fenotipleri degerlendirildiginde, penisilin ve sefoksitine en
stk eslik eden iki antibiyotigin tetrasiklin (% 50) ve gentamisin (% 43) oldugu
belirlenmigstir. Moore ve arkadaslarimin 2008 yilinda KF hastalarindan izole edilen
suslarda klindamisin direncini MSSA suslarinda % 10 (25/254), MRSA suslarinda ise
% 40 (57/143) oraninda saptamiglardir (55). Bizim ¢alismamizda ise MSSA ve MRSA
suslarinda klindamisin direnci sirasiyla % 13,3 ve % 29 olarak belirlenmistir.

Daha 6nce yaptigimiz ve KF hastalardan izole edilen suslarda retrospektif olarak
antibiyotik diren¢ oranlarini inceledigimiz ¢alismamizda, toplam 11 MRSA izolatinin
5’1 tetrasikline, 4’1 levofloksasine, 4’1 eritromisine, 3’1 klindamisine, 2’si gentamisine
ve 1 tanesi SXT’ye direngli olarak tespit edilmistir (57). Bu ¢alismamizda ise; izole
ettigimiz 14 MRSA susunun 7’si tetrasikline, 4’1 levofloksasine, 4’1 eritromisine, 4’1
klindamisine, 6 tanesi de gentamisine direncli bulunmus, SXT’le ise direng
saptanmamistir.

Sonug olarak; ¢alismamizda Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde takip edilen
KF hastalarimizdaki S. aureus KKV ve MRSA siklig1 ve antibiyotik duyarliliklar:
belirlenmistir. S. aureus KKV, normal S. aureus suslarina kiyasla gosterdikleri birtakim
farkliliklar nedeniyle laboratuvar degerlendirmelerinde normal flora iiyesi zannedilerek,
rahatlikla gbzden kacabilmektedirler. Bu fenotipin normal S. aureus suslarina gore daha
direncli olabilmesi, hiicre i¢i yasama gibi cesitli 6zelliklerinden dolay1r daha kolay ve
uzun stireli infeksiyona neden olabilmesi gibi agilardan klinik pratikte zorluklara neden
olabilmektedir. Bunun yani sira MRSA suslarinin da bir¢cok antibiyotige direng
gosterebilen mikroorganizmalar olduklar1 goz onilinde bulundurularak S. aureus KKV
ve MRSA ile enfekte veya kolonize hastalarin belirlenmesi infeksiyonun gerek KF

hastalar1 arasinda gerekse toplumun diger bireyleri arasinda yayilmasini O6nleme



48

acisindan biiyiilk 6nem tasimaktadir (46). Dolayisiyla mikrobiyoloji laboratuvarlarinda

KF hastalarinin solunum yolu drneklerinin bu agidan dikkatle incelenmesi dnemlidir.
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