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OZET

STAFILOKOKLARDA METISILiN DIRENCINIiN BELIRLENMESINDE
FARKLI YONTEMLERIN KARSILASTIRILMASI

Metisiline direncli stafilokoklar, hastane ve toplum kokenli enfeksiyonlara
neden olmaktadir. Bu nedenle stafilokoklarda metisilin direncinin hizli ve dogru
tanimlanmasi 6nemlidir. Calismamizda stafilokoklarda metisilin direncinin farkl
yontemlerle belirlenmesi ve bu yontemlerin karsilastirilmast  amaglanmuistir.

Calismamizda 84 Staphylococcus aureus ve 82 koagiilaz negatif stafilokok
(KNS) izolati kullanildi. Metisilin direncini belirlemek i¢in disk difiizyon,
mikrodiliisyon, oksasilin tuz agar tarama, kromojenik besiyeri ve PBP2a lateks
agliitinasyon testleri kullanildi. Referans yontem olarak polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) kullanildt. Sonuglar Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) ve British
Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) kilavuzlarina gore degerlendirildi.

CLSI kriterleri goz 6niinde bulunduruldugunda oksasilin disk difiizyon testine
gore S. aureus’larin 29 (%34,5)’u, KNS’lerin 54 (%65,9)’1,; sefoksitin disk difiizyon
testine gore S.aureus’larin 32 (%38,1)’si, KNS’lerin 48 (%58,5)’1; oksasilin
mikrodiliisyon yontemine gore S. aureus’larin 33 (%39,3)’t, KNS’lerin 59
(%72,0)’u; sefoksitin mikrodiliisyon yontemine gore S. aureus’larm 32 (%38,1)'si;
oksasilin  tuz  agar tarama  yontemine  gbreS.  aureus’larn 33
(%39,3)’14, KNS’lerin 45 (%54,9)’1; PBP2a lateks agliitinasyon testine gore
S. aureus’larin 30 (%37,5)’u, KNS’lerin 32 (%39,0)’s1; kromojenik besiyeri testine
gore S. aureus’larin 31 (%36,9)’1 metisilin direncli bulunmustur. PCR yontemiyle
mecA geni S. aureus’larm 31 (%36,9)’inde KNS’lerin 47 (%57,3)’sinde pozitif
bulunmustur. Calismamizda mecALGaasi geni saptanmamustir.

CLSI kriterlerine gore degerlendirilerek elde edilen sonuclar, referans
yontemle kiyaslandiginda S. aureus’larda metisilin direncini belirlemede sefoksitin

disk diftizyon ve mikrodiliisyon test sonuglarinin ayniolup diger yontemlerden
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daha uygun oldugu goriilmistiir (duyarlilik %100,0, 6zgillik %98,1). KNS'lerde
sefoksitin disk difiizyon yontemi diger yontemlere goére daha uygun bulunmustur
(duyarlilik %97,9, ozgillik %94,3). Calismamizda bulunan degerler, CLSI,
EUCAST ve BSAC kriterlerine gore degerlendirilip elde edilen sonuglar referans
yontemle kiyaslandiginda CLSI ve EUCAST duyarlilik ve o6zgiillik agisindan
birbiriyle uyumlu bulunurken, BSAC i¢in duyarliblk ve o6zgillik degerleri
degiskenlik gostermektedir. Stafilokoklarda metisilin direncini belirlemek i¢in
tilkemizde kullanilmakta olan CLSI kriteleri yerine EUCAST 1n da kullanilabilecegi

kanaatine varilmistir.

Anahtar sozciikler: Stafilokok, metisilin, mecA, mecAiGazs1, PBP2a
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ABSTRACT

COMPARISON OF DIFFERENT METHODS FOR DETERMINING
METHICILLIN RESISTANCE IN STAPHYLOCOCCI

Methicillin-resistant Staphylococcus strains cause hospital acquired infections
and community acquired infections. Therefore rapid and accurate identification of
methicillin resistant strains is most important. In the present study, we aimed to
investigate the detection of methicillin resistance in clinically isolated
Staphylococcus strains by different methods and to compare the specifity and
sensitivity of these methods.

In this study, 84 S. aureus and 82 coagulase negative Staphylococcus strains
were used. We used to determine the methicillin resistance with disc diffusion,
microdilution, oxacillin salt agar screening, chromogenic media and latex
agglutination tests. Polymerase chain reaction (PCR) technique was used as
reference. Test results were evaluated according to the guidelines which are Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI), European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) and British Society for Antimicrobial
Chemotherapy (BSAC).

In the oxacillin disk diffusion test, 29 (%34.,5) of the S. aureus and 54
(%65,9) of the CNS 1isolates; in the cefoxitine disk diffusion test, 32 (%38,1) of the S.
aureus and 48 (% 58,5) of the CNS isolates; in the oxacillin microdilution test, 33
(%39,3) of the S. aureus and 59 (%72,0) of the CNS isolates; in the cefoxitin
microdilution test, of the 32 (%38,1) S. aureus and 33 (%39,3) of the CNS isolates;
in the oxacillin salt screen agar test, 33 (%39,3) of the S. aureus and 45 (%54,9) of
the CNS isolates; in the latex agglutination test, 30 (%37,5) of the S. aureus and 32
(%39,0) of the CNS isolates; in the chromogenic media test, 31 (%36,9) of the S.
aureus isolates were found to be resistant. According to PCR technique 31 (% 36,9)
of the S. aureus and 47 (%57,3) of the CNS isolates were found to be resistant. In our
study, mecArgazs1 gene was not found in any of the Staphylococci isolates. When the

results obtained according to CLSI compared reference methods, the microdilution



and cefoxitin disk diffusion test results were the same was found to be more suitable
than other methods for determining the methicilin resistance in S.aureus isolates
(sensitivity %100, spesificity %98,1). Cefoxitin disk diffusion test was found more
suitable than other methods for CNS isolates. When the resuts provided by the study
were evaluated according to the criteria of CLSI, EUCAST, and BSAC, and were
compared to the reference method, CLSI and EUCAST criteria were found to be
accordant with each other, and BSAC criteria showed variability in terms of
sensitivity and specificity. In order to determining methicillin resistance in
Staphylococci, EUCAST could also be used instead of CLSI which criteria that are

being used in our country was concluded.

Key Words: Staphylococcus, methicillin, mecA, mecArgazs1, PBP2a
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1. GIRIS

Stafilokoklar, Staphylococcaceae ailesinde yer alan, gram pozitif, yuvarlak,
hareketsiz, sporsuz mikroorganizmalar olup, deri ve mukozalarda kolonize olabilen,
degisik tiirleri ile farkli hastaliklar yapabilen 6nemli bir bakteri cinsidir. Sebep
oldugu enfeksiyonlar nedeniyle Staphylococcus aureus en onemli tirdir. S. aureus
burun delikleri, aksilla, vajen, farenks veya zedelenmis cilt yiizeylerinde kolonize
olan bir bakteridir. Enfeksiyonlar, cilt veya mukozal bariyerde bir bozulma
oldugunda ve mikroorganizmanin bitisik dokulara veya kan akimina karigmasi ile
meydana gelir. S. aureus digindaki tiirler koagiilaz negatif stafilokok (KNS) olarak
adlandirilir. Gegmiste KNS'lerin insan viicudunun dis ortamla temasta olan
yiizeylerinde, 6zellikle deride, normal flora eleman1 olarak bulundugu diistiniiliirken,
giinimiizde S. aureus kadar 6nemli bir patojen oldugu anlasilmistir.  Basta
Staphylococcus  epidermidis olmak tizere KNS’ler son yillarda hastane
enfeksiyonlarmin 6nemli etkenlerindendir. Bu durumun nedeni normal flora
bakterileri olmalar1 ve invaziv girisimler sonucu kolayca alinabilmeleridir. KNS’lerin
etken oldugu enfeksiyonlarin cogu kateter veya protez ile iliskilidir. KNS'ler, immiin
yetmezlik, nétropeni, malignite, prematiire dogum, hastanede uzun siire yatma, bir
cerrahi girisim veya prostetik amacli ameliyatlardan sonra gelisen enfeksiyonlarin
birgogunda etken olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar (1).

Penisilinaza dayanikli semisentetik penisilin olan metisilinin 1960 yilinda
kullanima girmesi ile birlikte bir yil i¢inde metisiline direngli stafilokok suslari
saptanmaya baglanmistir (2). Stafilokoklarda metisilin direnci; mecA geni tarafindan
kodlanan yeni bir penisilin baglayici protein (PBP) olan PBP2a yapim1 sonucu ortaya
cikmaktadir. Yapilan son ¢alismalarda mecA gen homologu olan mecAjgazsi'in de
metisilin direncinden sorumlu oldugu bildirilmistir (3). Metisiline direngli suslar tiim
beta laktam antibiyotiklere ve beta laktam/beta laktamaz inhibitér kombinasyonlarina
direng gosterirler. Metisiline direngli  stafilokoklarin  genellikle eritromisin,
klindamisin, kloramfenikol, tetrasiklin, trimetoprim sulfametoksazol, kinolonlar ve

aminoglikozidlere de direng gosterdigi bildirilmektedir (4). Uygun antibiyotik se¢imi



acisindan metisilin direncinin dogru bir sekilde belirlenmesi gerekmektedir (5).
Direncin saptanmasinda en uygun yontem mecA geninin ya da PBP2a proteininin
varliginin  tespit edilmesidir. Ancak bu yontemlerin her laboratuvarda
uygulanamamasi nedeniyle disk difiizyon, agar tarama ve agar diliisyon yontemleri
gibi testler kullamlmaktadir. Onceki yillarda, oksasilinin metisilin direncinin
belirlenmesinde diger penisilinaza direngli penisilinlere gore daha stabil bir molekiil
olmas1 ve ozgilliigii yliksek sonu¢ vermesi nedeniyle Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) tarafindan fenotipik testlerde onerilmekteydi. Oksasilin
kullanilarak yapilan duyarlilik testlerinde, direncin heterojen olmasi nedeniyle,
direngli ve duyarli sonuglarin ayriminda zorluklarla karsilasilmaktadir (6). Bir
sefamisin tlirevi olan sefoksitinin mecA genini diger penisilinlere gore daha iyi
eksprese ettirdigi gosterilmistir. Birgok arastirmaci, sefoksitin disk difiizyon testinin
oksasilin disk diftizyon testine gore daha faydali oldugunu, mecA gen varligi ile
uyumun daha iyi oldugunu bildirmistir (5). Bu nedenle 2008 CLSI ve sonraki
kilavuzlarda sefoksitin disk difiizyon testi tarama testi olarak onerilmemektedir (7).
Bu calismada, ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen stafilokoklarda metisilin
direncinin farkli yontemlerle belirlenmesi ve bu yontemlerin duyarhilik ve

ozgilliklerinin karsilastirmas: amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Stafilokoklarin Tarihcesi

Stafilokoklar1 ilk olarak 1878'de Robert Koch tanimlamis, 1880'de Pasteur
kiiltiirde tiretmistir. 1881 yilinda Alexander Ogston insan apse materyalinden izole
ettigi stafilokoklarin fareler ve kobaylar i¢in patojen oldugunu gosterirken, {ireme
esnasinda karakteristik kiimeler olusturmalari nedeniyle bu mikroorganizmalara
"Staphylococcus" adin1 vermistir. Rosenbach 1884'de bu mikroorganizmalar1 hasta
orneklerinden saf olarak elde etmis ve {irettikleri sari-turuncu pigmentten dolay1
S. aureus adini vermistir. Sonraki donemlerde stafilokoklar bir¢ok alt tiire ayrilmus,
S. aureus disinda kalan tirler koagiilaz negatif stafilokok (KNS) olarak
adlandirilmstir (8, 9).

Stafilokoklara karsi ilk olarak siilfonamidler kullanilmaktaydi. 1940 yilinda
Florey ve Chain tarafindan penisilinin tiretilmesiyle stafilokok tedavisinde 6nemli bir
basar1 elde edilmistir. Ancak kisa bir siire sonra penisiline direng gelismistir. 1959'da
ilk semisentetik penisilinaza direngli antibiyotik olan metisilin kullanima girmistir.
Iki y1l sonra metisiline direncli suslar bildirilmistir (10). Antimikrobiyallere kars1
tedavi segeneginin sinirlanmasindan dolayr 1960'l1 yillardan sonra stafilokoklar tiim

diinyada 6nemli bir nozokomiyal etken haline gelmistir (11).

2.2. Smiflandirma

Stafilokoklar Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin 1986 yilindaki
baskisinda mikrokoklar ile birlikte Micrococaceae ailesinde yer almaktaydi. Sonraki
yillarda yapilan DNA-ribozomal RNA hibridizasyonlari, 16S  rRNA sekans
analizleri gibi genetik calismalar ve kemotaksonomik analizler aslinda bu
mikroorgnizmalarin birbirlerinden farkli olduklarin1 gostermistir (1). Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology’nin yeni baskisinda stafilokoklar Firmicutes
subesi, Bacilli smifinda, Bacillales takimindaki Staphylococcaceae ailesi iginde

Genus I olarak smiflandirilmistir (12).



Tablo 2.1. Bugiine kadar tanimlanmus stafilokok tiir ve alt tiirleri.

Tiir Alt tiir Referans

S. arlettae Schleifer et al. 1984

S. aureus anaerobius De la Fuente et al. 1985

S. aureus aureus Rosenbach 1884

S. auricularis Kloos and Schleifer 1983

S. capitis capitis Kloos and Schleifer 1975

S. capitis ureolyticus Bannerman and Kloos 1991

S. caprae Devriese et al. 1983

S. carnosus carnosus Schleifer and Fischer 1982

S. carnosus utilis Probst et al. 1998

S. chromogenes (Devriese et al. 1978), Hajek et al. 1986
S. cohnii cohnii Schleifer and Kloos 1975

S. cohnii urealyticum Kloos and Wolfshohl1991

S. condimenti Probst et al. 1998

S. delphini Varaldo et al. 1988

S. epidermidis Winslow and Winslow 1908; Evans 1916
S. equorum equorum Schleifer et al. 1984

S. equorum linens Place et al. 2003

S. felis Igimi et al. 1989

S. fleurettii Vernozy-Rozand et al. 2000

S. gallinarum Devriese et al. 1978

S. haemolyticus Schleifer and Kloos 1975

S. hominis hominis Kloos and Schleifer 1975

S. hominis novobiosepticus Kloos et al. 1998

S. hyicus (Sompolinski 1953), Devriese et al. 1978
S. hyicus chromogenes Devriese et al. 1978

S. intermedius Hajek 1976

S. kloosii Schleifer et al. 1984

S. lentus Kloos et al.1976, Schleifer et al. 1983
S. lugdunensis Freney et al. 1988

S. lutrae Foster et al. 1997

S. muscae Hajek et al. 1992

S. pasteuri Chesneau et al. 1993

S. piscifermentans Tanasupawat et al. 1992

S. saccharolyticus Kilpper-Balz and Schleifer 1981

S. saprophyticus bovis Hajek et al. 1996

S. saprophyticus saprophyticus Shaw et al. 1951




Tablo 2.1'in devamu.

S. schleiferi coagulans Igimi et al. 1990

S. schleiferi schleiferi Freney et al. 1988

S. sciuri carnaticus Kloos et al. 1997

S. sciuri lentus Kloos et al. 1976

S. sciuri rodentium Kloos et al. 1997

S. sciuri sciuri Kloos et al. 1976

S. simulans Kloos and Schleifer 1975
S. succinus casei Place et al. 2003

S. succinus succinus Lambert et al. 1998

S. vitulinus Websteret al. 1994

S. warneri Kloos and Schleifer 1975
S. xylosus Schleifer and Kloos 1975

Guntimiize kadar Staphylococcus genusunda 35 tiir ve 17 alt tiir saptanmugtir
(Tablo 2.1). Bu tiirler i¢inde patojenitesi en yiiksek olan S. aureus'tur. KNS 'ler

icerisinde klinik 6rneklerden en sik izole edilen tiir S. epidermidis'tir (1).

2.3. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Stafilokoklar; 0,5-1,7 um capinda, hareketsiz, sporsuz, gram pozitif boyanan
koklardir. Stafilokoklar tekli hiicreler, ¢iftler, tetratlar veya kisa zincirler halinde

bulunabilir, fakat genel olarak diizensiz kiimeler halinde bulunurlar (2).

2.4. Ureme ve Kiiltiir Ozellikleri

Fakdiltatif anaerob olan bu bakteriler (S. saccarolyticus ve S. aureus subsp.
anaerobius hari¢) cogunlukla aerob iiremeyi tercih ederler. Basit besiyerlerinde dahil
birgok besiyerinde iireyebilen stafilokok tiirlerinin ¢ogunlugu 30-37°C’de 18-24 saat
icinde 1-3 mm ¢apinda koloni olustururlar. Optimal 37°C’de ve pH 7.4°te
iiremelerine kargin 18-40°C gibi genis bir sicaklik arahiginda ve pH 4,2-9,3 arasi
tireyebilirler. % 10 ve daha az sodyum kloriir (NaCl) i¢eren ortamlarda iyi, % 15
NaCl’'li ortamda zayif trerler. S. aureus suslarinda sar1 pigment ve beta hemoliz
goriliir. S. aureus kiiltiirde S tipi, yuvarlak, hafif kabarik, parlak ve 1slak koloniler
olusturur. KNS'ler ise S tipi, hafif konveks kabarik ve genellikle pigmentsiz

koloniler olusturur (13).



2.5. Biyokimyasal Ozellikleri

S. aureus suslar1 koagiilaz pozitiftir. Koagiilaz pozitif olan diger stafilokoklar;
S. intermedius, S. lugdunensis, S. hyicus, S. delphini, S. lutrae ve S. schleiferi
subsp.'dir. Genellikle katalaz pozitif (S. saccharolyticus ve S. aureus subsp.
anaerobius harig), oksidaz negatif (S. sciuri, S. lentus ve S. vitulinus harig)
mikroorganizmalardir. Stafilokoklar basta glukoz olmak tizere maltoz, laktoz, fruktoz
gibi karbonhidratlarin ¢ogunu asit olusturarak parcalar fakat gaz olusturmazlar.

Mannitolu ise sadece S. aureus fermente eder. Nitrati nitrite indirgerler (1, 13).

2.6. Virulans ve Patojeniteleri

2.6.1. Kapsiil

Stafilokoklar genellikle kapsiilsiiz olmakla birlikte, hiicre duvarlarinin en dig
tabakasinda polisakkarit bir kapsiil bulundurabilmektedirler. Bu yapi polimorfo-
niikleer hiicreler tarafindan organizmanin fagositozunu onlemek, ayni zamanda
prostetik yiizeylere ve konak hiicrelere tutunmasini saglamaktan sorumludur. Bugiine
kadar tanimlanan 11 kapstiler serotip bulunmaktadir. Enfeksiyonlarin ¢ogundan

serotip 5 ve 7 sorumludur (1, 13).

2.6.2. Genom

Stafilokok genomu; profajlar, plazmidler ve transpozonlar1 i¢eren yaklasik
2800 baz ciftinden olugmaktadir. Antimikrobiyal diren¢ ve bakteri viriilansindan
sorumlu olan bu genler kromozom veya ekstrakromozomal yapilar tizerinde

bulunabilir (14).

2.6.3. Hiicre duvari

2.6.3.1. Peptidoglikan tabaka;

Peptidoglikan tabakas1 hiicre duvarina sertlik vermekte ve hiicre duvari kuru
agirliginin % 50'sini olusturmaktadir (1, 14). Bu tabaka N-asetil glikozamin ve N-
asetil muramik asitin B-1,4 bagi ile baglanmasiyla olusmaktadir. Peptidoglikan
zincirleri N-asetil muramik aside baglanan tetrapeptid zincirleri ve pentaglisin

koprileri tarafindan ¢apraz baglanmaktadir (15). Cok sayidaki ¢capraz bag igerigi, bu



bakterilerin hiicre duvarlarinin ¢ok saglam bir yapiya sahip olmasini saglayarak
konak dokularda bu bakterilerin canliliklarini = siirdiirebilmelerini saglar (16).
S. aureus’ da ¢apraz bag orani yiiksektir ve bu 6zellik bakterilerin viicudun énemli
savunma sistemlerinden olan lizozime karsi direngli olmasina neden olur (15).
Peptidoglikan; endojen pirojenlerin  iiretimini, kompleman aktivasyonunu,
monositlerden interlokin-1 tiretimini ve 16kositlerin kemotaksisini uyaran endotoksin

benzeri aktiviteye sahiptir (17).

2.6.3.2. Teikoik asit;

Sadece gram pozitif bakterilerde bulunan teikoik asit, hiicre duvar1 kuru
agirhiginin % 30-50'sini olusturmaktadir. Teikoik asit, mukozalarda bulunan 6zgiil
reseptorleri ile birleserek stafilokoklarin konak hiicreye yapismasini saglar. Ribitol
teikoik asit ve gliserol teikoik asit olmak tizere iki tiptir. Ribitol teikoik asit hiicre
duvarindan uzanirken, gliserol teikoik asit hiicre membranindan uzanmaktadir.
Teikoik asitler hiicre duvari stabilizasyonunda, hiicre membrani ile hiicre duvari
biitinliiglinin saglanmasinda, hiicre fonksiyonlar1 i¢in gerekli kiiclik iyonlarin
baglanmasinda, peptidoglikan sentezinde ve ¢ogalma sirasinda septum olusumunda
gorev alir. Teikoik asitler zayif immunojen olmalarina ragmen peptidoglikana
baglandiklarinda 6zgiil antikor cevabi olustururlar. Bu antikor cevabinin takip
edilmesi, sistemik stafilokok enfeksiyonlarinda tanisal olarak kullanilabilir, ancak

diger tanisal testlere gore daha az duyarl bir yontemdir (1, 13, 17).

2.6.3.3. Yiizey proteinleri;

Protein A, elastin, kollajen, fibronektin baglayan proteinler ve clumping
faktor; kimyasal yapilar1 ve hiicre duvar1 yerlesimleri birbirlerine benzerlik gosteren
stafilokoksik yiizey proteinleridir. Yiizey proteinlerinin en Onemli gorevi
stafilokoklarin konak dokulara kolonizasyonunu saglamaktir. Protein A bu
proteinlerin prototipi olarak kabul edilmektedir. Ureme sirasinda ortama salinan
serbest, hiicreye bagli ve hiicre disina salgilanan olmak tizere 3 tiptir. Protein A’nin
en 6nemli 6zelligi, IgG3 disindaki tiim IgG ve IgA2 ile bazi IgM’lerin Fc reseptorleri
ile reaksiyona girebilmesidir (1, 9, 18). Bu nedenle bakteriyi komplemanin,
antikorlarin ve fagositik hiicrelerin zararh etkilerine kars1 korur (13). Ayrica protein

A baz1 enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda in vitro deneylerde kullanilmaktadir. Bu



testlere koagliitinasyon adi verilir ve sadece antijen aramak amaciyla kullanilan bir

tan1 yontemidir (17).
2.6.4. Toksinler

2.6.4.1. Sitolitik toksinler;

Stafilokoklar, konak hiicre morfolojisini ve/veya fonksiyonunu etkileyen ¢ok
sayida ekstraseliiler protein yapisinda toksin {iretebilir. Bu toksinler sayesinde
bakteriler yogun inflamatuar yanit olan dokularda bile iiremelerine devam
edebilmektedirler. Lokosidin ve hemolizinler en iyi tanimlanan sitolitik toksinlerdir
(1,9, 16).

Alfa hemolizin: Eritrosit, polimorfoniikleer 16kosit, trombosit ve
fibroblastlar1 igeren bir¢ok hiicre iizerinde sitolitik etkiye sahip olan en onemli
hemolizindir (17). Bakteriyel kromozomlar veya plazmidler tarafindan
kodlanmaktadir. En giiclii membran hasar proteinidir. Hiicre membranina baglanarak
membran iizerinde litik etki olusturur. insan makrofajlar1 ve plateletleri iizerinde litik
etki olustururken, monositler zarar gormezler. Hemolitik, dermonekrotik ve letal

etkileri bulunmaktadir (13, 16).

Beta hemolizin: Farkli hiicreler iizerine etkisi olan bir sfingomyelinazdir.
Dermonekrotik etkisi bulunmamaktadir. En iyi koyun eritrositlerine etki etmekle
beraber insan eritrositleri tizerinde orta dereceli toksisiteye sahiptir. Bu toksinin en
onemli 6zelligi sicak-soguk lizis yapabilmesidir. Yani diisiik 1silarda lizis 6zelligi
daha da artmaktadir. Isiya dayaniksiz bir toksindir (13). Bu toksinin insan
enfeksiyonlarindaki rolii hentiz tam olarak agiklanamamistir. Ancak alfa hemolizinle
birlikte stafilokok enfeksiyonlarinin tipik abse formasyonu ve doku hasarindan
sorumlu olabilecegine inanilmaktadir (17, 19).

Gama hemolizin ve Panton-Valentine lokosidin: Gama hemolizin
proteinleri hemolizin y A (HIgA), hemolizin y B (HlgB), ve hemolizin y C (HIgC),
olmak tizere {i¢ tiptir. Panton-Valentine 16kosidin proteinleri ise LukS-P-V ve LukF-
P-V olmak tizere iki tiptir. HIgA, HlgC ve LukS-P-V proteinlerine, ¢oziicii iginde
yavas ayristiklarindan S (“slow-eluting protein”) proteinleri, HigB ve LukF-P-V
proteinlerine ise ¢oziicii icinde hizli ayristiklarindan dolay1 F (“fast-eluting protein”)

proteinleri ad1 verilmistir. Bu {i¢ S proteininden her biri, iki F proteininden biri ile



baglanarak ikili kompleksler olusturur. S ve F proteinlerinden higbiri tek basina
hemolitik veya lokosidal aktivite gosteremez. Notrofil ve makrofajlar tizerine litik
etkisi vardir ancak hemolitik aktivitesi yoktur (1, 17).

Delta toksin: Eritrosit, lokosit, makrofaj, lenfosit ve trombositleri hasara
ugratan bir proteindir. Genis biyolojik aktiviteye sahip olan bu toksin, hiicre
membran biitiinliglinii bozarak adenilat siklazi aktive eder ve cAMP salinimina
neden olur. Bu enzimatik aktivite, Stafilokoksik Toksik Sok Sendromu ve
stafilokokal besin zehirlenmesinde rol oynar. Antijenik 6zellik gostermez (1, 2, 9,

17).

2.6.4.2. Enterotoksinler

Isiya dayanikli (100 C'de 30 dakika), mide ve jejunum enzimlerine kars:
direncli, polipeptit yapisinda maddelerdir. Farkli antijen yapisina sahip 8 cesit
stafilokok enterotoksini (A, B, Cl, C2, C3, D, E ve F) saptanmistir. Besin
zehirlenmelerinde karsimiza ¢ikan en yaygin toksin enterotoksin A'dir. Enterotoksin
B ise hastane enfeksiyonlarinda ¢ok karsilagilan bir toksindir. Enterotoksin B ve
nadiren enterotoksin C menstruasyon disi toksik sok sendromu olgularinin yaklasik
yarisindan sorumludur. Bu toksinler siiperantijen olup, sitokin salimimi ve T

hiicrelerinin nonspesifik aktivasyonunu uyarabilirler (2, 17).

2.6.4.3. Eksfoliyatif toksin (Eksfoliyatin)

Eksfoliyatif toksin A ve B olmak {iizere iki gruba ayrilmaktadir. Eksfoliyatif
toksin A 1stya direngli olup kromozomal kokenli bir proteindir. Eksfoliyatif toksin B
ise 1stya duyarli plazmid aracili bir proteindir. Bu iki protein biyokimyasal ve
antijenik yapilar1 bakimindan farkli olmasina ragmen benzer biyolojik aktiviteye
sahiptirler (1,13). Bu toksinlerin benzer aktiviteleri, stiperantijen 6zelliginde olmalari
ve proteolitik aktiviteye sahip olmalaridir (19). Stafilokokkal Haslanmis Deri
Sendromu'na neden olan bu toksinler, epidermisdeki stratum granulosum tabakasini
olusturan hiicrelerin interseliiler baglarinin kopmasina ve stratum granulosumun

ayrilmasina neden olurlar (20).



2.6.4.4. Toksik sok sendrom toksin-1 (TSST-1)

TSST-1 toksik sok sendromuna neden olan ve bir ¢ok S. aureus tarafindan
olusturulan toksindir. Siiperantijen yapisinda olan bu toksin 1siya ve proteolitik
enzimlere direnc¢lidir. Toksik sok sendromu ates, diyare, deride yaygin kirmizi
dokintiiler, mental konfiizyon, ciddi hipotansiyon, bobrek yetmezligi ile karakterize
klinik bir tablodur (1, 9). TSST-1 diisiik konsantrasyonlarda endotelyal hiicrelerden
sizinttya neden olurken, yiiksek konsantrasyonlarda hiicrelere sitotoksik etki
gostermektedir (21). Son zamanlarda koagiilaz negatif stafilokoklarin da TSST-1
uretebildikleri ve bu organizmalar tarafindan olusturulan toksik sok sendromu

vakalar1 bildirilmistir (22).

2.6.5. Enzimler

2.6.5.1. Katalaz;

Tium stafilokok tiirleri (S. saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius
hari¢) tarafindan iiretilen toksik hidrojen peroksidi toksik olmayan oksijen ve suya
ayristiran bir enzimdir. Bu enzim sayesinde bakteriler fagositoz sonrasinda da

yasamini stirdiirebilir (23).

2.6.5.2. Koagiilaz;

S. aureus tarafindan olisturulan bir enzimdir. Bagli ve serbest olmak tizere iki
cesit koagiilaz enzimi bulunmaktadir. Baglh koagiilaz hiicre duvarinda bulunur ve
dogrudan fibrinojene baglanarak fibrine doniistiirir. Sonu¢ olarak kiimelesmeye
neden olur. Serbest koagiilaz ise plazmada “coagulase-reacting factor (CRF)” ile
birleserek bir trombin benzeri faktdr (staphylothrombin) olusturur. Bu faktor
fibrinojeni fibrine doniistiirerek kiimelesmeye neden olur. Bu sekilde bakterinin

etrafi fibrinle ¢evrilir ve bakteri fagositoza karsi direncli hale gelir ( 1, 19).

2.6.5.3. Lipaz;

Lipaz enzimi S. aureus'larin timi ve KNS'lerin % 30'u tarafindan
tiretilmektedir. Bu enzim lipitleri pargalar ve bakterilerin viicudun lipit¢e zengin

bolgelerinde yasamini siirdiirmesini  ve yayilmasini saglar. Ayrica yiizeyel dokulari
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invaze ederek fronkiil ve karbonkiil gibi enfeksiyonlarmin gelisimine neden

olmaktadir (19, 23).

2.6.5.4. Hyaliironidaz;

S. aureus'larin % 90'mdan fazlasi tarafindan tiretilen antijenik 6zellige sahip
bir enzimdir. Bag dokunun yapisinda bulunan hyaliironik asidi pargalar ve

bakterinin dokuda yayilmasini kolaylastirir (1).

2.6.5.5. Fibrinolizin (Stafilokinaz);

Plazmada bulunan plazminojeni aktive eder ve plazmine cevirir. Plazmin

fibrinolitik etki gostererek fibrini pargalar ve bakterinin yayilmasini kolaylastirir

(17).

2.6.5.6. Deoksiriboniikleaz (DNase);

Deoksiriboniikleaz DNA'y1 hidrolize eden bir fosfodiesterazdir. S. aureus
izolatlarinin % 90-96'sinda bulunur ve 1stya direnglidir. Patojenitedeki rolii heniiz

bilinmemektedir (1).

2.6.5.7. Penisilinaz (Beta-laktamaz);

Beta-laktamaz enzimi, penisilin grubu antibiyotiklerdeki beta-laktam
halkasimin hidroksil grubunu parcalayarak etkisiz hale getirir. Sonu¢ olarak
bakteriler hiicre duvari sentezini inhibe eden beta-laktam grubu antibiyotiklere kars1
direngli hale gelir. Bu enzimleri kodlayan direng¢ genleri plazmidler ve transpozonlar

araciligiyla diger suslara aktarilir (23, 24).

2.6.5.8. Slime faktor;

Bazi KNS'ler tarafindan sentezlenen, % 40’1 karbonhidrat, % 27’si protein
yapisinda, kuvvetli antijenik 6zellige sahip bir maddedir. Bu madde stafilokoklarin
katater ve diger sentetik maddelere kolayca yapismasina ve kolonize olmalaria
neden olur. Hiicresel immun yanit1 baskilar, opsonizasyonu, nétrofil kemotaksisini

ve notrofil fagositozunu inhibe eder (1, 20).
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2.7. Epidemiyoloji

Stafilokoklar sistemik ve lokal bir¢ok enfeksiyona neden olan ve son yillarda
bazi antimikrobiyal ajanlara diren¢ gelistirmesi nedeniyle ©nem kazanan
mikroorganizmalardir (25). Siklikla deri ve deri ile iliskili bezlerde, bazen de
orofarinks, gastrointestinal ve tirogenital mukozada kolonize olurlar (23).
Yenidoganlarda S. aureus suslar1 gobek g¢evresi, perianal bolge, deri ve bazen de
gastrointestinal sistemde kolonize olur. Ileriki donemlerde ise S. aureus’un en Snemli
kolonizasyon bolgesi 6n nazofarinkstir. Saglikli erigkinlerde kolonizasyon % 10-20
oranminda kalic1 olmakla birlikte, % 30-50 arasinda degismektedir (26). KNS'ler
mukozalar iizerinde, nemli bolgelerde ve 6zellikle deride, normal flora elemani
olarak bulunurlar. Aksilla, burun delikleri, perine gibi nemli bélgelerde 10°-10°
CFU/cm’® (colony forming unit/cm?), kuru yiizeylerde ise 10-10° CFU/cm® gibi
miktarlarda bulunurlar (27). Tip 1 diyabetli hastalar, intravenéz uyusturucu
kullananlar, hemodiyaliz ve cerrahi operasyon ge¢irmis hastalar, atopik dermatitliler,
kazanilmis immun yetmezIlikli hastalar ve IL-2 tedavisi goren hastalarda tasiyicilik
orani genel poplilasyona gore daha fazladir (28). Stafilokoklar yiiksek 1s1,
dezenfektanlar ve antiseptik soliisyonlara duyarlidir fakat kuru yiizeylerde uzun siire
canli kalabilirler. Stafilokoklar direkt temasla veya kontamine ara¢c ve gereclerle
yayilirlar (17). Etken olduklar1 hastane enfeksiyonlarinda en 6nemli kaynak, hastalar
veya hastane personelinin burun tasiyiciligidir (29). Toplumda kontrol, kronik veya
tekrarlayan tasiyicilara yoneliktir. Korunmanin temelinde hijyen kosullarina uyulma,
deri temizligine dikkat edilme ve gida islemiyle ilgilenenlerin temizlik kurallarina

uyma prensipleri bulunmaktadir (30).

2.8. Stafilokoklarin Neden Oldugu Enfeksiyonlar
2.8.1. Staphylococcus aureus enfeksiyonlari:

S. aureus gerek toksinleri aracilig ile gerekse invazyon ve sistemik yayilim

ile cesitli enfeksiyonlara neden olur (16).

2.8.1.1. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari

S. aureus impetigo, follikiilit, fronkiil, karbonkiil, mastit, selliilit, yara

enfeksiyonlar1 ve hidradenitis siipiirativa gibi klinik tablolara yol acabilir. Deri
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enfeksiyonlar1 hizla yayilarak selliilit, lenfanjit, lenfadenit ve nekrotizan fasiite neden

olabilir (31).

2.8.1.2. Dolasim sistemi enfeksiyonlari

Klinik tablolar bakteriyemi, endokardit ve perikardit seklinde seyreder (20).

2.8.1.3. Solunum sistemi enfeksiyonlar1

Toplumdan kazanilmis S. aureus pndmonileri genellikle influenza
epidemilerinden sonra goriiliir. Hastane kokenli S. aureus pnomonileri ise genellikle

entiibasyon sonrasi veya aspirasyona bagli olarak goriiliir (20).

2.8.1.4. Kas ve iskelet sistemi enfeksiyonlari

Klinik tablolar osteomiyelit, septik artrit, septik bursit ve piyomyozit seklinde
goriiliir (26).

2.8.1.5. Santral sinir sistemi enfeksiyonlari

Tanisal girisimler veya cerrahi sonrasi dogrudan yayilimla ya da nadiren

bakteriyemi ve endokardite sekonder hematojen yolla gelisirler (20, 26).

2.8.1.6. Uriner sistem enfeksiyonlar

Hematojen yolla veya katater kullananlarda asendan yolla gelisebilir (20, 26).

2.8.1.7. Toksinlere bagh olarak gelisen enfeksiyonlar

Haslanmis deri sendromu: Eksfoliyatif toksin tarafindan olusturulur.
Yenidoganlarda yaygin epitelyum deskuamasyonu vardir. Deri dokiintiileri 16kosit ve
mikroorganizma igermez (20, 26).

Toksik Sok Sendromu: S. aureus'un salgiladigi enterotoksin ile kontamine
gida tiiketiminden kaynaklanir. Kusma, ishal ve karin agrisiyla karakterizedir (20,
26).

Besin Zehirlenmesi: TSST-1 'in neden oldugu septik sok benzeri bir klinik
tablodur (20, 26).
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2.8.2. Koagiilaz negatif stafilokok enfeksiyonlar:

Gegmiste KNS'lerin insan viicudunun dis ortamla temasta olan yiizeylerinde,
ozellikle deride, normal flora elemani olarak bulundugu disiintiliirken, gliniimiizde
S. aureus kadar 6nemli bir patojen oldugu anlasilmistir. Basta S. epidermidis olmak
tizere KNS’ler son yillarda hastane enfeksiyonlarinin énemli etkenlerindendir. Bu
durumun nedeni normal flora bakterileri olmalari ve invaziv girisimler sonucu
kolayca almabilmeleridir. Insanlarda en fazla patojen olanlar S. epidermidis ve
S. saprophyticus’tur (28, 32).

Yatan hastalarin ¢oguna yattiklar1 siire boyunca damar i¢i ara¢ uygulanir.
KNS’ler; damar i¢i kataterlerin stk kullanildigr  birimlerde nozokomiyal
bakteriyemiye en sik neden olan bakterilerdir (33). Intravenéz katater
enfeksiyonlarinda, cogunlukla S. epidermidis etken olarak gosterilmektedir (34).

Koagiilaz negatif stafilokoklarin etken oldugu dogal kapak endokarditi nadir
goriiliir ve tiim endokardit olgularinin % 5-8’ini kapsar. Endokardit olusumu, ge¢ici
bakteriyemiler sirasinda KNS’lerin hasar gérmiis kalp kapaklarina ve endokarda
tutunmalar1 ile gerceklesmektedir. Prostetik kapak endokarditlerinde ise KNS'ler
siklikla etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir (35).

Katater ve sant enfeksiyonlarinin % 50°den fazlasindan KNS’ler sorumludur.
En sik gozlenen etken S. epidermidis’dir. S. epidermidis’in 6zellikle katater, sant,
plastik protez gibi yabanci cisimlerin bulundugu ortamlara afiniteleri biiyiiktiir (36).
S. aureus ile kiyaslandigi zaman KNS'ler nadiren osteomiyelit etkeni olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Fakat iki durumda osteomiyelit etkeni olarak one ¢ikarlar.
[lki eklem protezi takilmasi sonrasi1 gelisen protez enfeksiyonu ve ikincisi agik kalp
cerrahisi olmus hastalarda gelisen sternal osteomiyelitlerdir (1).

Staphylococcus saprophyticus, geng kadinlardaki idrar yolu enfeksiyonlarina
neden olan bir KNS'dir. Bunun disinda nadir olarak S. epidermidis de idrar yolu

enfeksiyonlarina neden olmaktadir (35).
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2.9. Tam

2.9.1. Koloni morfolojisi:

S. aureus kolonileri, kanli agarda 24 saat inkiibasyon sonunda genellikle sari-
turuncu, diizglin kenarli, yuvarlak, kremsi ve hafif konveks koloniler olustururlar.
Baz1 S. aureus kolonileri kanli agarda beta-hemoliz yapabilir. KNS kolonileri ise

hafif konveks kabarik, S tipi, parlak ve genellikle pigmentsizdir (1,19).

2.9.2. Gram boyama:

Temiz bir lam {izerine bir damla serum fizyolojik damlatilir ve stafilokok
kolonileri homojen bir sekilde karistirilir. Havada kurutulur ve ardindan 3 kez
alevden gecirilir. Gram boyamaya tabi tutulur; kristal viyole (1 dakika), liigol eriyigi
(1 dakika), % 96°lik etil alkol ile yikama (10 saniye) ve son olarak sulu fuksinde (30
saniye) bekletilir. Immersiyon yagi ile 100X'te yapilan incelemede gram pozitif
tizim salkimina benzeyen kok seklindeki mikroorganizmalar stafilokok olarak

degerlendirilir (1,19).

2.9.3. Katalaz testi:

H,0; 'yi su ve oksijene ayristiran katalaz enziminin gosterilmesi i¢in yapilir.
Gram pozitif olan stafilokok ve mikrokoklarin, streptokok iiyelerinden ayrimini

saglar (1,19).

2.9.4. Koagiilaz testi:

S. aureus’u diger stafilokoklardan ayirt etmede en yaygin kullanilan testtir.
Tiip koagiilaz ve lam koagiilaz testi olmak tizere iki sekilde yapilabilir. Her iki test
icin EDTA’ll tavsan plazmasi Onerilmektedir; ancak insan plazmasi da
kullanilabilmektedir. Koagtilaz pozitif olan Ornekler S. aureus olarak
degerlendirilirken, negatif 6rnekler KNS olarak adlandirilir (1,19).

a. Tiip koagiilaz: Stafilokoklarin salgiladiklar1 serbest koagiilaz arastirilir.
Bu madde plazmada bulunan “coagulase reacting factor” (CRF) ile iligki kurar ve
fibrinojeni fibrine doniistiirerek pihtilasmaya yol agar. Tavsan veya insan plazmasi

kullanilabilir. Kiltiir ve plazma karigimi hazirlanir ve tiip 37°C de inkiibasyona
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birakilir. Pihtilasma olup olmadigi 1, 3, 6 ve 24. saatlerde gézlemlenir. Pihtinin

olusmasi pozitif sonug olarak degerlendirilir (1, 19).

b. Lam koagiilaz: Bu test ile bagl koagiilaz (clumping factor) arastirilir.
Besiyerinden 6ze ile alinan stafilokok kolonileri lam {izerinde bir damla distile su ile
homojenize edilir ve iizerine bir damla plazma damlatilip bir miiddet karistirilir.
Gozle goriilen kiimelesmeler pozitif olarak degerlendirilir (1, 19).

Stafilokoklarin tanimlanmasinda kullanilan diger yontem ve kriterler Tablo

2.2'deki gibidir.

Tablo 2.2. Stafilokoklarin tanimlanmasinda kullanilan testler (1)

S. aureus KNS

Tiip koagiilaz + -
Lam koagiilaz + -/+
DNase + (-)
Hemolizinler + -+
Katalaz + +
Oksidaz - -
Alkalen fosfataz + -+
Prolidoniz arilamidaz - -/+
Ornitin dekarboksilaz - -+
Ureaz d -+
Beta galaktosidaz - -/+
Asetoin {iretimi + +/d
Novobiyosin direnci - (-)
Polimiksin B direnci + +/-
Mannitolden asit olusumu | + -/d

+: pozitif, -: negatif, d: degisken, (-): biiyiik cogunlugu negatif

2.9.5. Micrococcus tiirlerinin Staphylococcus tiirlerinden ayrilmasi

Katalaz pozitif, Gram pozitif kok grubundan olan mikrokok ve stafilokoklar1
ayirmak i¢in agagidaki testler uygulanabilir.

Modifiye oksidaz testi; Dimetil Siilfoksit i¢inde tetrametil-p fenilendiamin
dihidroklorid eriyigi emdirilmis filtre kagitlar1 kullanilir. Besiyerinden alinan koloni
diskin tizerine siirtiildiiginde 30 saniye i¢inde mavi-mor renk olusumu testin pozitif

oldugunu gosterir. Oksidaz negatif suslar stafilokok olarak kabul edilir.
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Basitrasin duyarhlhik testi; Stafilokoklar disk diflizyon yonteminde
basitrasine (0,04 U) direnglidirler. Mikrokoklar duyarlidir ve >10 mm zon
olustururlar (Tablo 2.3).

Tablo 2.3. Mikrokok ve Stafilokoklarin ayriminda kullanilan testler (1)

Mikrokoklar Stafilokoklar

Lizostafin R S
Furazolidon (100 pg) disk R S
Basitrasin (0.04 U) disk S R
Eritromisin (0.4 pg/mL) varliginda - +
gliserolden asit olugturma

Anaeorobik sartlarda glukozdan asit - +
olusturma

Modifiye oksidaz testi + -

R: Direncli, S: Duyarh, +: Pozitif, -: Negatif
2.10. Tedavi

Stafilokoklarda antibiyotiklere karsi gelisen hizli direngten dolayi, uygun
antibiyotigin se¢imi i¢in antibiyotik duyarlilik testleri yapilmalidir. Direng¢ gelisimi
daha c¢ok S. aureus suslarinda goriilmektedir. S. aureus’un neden oldugu
bakteriyemi, pndmoni, endokardit ve osteomiyelit gibi agir seyirli enfeksiyonlarda
yiiksek dozlarda ve uzun siireli antibiyotik uygulanmasi gerekmekte ve buna baglh
olarak diren¢ gelismektedir (9, 37). Metisiline direngli stafilokoklara karst en etkili
antibiyotik vankomisindir (38).

2.10.1. Stafilokok enfeksiyonlarinda kullanilan bashca antibiyotikler

Penisilinaza direncli penisilinler (Antistafilokokal penisilinler):
Metisilin, nafsilin ve izoksazolil penisilinler (kloksasilin, dikloksasilin, flukloksasilin
ve oksasilin) bu grupta bulunmaktadir. Bu antibiyotikler beta laktamazlarin
hidrolizine kars1 direnglidirler. Etkinlikleri stafilokok enfeksiyonlar1 ile sinirh
oldugundan dolay1 bu antibiyotiklere "antistafilokokal penisilinler" de denilmektedir.
Stafilokoklarda metisilin direnci, beta laktamlara genel direnci ifade etmektedir. Bu
nedenle metisiline direngli stafilokoklarin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde

beta laktam antibiyotikler 6nerilmemektedir (39).
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Beta laktamaz inhibitorlii kombine penisilinler:

Klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam ile ampisilin, amoksisilin,
tikarsilin, piperasilin gibi penisilin tiirevlerinin kombinasyonundan olugan ve beta-
laktamaz salgilayan bakterileri etkileyen antibiyotiklerdir (39).

Sefalosporinler:

Etki mekanizmalarini bakteri hiicre duvar1 sentezinde rol oynayan PBP’lere
baglanarak inhibisyon yoluyla gosterirler. Sefalosporin direnci siklikla PBP’lerde
degisiklik sonucu gelisir. Yapilarina ve antimikrobiyal etkinliklerine gore dort kusak
altinda toplanirlar. Birinci kusak sefalosporinler, metisiline duyarli stafilokoklara
(MSS) en etkili gruptur. Ancak hi¢ bir sefalosporin kusaginin MRSA iizerine
etkinligi yoktur (40,41).

Karbapenemler:

Karbapenemlerin iki iiyesi; imipenem ve meropenemdir. Beta-laktam
antibiyotikler icinde en genis spektruma sahiptirler. Karbapenemlerin gram pozitif
aerob bakterilere etkileri oldukga fazladir. MSSA suslarina etki gosterirken, MRSA
suslarma etkisizdirler (39, 42).

Aminoglikozidler:

Aminoglikozidler, gram pozitif koklarin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde beta laktam antibiyotikler ve vankomisin gibi diger bazi antibiyotiklerle
sinerjik etkilerinden yararlanmak amaciyla kombine tedavide kullanilirlar.
Stafilokoklara en etkili aminoglikozidler; amikasin ve netilmisindir (43).

Makrolidler:

Makrolidler bakterilerde protein sentezini geri doniisiimlii olarak inhibe
ederek bakteriyostatik etki gosterirler. Metisiline direngli S. aureus suslar1 genellikle
eritromisine direnclidir. Stafilokoklarda eritromisin etkinliginin en az iki kati
oraninda klaritromisin ve azitromisin etkinligi s6z konusudur (44).

Trimetoprim-siilfametoksazol:

Stilfonamidler, paraaminobenzoik asit analoglari olup bu metabolik yolda
dihidropteroat sentaz enzimini, trimetoprim ise dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe
ederek bakterilerde tetrahidrofolik asit sentezini engeller. Yaygin ve uygunsuz
kullanim1 sonucu son yillarda bu kombinasyona karsi bircok bakteride direng

gelismistir (43).
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Kinolonlar:

Kinolonlar nalidiksik asit tiirevleridirler. DNA sentezini inhibe ederek etki
gosterirler. Hedefleri DNA-giraz ve topoizomeraz IV enzimleridir. Kinolonlar DNA-
enzim kompleksine baglanarak siipersarmal olusumunu engelleyerek hiicre 6limiine
neden olurlar. Siprofloksasin ve ofloksasinin klinik kullanima girdigi ilk yillarda
S. aureus'a kars1 ¢ok iyi etkinlik gozlenmis ancak kisa siirede direng gelismistir.
Levofoksasin gram pozitif ve atipik etkenlere karsi etkinligi artirtlmis bir
antibiyotiktir ve metisilin diren¢li kokenlere de etkili olabilir (45).

Linkozamidler:

Linkozamid iki iiyeden olusmaktadir, linkomisin ve klindamisin. Ribozomun
50S subunitine baglanarak protein sentezini inhibe ederler. Antibakteriyel
spektrumlar1 gram pozitif mikroorganizmalar ve anaerob mikroorganizmalarla
sinirhidir. Klindamisin genellikle metisiline duyarli S. aureus’a kars1 etkili ancak
metisiline direngli suslara karsi etkili degildir (45).

Kloramfenikol:

Ribozomun 50S subunitine baglanarak protein sentezini inhibe ederler.
Diren¢ mekanizmasi plazmid kontroliinde sentezlenen ve hiicre i¢i bir enzim olan
kloramfenikol asetil transferaz enzim aktivitesidir (45).

Tetrasiklin:

Tetrasiklinler, bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe ederek
bakteriyostatik etki gosterirler. Viicuttaki bakteri hiicresini secici olarak etkilerler.
Bunun nedeni aktif transport mekanizmasmin insan hiicresinde bulunmamasidir.
Protein sentezini inhibe ederek etki gosteren antibiyotikler arasinda en az seg¢icilik
gosteren ilaglardir. Stafilokoklar tet (K), tet (L), tet (M) olmak iizere ii¢ direng genine
sahiptir (46).

Rifampisin:

DNA'ya bagimli RNA polimeraz aktivitesini engelleyen, bakterisidal bir
ilagtir. Yiiksek intraseliiler diizeylere ulasir ve biyofilme penetre olabilirler. RNA
polimeraz enzimini kodlayan rpoB gen bolgesinde olusan mutasyonlar rifampisin

direncine yol acar (45).
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Fusidik Asit:

Bakterinin protein sentezini ribozomlara baglanmadan inhibe eden bir
antibiyotiktir. Etki mekanizmasimin 6zgiilligii nedeniyle beta laktam antibiyotiklerle
arasinda c¢apraz diren¢ olmadigi bildirilmektedir. Fusidik asit ¢esitli dokulara iyi
yayilmasi, toksisitesinin ve alerjik reaksiyonlariin az olmasi nedeniyle hem sistemik
hem de topikal metisilin direncli stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde onerilen
bir ilagtir (47).

Streptograminler (Kinopristin/Dalfopristin):

Streptograminler bakterilerde ribozomlarin 50S subunitine birbirlerine yakin
yerlerden ve geri doniislimsiiz olarak baglanarak protein sentezini inhibe ederler.
Kinopristin/dalfopristin; iki farkli streptogramin bilesiginin sinerjik etki gosteren
semisentetik bir kombinasyonudur. Tek basina sinirli bir antibakteriyel etkiye sahip
bu bilesikler birlikte sinerjistik etki olusturmalari nedeniyle iyi bir antibakteriyel
etkinlik gosterirler. Dar spektrumlu bir antibiyotik kombinasyonudur. Metisiline
duyarl ve direngli stafilokok suslarina etkilidirler (48).

Oksazolidinonlar (Linezolid-Eperozolid):

Etki mekanizmasi kendine 6zgii olup bakteriyel ribozomda 50S subunitinin
23S kismina baglanir. 70S baslatici kompleksin olusumunu inhibe eder ve protein
sentezini engellerler. Bu 06zgiilliikk nedeniyle diger antibiyotiklerle ¢apraz direng
gostermezler. Metisiline duyarli ve direngli stafilokok suslarina etkilidirler (49).

Mupirosin:

Primer ve sekonder deri enfeksiyonlarinda etken olan stafilokoklara
miikemmel in-vitro etkinlik gosterir. 1zol6sil-tRNA sentetazi inhibe ederek protein
sentezini engeller. Metisiline direncli stafilokoklarin biiyiikk bir kismi1 mupirosine
duyarl olmakla birlikte ¢oklu antibiyotik direngli S. aureus suslar1 daha az duyarlhidir
(50).

Glikopeptitler:

Bu grup antibiyotikler (vankomisin, teikoplanin, ristosetin, avoparsin) gram-
pozitif bakterilerin hiicre duvarini olusturan peptidlerin terminal D-Ala-D-Ala
dizisine baglanarak transglikozilasyon reaksiyonunu ve peptidoglikan olusumunu

inhibe ederler. Cogalmakta olan bakteriler {izerinde bakterisidal etki gdsterirler.
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Glikopeptidler metisiline duyarli ve direngli stafilokok suslarina in vitro olarak ¢ok

etkilidir (45, 51).

2.10.2. Stafilokoklarda penisilin direnci

Penisilin G, 1940'l1 yillarda stafilokok enfeksiyonlarin tedavisinde basari ile
kullanilmis fakat kisa bir siire sonra penisilin G'ye direngli suslar izole edilmeye
baslanmistir (52). Stafilokoklardaki bu direncin nedeni penisilini parcalayan enzim
(penisilinaz) tretimidir. Penisilinaz, ekstrakromozomal bir DNA pargast ya da
plazmid tarafindan kodlanan ve penisilin varliginda iiretilen, yani indiiklenebilen bir
enzimdir. Penisilinaz veya daha genis anlamda beta-laktamaz adi verilen bu enzim
penisilini ve benzer antibiyotikleri, bakteriye zarar vermesine firsat birakmadan
kimyasal olarak inaktive etmektedir. Stafilokoklarda tanimlanan beta-laktamaz; blaZ
geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen bolgesinin ekspresyonu blaR1, blaR2
(regulator) ve blal (inhibitor) gibi diizenleyici genler ile saglanmaktadir.
Inhibisyondan sorumlu blal geni ortamda beta laktam antibiyotik yoklugunda blaZ
ve blaR gen bolgelerinin ¢alismasimi baskilar ve diisiik seviyede beta-laktamaz
tiretimine sebep olur. Ortamda beta-laktam antibiyotik varliginda ise b/aR1

tarafindan blaZ geni uyarilarak yiiksek miktarda beta-laktamaz tiretimi saglanir (53).

2.10.3. Stafilokoklarda metisilin direnci

Ilk olarak 1960 yilinda metisilin, daha sonra da stafilokoklar tarafindan
iiretilen penisilini pargalayan enzimlere (penisilinaz) dayanikli penisilin tiirleri
gelistirilmistir. Ancak iki yil gibi kisa bir siire sonra stafilokoklarda metisilin direnci
saptanmigtir (52).

Antibiyotik direnci olmayan bir stafilokokta; PBP1, PBP2, PBP3 ve PBP4
olarak adlandirilan baglica dort farkli PBP bulunmaktadir. Metisiline direngli
suslarda ise penisilin direncinden sorumlu olan ve beta laktamlara diisiik afinite
gosteren, PBP2” ya da PBP2a olarak adlandirilan farkli bir PBP bulunmaktadir (54).
PBP2a, mecA geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen indiiklenebilir 6zellikte ve
transdiiksiyon ile direncli suslardan duyarl suslara aktarilabilmektedir.

Son zamanlarda mecA gen homologu olan mecArgarsi'in de metisilin
direncinden sorumlu oldugu bildirilmistir. Niikleotid dizilerine gore kiyaslandiginda

mecA ve mecArgazs1 % 70 oraninda benzerlik gostermektedir. mecAgazs ilk olarak
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sigirlardan elde edilen S. aureus suslarinda saptanmis ve yalnizca hayvanlarda
bulundugu kabul edilmistir. Ancak yapilan son calismalarda mecAigazsi'in

insanlarda da metisilin direncinden sorumlu oldugu bildirilmistir (55).

2.10.4. Stafilokoklarda metisilin diren¢c mekanizmalari

Stafilokoklardaki metisilin direnci ti¢ farkli mekanizma ile gerceklesmektedir.

2.10.4.1. Kromozomal (intrinsik) metisilin direnci;

En sik karsilagilan diren¢ mekanizmasidir. Metisilin direncinden sorumlu
mecA genini tagtyan plazmid ve transpozonlarin yer aldigi gen kaseti, bakteri
kromozomuna entegre olmaktadir. mecA geninin etkisi ile direncgli stafilokoklarda
PBP2' ya da PBP2a denilen yeni bir PBP sentezlenmektedir. PBP2a beta-laktam
antibiyotiklere kars1 PBP’den daha diisiik afinite gostermektedir. Buna bagl olarak
beta-laktam antibiyotikler PBP2a’ya baglanmamaktadir. Sonug olarak bakteri hiicre
duvart i¢in gerekli olan peptidoglikan sentezi devam etmektedir. Stafilokoklarda
PBP2a sentezinin diizenlenmesinde mecR1 ve mecl ad1 verilen iki diizenleyici gen
onemli rol oynamaktadir. Bu genler mecA gen transkripsiyonunu diizenlemektedir.
mecR1 membrana bagli bir sinyal tasiyici protein olan MecR1’1 kodlarken mecl
transkripsiyonel diizenleyici bir protein olan MecI’y1 kodlar. MecR1 ve Mecl
proteinleri, beta-laktamaz iiretiminin diizenleyici proteinleri olan BlaR1 ve Blal
proteinleri ile biiylik oranda benzerlik gosterirler. BlaR1 ve Blal proteinleri plazmid
iliskili, beta-laktamaz tiretiminden sorumlu bir gen olan blaZ gen sisteminin
diizenleyici proteinleri olup blaR1 ve blal genleri tarafindan kodlanmaktadirlar.
BlaR1 ve Blal proteinlerini kodlayan genlerin diizenlenmesi mecA sistemi ile yliksek
oranda dizi benzerligi gosterir. Bu durum mecA sisteminin diizenleyici genlerinin
blaZ gen sisteminden gelistigini diisindiirmektedir. Operator bolgelerin benzerligi
dolayisiyla Blal proteini, PBP2a tiretimini etkileyebilmektedir (26). Bu nedenle blaZ
geni, BlaR1 ve Blal proteinleri kontroliinde PBP2a iiretimini indiikleyebilmektedir.
Bu durum bir ¢ok klinik MRSA susunda goriilmektedir (56). Beta-laktamaz iiretimi
indiklenebilir 6zellikte olabilmekte iken, PBP2a sentezi normal regiilatér genlerin
varliginda indiiklenebilir degildir; ancak bazi suslarda yiiksek metisilin
konsantrasyonlarinda PBP2a sentezi bir miktar indiiklenebilmektedir (26). Bunun

nedeni Mecl proteininin mecA geni {izerine olan baskilayici etkisinin, Blal proteinin
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blaZ geni lizerine olan baskilayici etkisinden daha gii¢lii olmasidir. Bunun bir sonucu
olarak; mecA geni tasiyor olsa da mecl ve mecR1 regiilator bolgeleri saglam olan
suslar, mecI’nin mecA Tlzerindeki baskilayict gen islevini etkili olarak
yapabilmesinden dolay1 fenotipik olarak metisiline duyarlidir. Bu MRSA izolatlar
pre-MRSA olarak adlandirilirlar (57). Kromozomal metisilin direnci fenotipik olarak
ti¢ sekilde ortaya ¢ikmaktadir;

Homojen direnc; koloniyi olusturan bakteriler mecA genini tasirlar ve
hepsinde bu gen eksprese olmustur ve yiiksek diizeyde dirence neden olmaktadir.
Homojen direng; ortamin pH's1, 1sis1, tuz konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi gibi
cevresel faktorlerden etkilenmez (58).

Heterojen diren¢; mecA geni tasiyip metisiline direncli oldugu halde
fenotipik olarak metisiline duyarli gériinen bakterilerin neden oldugu direng tiirtidiir.
Stafilokoklarda metisilinin heterojen direnci, homojen direncten daha sik goriilmekte
ve saptanmasit daha gii¢ olmaktadir. Bu direncin nedeninin mecA disindaki
dizenleyici genetik elemanlarin mutasyonu olabilecegi diistiniilmektedir. Hem
genotipik Ozellikler hem de cevre sartlar ile ¢ok degisken olarak ortaya ¢ikan
heterojen diren¢ nedeniyle direngli bakteri fenotipik olarak duyarli bulunabilmekte
ve tedavinin basarisizlikla sonu¢lanmasina neden olabilmektedir (59).

Eagle-tip direng¢; suslar diisiik metisilin konsantrasyonlarinda metisiline
duyarl iken, yliksek konsantrasyonlarda direnclidirler. Bu tip direncin, saglam mecA
regiilator genlerinin yliksek metisilin konsantrasyonlarinda PBP2a sentezini

indiiklemeleri sonucu oldugu diistiniilmektedir (58).

2.10.4.2. Asir1 miktarda beta-laktamaz salgilanmasi;

Beta-laktamaz salgilanmasi esas olarak penisiline karsi dirence neden
olmaktadir. Metisilin bu enzimlere dayaniklidir. Ancak enzimler asir1 miktarlarda
salgilandiklar1 zaman metisilini de kismen parcalayarak metisilin direncine neden
olmaktadirlar (60). Bu direncin gorildiigii suslar BORSA (Borderline resistant

S. aureus) olarak adlandirilmaktadirlar (61).

2.10.4.3. PBP’lerdeki yapisal degisiklikler;

Bu tiir direng orta diizeyde metisilin direncine neden olmaktadir. Bu suslar

beta-laktamaz {iretemezler ve mecA geni tasimazlar ancak metisiline direnglidirler.
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Bu direng tiirtiniin mekanizmasinin, PBP’lerin yapisindaki mutasyonel degisikliklerle
ilgili oldugu diistiniilmektedir. Son yillarda beta-laktamaz negatif olup, mecA geni
tasimadiklart halde, metisiline diren¢li kokenler saptanmistir. Cok az sayidaki bu
izolatlarda, mevcut PBP’lerin beta-laktam antibiyotiklere diisiik afinite gosterdikleri

gorlilmistiir. Bunun sonucu olarak bu tip direngli suslara modified resistant S. aureus

(MODSA) adi verilmektedir (62).
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3. MATERYAL ve METOT

Calismamizda Ocak 2010-Kasim 2013 tarihleri arasinda Abant izzet Baysal
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilmis cesitli
klinik 6rneklerden izole edilen 84 S. aureus ve 82 KNS izolat1 olmak tizere toplam
166 izolat incelendi. izolatlarin tanimlanmasi Vitek 2 (bioMérieux, Fransa)
otomatize sistemi ve konvansiyonel yoéntemlerle yapildi. izolatlarin metisilin direnci
disk diftizyon, mikrodiliisyon, PBP2a lateks agliitinasyon, kromojenik besiyeri,
oksasilin tuz agar tarama testi ve polimerase chain reaction (PCR) yontemleriyle
belirlendi.

Calismamizda kullandigimiz izolatlarda, ayn1 hastadan elde edilen yalnizca
bir izolat kullanildi. Disk difiizyon ve MIK sonuglar1 Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) ve British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC)

kriterleri g6z oniinde bulundurularak degerlendirildi.

3.1. Mikrobiyolojik Kiiltiir ve identifikasyon islemleri

Laboratuvara gonderilen drnekler kanli agara ekilerek 35+2°C’de 24 saatlik
inkiibasyona birakildi. Yapilan kiiltiirlerde iireyen stafilokok siipheli kolonilerden
oncelikle Gram boyas1 yapildi. Gram pozitif kok olarak tespit edilen izolatlar lama
yayilarak tizerlerine % 3’liik H,O, damlatildi. Gaz kabarcigr olusturan, katalaz
pozitif bakteriler stafilokok olarak kabul edildi. S. aureus’u diger stafilokoklardan
ayirmak i¢in tiip koagiilaz testi uygulandi. Stafilokok olduguna karar verilen Gram
pozitif, katalaz pozitif kolonilerden alinip tavsan plazmasina (REMEL; UK)
eklenerek etiivde 37 °C'de 4 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyon sonunda pihtt
olusturan bakteriler S. aureus olarak kabul edildi. Piht1 olusturmayan bakteriler oda
sicakliginda 24 saat bekletilerek pihtt olusumu tekrar kontrol edildi. Piht1
olusturmayan bakteriler KNS olarak kabul edildi.
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3.2. Kullanilan Besiyerleri
3.2.1. Kanh agar

Dehidre kanli agar (Himedia; India) besiyerinden 40 g/L. konsantrasyonda
olacak sekilde distile suya eklendi. Otoklavda 100 °C'de 10 dakika ¢ozdiirme ve
121°C'de 15 dakika sterilizasyon islemine tabi tutuldu. Sterilizasyon isleminden
sonra besiyeri 45-50°C'ye kadar sogutulduktan sonra 56 ml/L olacak sekilde
defibrine koyun kani ilave edilerek karistirildi. Son karigimdaki koyun kani orani
% 5 olarak elde edildi. Sonrasinda her bir petriye 20 ml besiyeri dokiildii. Hazirlanan

besiyerleri soguduktan sonra +4°C'de buzdolabinda saklandi.

3.2.2. Mueller- Hinton agar (MHA)

Dehidre Mueller-Hinton agar (Himedia; India)  besiyerinden 32 g/L
konsantrasyonda olacak sekilde distile suya eklendi. Otoklavda 100°C'de 10 dakika
¢ozdiirme ve 121°C'de 15 dakika sterilizasyon islemine tabi tutuldu. Sterilizasyon
isleminden sonra 45-50°C'ye kadar sogutulan besiyeri, 90 mm ¢aplh tek kullanimlik
petri kutularmma 4 mm kalinlikta olacak sekilde dokiildii. Hazirlanan besiyeri

soguduktan sonra +4°C'de buzdolabinda saklandi.

3.2.3. Triptik soy broth

Dehidre besiyerinden (GBL ROSEMEDIA; Spain) 30 g/L konsantrasyonda
olacak sekilde distile su icine eklendi. Otoklavda 100°C'de 10 dakika ¢6zdiirme
islemine tabi tutuldu. Cozdiirme isleminden sonra 4 ml'lik miktarlarda cam tiiplere
aktarildi. Kapaklar1 sikistirilmadan otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilizasyon
islemine tabi tutuldu. Hazirlanan besiyeri soguduktan sonra +4°C'de buzdolabinda

saklandi.

3.2.4. Katyon ayarh Mueller-Hinton broth (CAMHB)

Dehidre katyon ayarli Mueller-Hinton broth (Himedia; India) besiyerinden
30 g/L distile su i¢ine eklendi. Otoklavda 100°C'de 10 dakika ¢6zdiirme islemine tabi
tutuldu. Cozdirme isleminden sonra 4 ml'lik miktarlarda tiiplere aktarildi.
Oksasilinin MIK degerini tespit i¢in % 4 sodyum kloriir (NaCl) iceren CAMHB

hazirlanarak tiiplere aktarildi.  Kapaklar1 tamamen sikistirilmadan otoklavda
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121°C'de 15 dakika sterilizasyon islemine tabi tutuldu. Hazirlanan besiyeri oda

sicakligina geldikten sonra taze olarak kullanildi.

3.2.5. Oksasilin tuz agar

NaCl’den 40g/L ve dehidre MHA (Himedia; India) besiyerinden 32 g/L
distile su i¢ine ilave edildi. Otoklavda 100°C'de 10 dakika ¢dzdiirme ve 121°C'de 15
dakika sterilizasyon islemine tabi tutuldu. Sterilizasyon isleminden sonra 45-50°C'ye
kadar sogutulan besiyerine 6 pg/ml oksasilin (Sigma-Aldrich; China) eklendi ve 90
mm ¢aph tek kullanimlik petri kutularina 4 mm kalinlikta olacak sekilde dokiildii.

Hazirlanan besiyeri soguduktan sonra +4°C'de buzdolabinda saklandi.

3.2.6. Kromojenik besiyeri

Stafilokoklarda mecA gen varliginin belirlenmesi amaciyla BBL™

CHROMagar™ MRSA II (BD Diagnostics, US) besiyeri kullanildi.

Mikrodiliisyon yontemi icin oksasilin (OX) ve sefoksitin (FOX) stok
soliisyonu hazirlanisi : Oksasilinden (Sigma-Aldrich; China) 25 gr ve sefoksitinden
(Sigma-Aldrich; China) 25 gr ayr kaplarda 4,875 ml distile su ile karistirilarak 5120
ng/ml stok soliisyonlar1 hazirlandi. Sefoksitin i¢in 0,5 ml stok soliisyonu ile 19,5 ml
CAMBH karistirilip son konsantrasyonu 64 pg/ml olan soliisyon elde edildi.
Oksasilin icin ayni1 islem % 4 NaCl iceren CAMHB kullanilarak yapildi.

3.3. Antibiyotik Duyarhhk Testleri
3.3.1. Disk difiizyon testi
S. aureus ve KNS izolatlarinin oksasilin ve sefoksitin duyarliliginin disk
diftizyon ile belirlenmesi CLSI 6nerilerine gore yapildi.

e Buzdolabinda +4°C’de saklanan diskler kullanimdan 6nce 10-15 dakika oda
sicakliginda bekletildi.

e % 5 koyun kanli agara pasajlanmis bakteri kolonilerinden alinarak buyyon
icinde 0,5 McFarland bulanikliginda bir siispansiyon hazirlandi.

e Bu siispansiyondan steril ekiivyon ile MHA plagina ekim yapildi.

e Ortalama 3-5 dakika beklendikten sonra 1 pg oksasilin (Himedia, India) ve
30 g sefoksitin (Himedia, India) igeren diskler MHA plagina yerlestirildi.

27



e Plaklar, diskler yerlestirildikten sonra 15 dakika i¢inde etiive kondu.
e 35+2°C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra inhibisyon zon ¢aplar1 CLSI,

EUCAST ve BSAC'a gore degerlendirildi (Tablo 3.1).

e Kontrol susu olarak metisiline duyarli S. aureus ATCC 25923 ve metisiline
direngli S. aureus ATCC 43300 kullanildi.

CLSI; Disk difiizyon testlerinin degerlendirilmesinde S. aureus i¢in oksasilin
direngli ve duyarli zon ¢aplar sirasiyla <10 mm ve >13 mm; sefoksitin i¢in zon
caplart <21 mm ve >22 mm olarak kabul edildi. KNS’ler i¢in oksasilin direngli ve
duyarli zon ¢aplart sirasi ile <17 mm ve >18mm; sefoksitin i¢in <24mm ve >25mm
olarak kabul edildi (63,64).

Stafilokoklar icin oksasilin duyarlilik zon caplart 2007 CLSI'ya gore
degerlendirildi. Sefoksitin duyarlilik zon ¢aplar1 2013 CLSI'ya gore degerlendirildi.

EUCAST; Disk difiizyon testlerinin degerlendirilmesinde S. aureus igin
sefoksitin direncli ve duyarli zon caplari sirast ile <21 mm ve >22 mm, koagiilaz
negatif stafilokoklar i¢in sefoksitin direngli ve duyarli zon ¢aplari sirast ile <24mm
ve >25mm olarak kabul edildi. S. aureus ve KNS i¢in oksasilin zon ¢aplart EUCAST
kilavuzunda yer almadigindan dolay1 degerlendirme yapilamadi (65).

BSAC; Disk difiizyon testlerinin degerlendirilmesinde S. aureus ve KNS igin
oksasilin direncli ve duyarli zon ¢aplar1 sirastyla <14 mm ve >15 mm olarak kabul
edildi. BSAC kilavuzunda 10 pg'lik sefoksitin disk kullanimi 6nerildiginden dolay1

sefoksitin zon caplar1 degerlendirmeye alinmadi (66).

3.3.2. Mikrodiliisyon testi

Mikrodiliisyon testi CLSI onerileri dogrultusunda yapildi.

e Katyon ayarli Mueller-Hinton broth’dan (CAMHB), U tabanli 96
kuyucuklu mikroplagin tiim kuyucuklarma 100 pl konuldu (oksasilin
MIK i i¢in % 2 NaCl eklenmis CAMHB kullanilds).

e Oksasilin ve sefoksitinin aktif maddesi iretici firmanin Onerileri
dogrultusunda stispanse edildikten sonra, konsantrasyonu 64 pg/mL
olacak sekilde CAMHB i¢inde soliisyonu hazirlandi.

e CAMHB konmus mikroplagin 1’den 12’ye kadar olan yatay
kuyucuklarinin ilk kuyucuguna konsantrasyonu 64 pug/mL olan antibiyotik
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stispansiyonundan 100 pl konuldu ve 11. kuyucuga kadar (11. kuyucuk
harig) seri diliisyon yapildi (32-0,062 pug/ml).

e Kanl agar besiyerinde bir gece bekletilmis kolonilerden CAMHB i¢ine
0,5 McFarland (1X10® CFU/mL) yogunlukta bakteri siispansiyonu elde
edildi.

e Bu siispansiyon 1:10 sulandirildiktan sonra 15 dakika i¢inde 11. kuyucuk
hari¢ tiim kuyucuklara 5 pl eklendi ve kuyucuklardaki bakterinin son
konsantrasyonu 5x10° CFU/mL olarak ayarland.

e Mikroplagin 11. kuyucuguna sadece besiyeri konularak “sterilite
kuyucugu” olusturuldu.

e Mikroplaklarin 12. kuyucuguna ise antibiyotik konulmayip, sadece

3

besiyeri ve bakteri slispansiyonu konularak ¢alismanin “lireme kontrol
kuyucugu” olusturuldu.

e Uzeri parafilm ile kapatilan mikroplaklar 35 +2°C’de, 16-20 saat aerob
kosullarda inkiibe edildi ve iiremenin olmadig1 en diisiik antimikrobiyal
ila¢c konsantrasyonu minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) olarak
tespit edildi.

e Bulunan MIK degerleri CLSI, EUCAST ve BSAC’a gore degerlendirildi
(Tablo 3.1).

e Kontrol susu olarak metisiline duyarli S. aureus ATCC 25923 ve
metisiline direngli S. aureus ATCC 43300 kullanildi.

CLSI: S. aureus igin oksasilin duyarli ve direngli MIK degerleri sirasi ile <2
pg/ml ve >4 pg/ml, KNS'ler i¢in  <0,25 pg/ml ve >0,5 pg/ml olarak kabul edildi.
S. aureus icin sefoksitin duyarl ve direngli MIK degerleri siras1 ile <4 pg/ml ve >8
ug/ml olarak kabul edildi. KNS’lerde sefoksitin i¢in CLSI'da MIK yorumlama
kriterleri bulunmamaktadir (64).

EUCAST: S. aureus i¢in oksasilin duyarli ve direncli MIK degerleri siras1 ile
<2 pg/ml ve >2 pg/ml, KNS'ler igin <0,25 pg/ml ve >0,5 pg/ml olarak kabul edildi.
S. aureus igin sefoksitin duyarl ve direngli MIK degerleri siras ile <4 pg/ml ve >4
ug/ml olarak kabul edildi. KNS’lerde sefoksitin igin EUCAST'da MIK yorumlama
kriterleri bulunmamaktadir (65).
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BSAC: S. aureus ve KNS i¢in oksasilin duyarli ve direncli MIK degerleri

sirast ile <2 pg/ml ve >2 pg/ml olarak kabul edildi. S. aureus ve KNS i¢in sefoksitin

duyarl: ve direngli MiK degerleri siras ile <4 ug/ml ve >4pg/ml olarak kabul edildi

(66).

Tablo 3.1. CLSI, EUCAST ve BSAC’a gore stafiloklarda OX ve FOX degerlendirme Kriterleri

(63, 64, 65, 66).
S. aureus KNS
S I S R
OX DD >13 11-12 <10 >18 <17
FOX DD >22 <21 >25 <24
CLSI OX MIK <2 >4 <0,25 >0,5
FOX MIK <4 >8
OX DD
FOX DD >22 <21 >25 <24
EUCAST | OX MiK 2< >2 0,25< >0,25
FOX MIK 4< >4
OX DD >15 <14 >15 <14
FOX DD
BSAC 0OX MIK 2< >2 2< >2
FOX MIK 4< >4 4< >4

DD: Disk Difiizyon,
OX: Oksasilin, FOX: Sefoksitin

MIiK: Mikrodiliisyon, S: Duyarh, I: Orta diyarh, R: Direncli,

3.3.3. Oksasilin tuz agar tarama testi

Oksasilin tuz agar tarama testi CLSI 6nerilerine gore yapildi.

6 pg/ml oksasilin ve % 4 NaCl iceren MHA hazirlandi.

% 5 koyun kanli agara pasajlanmis bakteri kolonilerinden alinarak buyyon

iginde 0,5 McFarland bulanikliginda bir siispansiyon hazirlandi.

Bu stispansiyondan steril ekiivyon ile MHA plagina ekim yapildu.

Besiyerleri 35°C’de 24 saatlik inkiibasyona tabi tutuldu.

Kontrol susu olarak metisiline duyarlt S. awureus ATCC 25923 ve

metisiline direngli S. aureus ATCC 43300 kullanildi.

Tek bir koloni tiremesi halinde bile oksasiline direngli kabul edildi.
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3.3.4. Kromojenik besiyeri testi

BBL™ CHROMagar™ MRSA II (BD Diagnostics, US) besiyeri kullanildi.

Testin kullaniminda {tiretici firmanin 6nerileri takip edildi.

Buzdolabinda +4°C’de saklanan besiyerleri kullanimdan 6nce 10-15
dakika oda sicakliginda bekletildi.

Kanli agar besiyerinde 35+2°C’de bir gece bekletilmis bakteri
kolonileriden kromojenik besiyerine tek koloni ekimleri yapildi.

Plaklar, 1518a fazla maruz birakilmadan etiive kaldirild1.

3542°C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra iireme varligi ve renk
olusumlar1 degerlendirildi.

KNS’lerin kromojenik agara yapilan ekimlerinde ¢ok sayida farkli renk
olusumu gozlendigi i¢in metisilin direnci agisindan degerlendirmeye
alinmadi.

Kontrol susu olarak metisiline duyarli S. aureus ATCC 25923 ve
metisiline direngli S. aureus ATCC 43300 kullanildi.

3.3.5. PBP2a lateks agliitinasyon testi

Bu test, metisilin direnc¢li S. aureus (MRSA) ve metisilin direnc¢li koagiilaz

negatif stafilokok (MRKNS)’lar1 tanimlamada kullanilan, stafilokok izolatlarinda

PBP2a’y1 saptayan hizli bir agliitinasyon testidir.

Lateks agliitinasyon testi Diagnostic Reagents (Oxoid; PBP2' Test Kit; UK)

ticari kitleri ile yapildi. Testin uygulanmasinda iiretici firmanin talimatlar1 takip

edildi. Kontrol susu olarak metisiline duyarli S. aureus ATCC 25923 ve metisiline

direngli S. aureus ATCC 43300 kullanildi.

Inokulumun hazirlanmasi

Stafilokok izolatlar1 kanli agar besiyerine tek koloni ekimi yapildi. Plaklar

etiivde 35+2°C’de bir gecelik inkiibasyona birakildi.

PBP2a ekstraksiyon prosediirii

Mikrosantrifiyj tiipiine 4 damla reagent-1 eklendi.
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e Tip icerisine 5 pl 6ze kullanilarak 6zenin i¢ ¢apini dolduracak kadar
bakteri kolonisi (1,5 x 10® hiicre) alip siispanse edildi.

e Tiipte kiimelenme oldugunda karisim vortekslendi.

e 95°C’de 3 dakika 1s1 blogunda bekletildi.

e (da sicakligimma geldikten sonra bir damla reagent-2 eklendi ve iyice
karistirildi.

e 4500 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi ve test i¢in siipernatan kismi
kullanildi.

Lateks agliitinasyon prosediirii

e Hazir lateks kartlar1 kontrol ve test reagenti ile test etmek i¢in isaretlendi.

e Lateks reagentlar1 birkag kez cevrilerek karistirildi.

e Isaretli halkalara test lateksin veya kontrol lateksin 1 damlas1 eklendi.

e Halkalara 50 pl siipernatan konuldu ve karistirma ¢cubugu ile karistirildi.

e 3 dakika i¢inde agliitinasyon olusumunun goézlenmesi i¢in 1s1k altinda
incelendi.

e Test bitiminde kartlar dezenfektan i¢ine atildi.

Lateks agliitinasyon testinin okuma ve yorumlanmasi

Agliitinasyon reaksiyonu 3 dakika icinde test lateksle goriiliip, kontrol
lateksle goriilmediginde PBP2a pozitif, her iki lateks reaganti ile de agliitinasyon
olusmadiginda PBP2a negatif olarak degerlendirildi. Ayrica kontrol lateks reaganti

ile aglitinasyon goriildiigiinde test belirsiz olarak yorumlandi.

32



3.3.6. Molekiiler yontem

PCR yontemiyle mecA geninin saptanmasi:

mecA ve mecArgazs) genini saptamak icin In-House PCR yontemi kullanildi.

DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu Genomic DNA Extraction Kit ( RBC Real Genomics;

US ) ile firma o6nerileri dogrultusunda yapildi.

Stafilokok izolatlar1 MHA besiyerine tek koloni ekimi yapildiktan sonra
plaklar etiivde 35+£2°C’de bir gecelik inkiibasyona birakildi.

Ependorf tiiptine 3 McFarland'a ayarlanan bakteri soltisyonundan 1000 pl
eklendi.

13000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi ve stipernatan kismi atildi.

200 pl Lizozim Buffer eklenip vortekslendi ve oda sicakliginda 10 dakika
beklendi ( 2-3 dakikada bir ters-diiz edildi ).

200 ul GB Buffer eklendi ve 5 saniye vortekslendi.

70°C'de 10 dakika inkiibasyona birakild1 (2-3 dakikada bir ters-diiz
edildi).

Bu asamada Elution Buffer soliisyonu 1s1 blogunda 70°C'ye koyuldu (her
bir 6rnek i¢in 200 pl).

200 pl Etanol eklendi ve 10 saniye vortekslendi (¢okelme olan 6rneklere
pipetaj yapild).

2 ml'lik collection tiiplere kolonlar1 yerlestirildi ve biitiin karisimi buraya
dokiildi.

Kapaklar1 kapatilip 13000 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi.

Collection tiipleri atilip filtreli tiip yeni collection tiipiine koyuldu.

400 pl W1 Buffer eklendi ve 13000 rpm'de 30 saniye santrifiij edildi.
Collection tiipleri atilip filtreli tiip yeni collection tiipiine koyuldu.

600 pul Wash Buffer (etanol eklenmis) eklendi ve 13000 rpm'de 30 saniye
santrifiij edildi.

Collection tiipleri atilip filtreli tiip yeni collection tiiptine koyuldu.

14000 rpm'de (full speed) 3 dakika santrifiij edildi.
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e Collection tiipleri atilip filtreli tiip 1,5 ml'lik ependorf tiipiine koyuldu
e 100 pl Elution Buffer eklendi (6nceden 1sitilmais).

¢ Elution Buffer'in absorbe olmasi i¢in 2 dakika beklendi.

e 13000 rpm'de 30 saniye santrifiij edildi.

e Filtreli tiip atild1 ve ependorfun kapag: kapatildi.

DNA amplifikasyonu

Reaksiyon karisimimin hazirlanmasi:

mecA amplifikasyon islemi i¢in asagida yer alan primer dizileri (Iontec; TR)

kullanild1 ve 533 bp DNA fragmentinin izlenmesi amaclandi.

mecA Fw 5-AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3'
mecA Rv 5-AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3'

mecA geninin saptanmasinda bir test i¢in gerekli olan reaksiyon karisimi

bilesenleri ve miktarlar1 agagidaki tabloya gore hazirlandi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. mecA geni icin karisim oranlari.

10X Probe PCR Mix (Termo Scientific; US) 12,5 ul

mecA-F-Hung (5uM) ( fontec; TR) 3ul
mecA-R-Hung (5uM) ( fontec; TR ) 3ul
dH,O 3,5ul
Ornek DNA 3ul
Toplam Hacim 25,0 ul
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mecArgazs1 amplifikasyonu i¢in asagida yer alan primer dizileri (lontec; TR)

kullanild1 ve 631 bp DNA fragmentinin izlenmesi amaglandi.

mecA 1Ga2s1 Fw  5-TCACCAGGTTCAAC[Y]CAAAA-3'
mecA 1Gas1 Rv 5-CCTGAATC[W]GCTAATAATATTTC-3'

mecArgazs1 geninin saptanmasinda bir test i¢in gerekli olan reaksiyon

karigimi bilesenleri ve miktarlar1 asagidaki tabloya gore hazirlandi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. mecAjgazs geni icin karisum oranlari.

10X Probe PCR Mix (Termo Scientific; US) 12,5 ul

mecArgazsi-F (SuM) ( fontec ; TR) 3ul
mecArgazs1-R (5uM) ( fontec; TR ) 3ul
dH,0O 3,5ul
Ornek DNA 3ul
Toplam Hacim 25,0 ul

Aplifikasyon islemi i¢in tabloda verilen miktarlar dikkate aliarak

mikrosantrifiij tiiplerinde karisimlar hazirlandi ve termal protokole tabi tutuldu.
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Termal Protokol

0,2 ml mikrosantrifiij tiipiinde 25 pl olarak hazirlanan reaksiyon karisimi
termal dongii cihazinda (CORBETT; Australia) amplifikasyon dongiisiine tabi
tutuldu.

[k denaturasyon 95°C 15:00 dakika

Primer baglanma ve sentez

95 °C 00:45 dakika

48 °C 00:45 dakika 5 kez tekrar edildi
72 °C 00:45 dakika

Primer baglanma ve sentez

95 °C 00:45 dakika

48 °C 00:45 dakika

72 °C 00:45 dakika 35 kez tekrar edildi
72 °C 10:00 dakika

Sonsuz inkiibasyon 22 °C

Bakteri DNA’sinin gosterilmesi:
Agaroz Jelin Hazirlanmasi

e Konsantrasyonu % 1,5 agaroz jel i¢in 1 gr agaroz (Vivantis; US) ve 70
ml 0.5X Tris/Borate/EDTA (TBE) (Vivantis; US) soliisyonu karistirildi.

e 100-150°C'de, partikiiller eriyip soliisyon homojen hale gelinceye kadar
karistirildi.

e 4 ul Etidyum Bromiir eklendi ve el yakmayacak sicaklia gelinceye
kadar bekletildi.

e Taraklar ve tabak temizlendi ve jel dokme aparati hazirlandu.

e Hava kabarcig1 olusturmamaya dikkat edilerek jel karisimi sabit hizda,

ara vermeksizin, aparatin i¢ine dokiildii.
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e Aparat kipirdatilmadan 10 dakika boyunca jelin tamamen donmasi
beklendi.
e Taraklar ¢ikarild, jel, tabagiyla birlikte elektroforez tankina yerlestirildi.

e Jelin kurumamasi i¢in tizerini kaplayacak kadar 0.5X TBE konuldu.

Agaroz Jel Yiiriitme ve Goriintiileme Talimat1

e Parafilmin tlizerine 1 pl Fermentas boya (Thermo Scientific; 6X DNA
Loading US) koyuldu.

e Uzerine 5 ul PCR iiriinii ya da 1 pl Fermentas marker (Thermo Scientific;
Gene Ruler DNA Ladder Mix; US) koyuldu.

e Mikropipet toplam hacme ayarlandi.

e  Ornekler mikropipetle bir iki defa karigtirildiktan sonra jele yiiklendi.

e Ornekler 140 voltta 20 dakika yiiriitiildii.

e Elektroforezden sonra jel UV transilliiminatérde degerlendirildi.

e Elde edilen 533 bp’lik DNA fragmentleri mecA geni, 631 bp'lik DNA

fragmenti mecA Lgazs1 geni pozitif olarak degerlendirildi.

Istatistiksel degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme SPSS Versiyon 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
ABD) yazilimi1 kullanilarak yapildi. Calisma verilerinden esik degerler elde etmek ve
kullanilan yontemlerin giivenilirliklerini belirlemek amaciyla receiver operating

characteristic (ROC) egri analizi yapildu.
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4. BULGULAR

Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 84’1 S. aureus, 82’si KNS olmak tizere
toplam 166 izolat calismaya alindi. Stafilokok 6rneklerinin kliniklere gore dagilimi

Tablo 4.1'deki gibidir.

Tablo 4.1. Stafilokok izolatlarinin kliniklere gore dagilimi.

Klinik Say1
Kalp damar cerrahi 5
Cocuk cerrahi 2
Noroloji 6
Kardiyoloji 5
Acil 20
Ortopedi 9
Norosiriitji 3
Enfeksiyon hastaliklari 20
Kadin hastaliklari 7
Anestezi 20
Beyin ve sinir cerrahi 3
Cildiye 13
I¢ hastaliklari 17
Kulak burun bogaz 2
Genel cerrahi 7
Acil ¢ocuk 3
Uroloji 11
Goz 1
Romatoloji 2
Tibbi onkoloji 1
Cocuk sagligi 6
Fizik tedavi rehabilitasyon 2
Plastik cerrahi 1
Toplam 166
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S. aureus izolatlarinin 26's1 kan kiiltiirinden, 4'i idrardan, 36's1 yaradan, 8’1

balgamdan, 8’1 kataterden ve 2'si diger klinik 6rneklerden elde edildi (Grafik 4.1).

S. aureus

mKan MYara mBalgam MKatater Midrar ®Diger m Toplam

1% 2%

Grafik 4.1. S. aureus izolatlarinin klinik 6rneklere gore dagilima.

Koagiilaz negatif stafilokok izolatlarinin 24'ii kan kiiltiiriinden, 24" idrardan,
20'si yaradan, 4’1 balgamdan, 4’1 kataterden, 4'ii sperm kiiltlirlinden ve 2'si diger

klinik 6rneklerden elde edildi (Grafik 4.2).

KNS

EKan MYara ®Balgam M Katater Midrar ®Diger mSperm ®Toplam

3%
2%

1%

Grafik 4.2. KNS izolatlarimn klinik 6rneklere gore dagilimi.
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PCR sonuclari:

Calismaya alman 84 S. awreus izolatinin 31 (% 36,9)'t mecA pozitif, 53
(% 63,1)1 mecA negatif, 82 KNS izolatinin 47 (% 57,3)’si mecA pozitif, 35
(% 42,7)1 mecA negatif olarak saptandi. Caligsmaya alinan 166 izolatin hi¢ birinde
mecAyrgazs1 geni saptanmadi. PCR {irtinlerinin agaroz jeldeki gorintisti Sekil

4.1'deki gibidir.

533 bp

Sekil 4.1. PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii.

1-DNA ladder, 2-Pozitif kontrol, 3-Negatif kontrol, 4,5-mecA pozitif bulunan érnekler, 6-mecA
negatif bulunan 6rnek, 7- mecA pozitif bulunan érnek.
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Disk difiizyon test sonuclari:

S. aureus igin oksasilin disk diftizyon testinde CLSI'ya gore 55 (% 65,5)
duyarli, 29 (% 34,5) direncli izolat; BSAC'a gore 53 (% 63,1) duyarli, 31 (% 36,9)
direngli izolat saptandi. Yapilan istatistiksel analizlerde CLSI kilavuzuna goére
oksasilin disk diflizyon testinin duyarliligt % 93,5, ozgilligii % 100,0, pozitif
prediktif deger % 100,0, negatif prediktif deger % 96,4 ve test gegerliligi % 97,6
olarak saptandi. BSAC kilavuzuna goére oksasilin disk diftizyonun duyarlilig1 % 93,5,
ozgilligl % 96,2, pozitif prediktif deger % 93,5, negatif prediktif deger % 96,2 ve

test gecerliligi % 95,2 olarak saptandi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. S. aureus icin oksasilin disk difiizyon sonuclar ve istatistik degerleri.

ROC Disk OX Disk CLSI OX Disk BSAC OX
PCR S R Top. |S R Top. |S R Top.
) 53 0 53 53 0 53 51 2 53
) 2 29 31 2 29 31 2 29 31
Top. 55 29 84 |55 29 84 (53 31 84
2
§ Duyarllyk 11,5 13 15
8 |[sir deger
%)
Duyarlilik [93,5 93,5 93,5
Ozgiillik | 100,0 100,0 96,2
PPD 100,0 100,0 93,5
NPD 96,4 96,4 96,2
Test
Gegerliligi |°*° 97,6 95,2

(-): mecA negatif, (+): mecA pozitif, S: Duyarh, R: Direncli, PPD: Pozitif prediktif deger,
NPD: Negatif prediktif deger.
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mecA varlig1 referans alindiginda yapilan ROC analizine gore S. aureus ig¢in
oksasilin duyarlilik sinir degeri bizim ¢alismamiz i¢in 11,5 mm olarak hesaplandi.
Bu deger g6z ontinde bulunduruldugunda oksasilin disk diftizyon testinin duyarlilig
% 93,5, ozgulligi %100,0 (AUC: 0,989 p<0,001 LB: 0,971 UB: 1,006), pozitif
prediktif deger % 100,0, negatif prediktif deger % 96,4 ve test gegerliligi % 97,6
olarak saptandi (Grafik 4.3).
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0,0 T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties.

Grafik 4.3. S. aureus i¢in oksasilin disk difiizyon testi ROC egrisi.
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Koagiilaz negatif stafilokoklar i¢in oksasilin disk difiizyon testinde CLSI'ya
gore 28 (% 34,1) duyarli, 54 (% 65,9) direncli izolat; BSAC'a gore 35 (% 42.7)
duyarli, 47 (% 57,3) direngli izolat saptandi. Yapilan istatistiksel analizlerde CLSI
kilavuzuna gore oksasilin disk difiizyon testinin duyarliligi % 95,7, ozgillugu
% 74,3, pozitif prediktif deger % 83,3, negatif prediktif deger % 92,9 ve test
gecerliligi % 86,6 olarak saptandi. BSAC kilavuzuna gore oksasilin disk diflizyon
testinin duyarliigr % 91,5, 6zgilligi % 88,6, pozitif prediktif deger % 91,5, negatif
prediktif deger % 88,6 ve test gecerliligi % 90,2 olarak saptandi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. KNS'ler i¢in oksasilin disk difiizyon sonuclari ve istatistik degerleri.

ROC Disk OX Disk CLSI OX Disk BSAC OX

PCR S R Top. |S R Top. |S R Top.
(-) 30 5 35 126 9 35 |31 4 35
(H) 2 45 47 |2 45 47 |4 43 47

Top. 32 50 82 (28 54 82 |35 47 82
2 Puyarhlik 5 5 18 15
/| smir deger

Duyarlilik  [95,7 95,7 91,5

Ozgiilliik 85,7 74,3 88,6

PPD 90,0 83,3 91,5

NPD 93,8 92,9 88,6

Test

Gegerliligi |°1 86,6 20,2

(-): mecA negatif, (+): mecA pozitif, S: Duyarh, R: Direncli, PPD:Pozitif prediktif deger,
NPD: Negatif prediktif deger.
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mecA varligi referans alindiginda yapilan ROC analizine gore KNS'ler i¢in
oksasilin duyarlilik sinir degeri bizim ¢alismamiz i¢in 15,5 mm olarak hesaplandi.
Bu deger g6z ontinde bulunduruldugunda oksasilin disk diflizyon testinin duyarlilig
% 95,7, ozgullugi % 85,7 (AUC: 0,969 p<0,001 LB: 0,937 UB: 1,001), pozitif
prediktif deger % 90,0, negatif prediktif deger % 93.8 ve test gegerliligi ise % 91,5
olarak saptandi (Grafik 4.4).
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Grafik 4.4. KNS'ler icin oksasilin disk difiizyon testi ROC egrisi.
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S. aureus i¢in sefoksitin disk difiizyon testinde CLSI ve EUCAST'a gore 52
(% 61,9) duyarh, 32 (% 38,1) direngli izolat saptandi. Yapilan istatistiksel
analizlerde CLSI kilavuzuna gore sefoksitin disk diftizyon testinin duyarlilig
% 100,0, ozgilliigii % 98,1, pozitif prediktif deger % 96,9, negatif prediktif deger
% 100,0 ve test gecerliligi % 98,8 olarak saptandi. EUCAST kilavuzuna gore
oksasilin disk difiizyonun duyarliligi % 100,0, 6zgilligi % 98,1, pozitif prediktif
deger % 96,9, negatif prediktif deger % 100,0 ve test gegerliligi % 98,8 olarak
saptandi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. S. aureus icin sefoksitin disk difiizyon sonuclar1 ve istatistik degerleri.

ROC Disk FOX | Disk CLSI FOX | Disk EUCAST FOX
PCR S R Top.|S R Top.|S R Top.
-) 52 1 53 (52 1 53 (52 1 53
(+) 0 31 31 |0 31 31 |0 31 31
Top. 52 32 84 |52 32 84 |52 32 84
3
§ Duyarhllk 13 2 2
§ [smir deger
%)
Duyarlilik | 100,0 100,0 100,0
Ozgiillik  [98,1 98,1 98,1
PPD 96,9 96,9 96,9
NPD 100,0 100,0 100,0
Test
Gegerliligi |°>° ’8.8 788

(-): mecA negatif, (+): mecA pozitif, S: Duyarl, R: Direncli, PPD:Pozitif prediktif deger,
NPD: Negatif prediktif deger.
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mecA varlig1 referans alindiginda yapilan ROC analizine gore S. aureus ig¢in
sefoksitin duyarlilik siir degeri bizim ¢alismamiz i¢in 18 mm olarak hesaplandi. Bu
deger goz oniinde bulunduruldugunda sefoksitin disk difiizyon testinin duyarlilig
% 100,0, ozgillugi % 98,1 (AUC: 0,999 p<0,001 LB: 0,997 UB: 1,001) pozitif
prediktif deger % 96,9, negatif prediktif deger % 100,0 ve test gegerliligi ise % 98,8
olarak saptandi (Grafik 4.5).
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Grafik 4.5. S. aureus i¢in sefoksitin disk difiizyon testi ROC egrisi.
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Koagiilaz negatif stafilokoklar icin sefoksitin disk difiizyon testinde CLSI ve
EUCAST'a gore 34 (% 41,5) duyarli, 48 (% 58,5) direngli izolat saptandi. Yapilan
istatistiksel analizlerde CLSI kilavuzuna gore sefoksitin disk diflizyon testinin
duyarliligt % 99,9, 6zgiillugt % 94,3, pozitif prediktif deger % 95,8, negatif prediktif
deger % 97,1 ve test gecerliligi % 96,3 olarak saptandi. EUCAST kilavuzuna gore
oksasilin disk difiizyonun duyarlilign % 97,9, ozgilligi % 94,3, pozitif prediktif
deger % 95,8, negatif prediktif deger % 97,1 ve test gecerliligi % 96,3 olarak
saptandi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. KNS'ler icin sefoksitin disk difiizyon sonuclar ve istatistik degerleri.

ROC Disk FOX [Disk CLSI FOX | Disk EUCAST FOX
PCR S R Top. |S R Top. |S R Top.
) 33 2 35 33 2 35 33 2 35
(+) 1 46 47 1 46 47 1 46 47
Top. 34 48 82 34 48 82 34 48 82
% Duyarhllk 235 25 25
4 |sinir deger
Duyarlilik [97,9 97,9 J10
Ozgiillik 94,3 94,3 94,3
PPD 95,8 95,8 95,8
NPD 97,1 97,1 97,1
Test
Gegerliligi |** 06,3 06,3

(-): mecA negatif, (+): mecA pozitif, S: Duyarl, R: Direncli, PPD:Pozitif prediktif deger,
NPD: Negatif prediktif deger.
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mecA varligi referans alindiginda yapilan ROC analizine gére KNS'ler i¢in
sefoksitin duyarlilik simir degeri bizim calismamiz i¢in 23,5 mm olarak hesaplandi.
Bu deger g6z oniinde bulunduruldugunda sefoksitin disk difiizyon testinin duyarlilig
% 97,9, ozgilligu % 94,3 (AUC: 0,979 p<0,001 LB: 0,948 UB: 1,009) pozitif
prediktif deger % 95,8, negatif prediktif deger % 97,1 ve test gegerliligi ise % 96,3
olarak saptandi (Grafik 4.6).
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Grafik 4.6. KNS'ler icin sefoksitin disk difiizyon testi ROC egrisi.
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Mikrodiliisyon Sonug¢lari:

S. aureus i¢in oksasilin MIK testinde CLSI, EUCAST ve BSAC'a gore 51

(% 60,7) duyarli, 33 (% 39,3) direngli izolat saptandi. Yapilan istatistiksel analizlerde
CLSI, BSAC ve EUCAST kilavuzlarma gore oksasilin MIK testinin duyarlilig:

% 100,0, ozgiilligi % 96,2, pozitif prediktif deger % 93,9, negatif prediktif deger
% 100,0 ve test gecerliligi % 97,6 olarak saptandi (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. S. aureus igin oksasilin MIiK sonugclar ve istatistik degerleri.

MIiK EUCAST |MiK BSAC
ROC MIK OX |MIK CLSIOX |OX 0X
PCR S R Top.|S R Top.|[S R Top.|S R Top.
) 52 1 53 (51 2 53 (51 2 53 (51 2 53
) 0 31 31 |o 31 31 |o 31 31 |o 31 31
Top. 52 32 84 |51 33 84 |51 33 84 |51 33 84
<
® | Duyarlilik
g | simir deger | 6 2 2 2
v
Duyarlilik | 100,0 100,0 100,0 100,0
Ozgiilliik [98,1 96,2 96,2 96,2
PPD 96,9 93,9 93,9 93,9
NPD 100,0 100,0 100,0 100,0
Test
Gegerliligi | 98,8 97,6 97,6 97,6

(-): mecA negatif, (+): mecA pozitif, S: Duyarl, R: Direncli, PPD:Pozitif prediktif deger, NPD:
Negatif prediktif deger.
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mecA varlig1 referans alindiginda yapilan ROC analizine gore S. aureus ig¢in
oksasilin MIK duyarlilik smir degeri bizim c¢alismamiz icin 6 mg/L olarak
hesaplandi. Bu deger goz oniinde bulunduruldugunda oksasilin MIiK testinin
duyarlilig1 % 100,0, ozgilligi % 98,1 (AUC: 0,988 p<0,001 LB: 0,963 UB: 1,013)
pozitif prediktif deger % 96,9, negatif prediktif deger % 100,0 ve test gegerliligi ise
% 98,8 olarak saptandi (Grafik 4.7).
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Grafik 4.7. S. aureus icin oksasilin MiK testi ROC egrisi.
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Koagiilaz negatif stafilokoklar igin oksasilin MIK testinde CLSI ve
EUCAST'a gore 23 (% 28,0) duyarli, 59 (% 72,0) direncli izolat; BSAC'a gore 37
(% 45,1) duyarly, 45 (% 54,9) direngli izolat saptandi. Yapilan istatistiksel analizlerde
CLSI ve EUCAST kilavuzlarina gére oksasilin MiK testinin duyarlilig1 % 100,0,

ozgullugu % 65,7, pozitif prediktif deger % 79,7, negatif prediktif deger % 100,0 ve
% 85,4 olarak saptandi. BSAC kilavuzuna gore oksasilin MIK

test gecerliligi

testinin duyarlilig

% 95,7, ozgillugi %100,0, pozitif prediktif deger % 100,0,

negatif prediktif deger % 94,6 ve test gecerliligi % 97,6 olarak saptandi (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. KNS'ler icin oksasilin MiK sonugclari ve istatistik degerleri.

' ' MIK EUCAST |[MIK BSAC
ROC MiK OX |MIK CLSIOX |OX 0X
PCR S R Top.|S R Top. |S R Top.|S R Top.
) 35 0 35 |23 12 35 |23 12 35 |35 0 35
() 2 45 47 |0 47 47 |0 47 47 |2 45 47
Top. 37 45 82 |23 59 82 |23 59 82 |37 45 82
w2
E Duyarlilik
siir deger |3 0,25 0,25 2
Duyarhilik [95,7 100,0 100,0 95,7
Ozgiillik | 100,0 65,7 65,7 100,0
PPD 100,0 79,7 79,7 100,0
NPD 94,6 100,0 100,0 94,6
Test
Gegerliligi | 97,6 85,4 85,4 97,6

(-): mecA negatif, (+): mecA pozitif, S: Duyarl, R: Direncli,

NPD: Negatif prediktif deger.
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mecA varligl referans alindiginda yapilan ROC analizine gére KNS'ler i¢in
oksasilin MIK duyarlilik smir degeri bizim ¢alismamiz icin 3 mg/L olarak
hesaplandi. Bu deger goz oniinde bulunduruldugunda oksasilin MIiK testinin
duyarliligr % 95,7, 6zgiilligtu %100,0 (AUC: 0,994 p<0,001 LB: 0,982 UB: 1,005)
pozitif prediktif deger % 100,0, negatif prediktif deger % 94,6 ve test gegerliligi ise
% 97,6 olarak saptandi (Grafik 4.8).
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Grafik 4.8. KNS'ler i¢in oksasilin MiK testi ROC egrisi.
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S. aureus i¢in sefoksitin MIK testinde CLSI, EUCAST ve BSAC'a gére 52
(% 61,9) duyarli, 32 (% 38,1) direncli izolat saptandi. Yapilan istatistiksel analizlerde
CLSI, EUCAST ve BSAC kilavuzlaria gore sefoksitin MIK testinin duyarliligt
% 100,0, ozgiilligi % 98,1, pozitif prediktif deger % 96,9, negatif prediktif deger
% 100,0 ve test gecerliligi % 98,8 olarak saptandi (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. S. aureus icin sefoksitin MiK sonuclari ve istatistik degerleri.

ROC MIK . MIK EUCAST |MIK BSAC
FOX MIK CLSI FOX FOX FOX
PCR S R Top.|S R Top.|S R Top.|S R Top.
(-) 52 1 53 |52 1 53 |[52 1 53 (52 1 53
(+) 0 31 31 |0 31 31 |0 31 31 |0 31 31
Top. 52 32 84 |52 32 84 [52 32 84 |52 32 84
§ Duyarhilik
S |smr deger 6 4 4 4
w
Duyarlilik [100,0 100,0 100,0 100,0
Ozgiilliik 98,1 98,1 98,1 98,1
PPD 96,9 96,9 96,9 96,9
NPD 100,0 100,0 100,0 100,0
(T}Z?erliligi 98,8 98,8 98,8 98,8

(-): mecA negatif, (+): mecA pozitif, S: Duyarl, R: Direncli, PPD:Pozitif prediktif deger,
NPD: Negatif prediktif deger.
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mecA varlig1 referans alindiginda yapilan ROC analizine gore S. aureus ig¢in
sefoksitin MIK duyarlilik smir degeri bizim c¢alismamiz i¢in 6 mg/L olarak
hesaplandi. Bu deger goz oniinde bulunduruldugunda sefoksitin MIK testinin
duyarliligr % 100,0, 6zgiillugu % 98,1 (AUC: 0,986 p<0,001 LB: 0,957 UB: 1,014)
pozitif prediktif deger % 96,9, negatif prediktif deger % 100,0 ve test gegerliligi ise
% 98,8 olarak saptandi (Grafik 4.9).
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Grafik 4.9. S. aureus icin sefoksitin MIK testi ROC egrisi.
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Koagiilaz negatif stafilokoklar icin sefoksitin MIK BSAC'a gére 34 (% 41,5)
duyarli, 48 (% 58,5) direngli izolat saptandi. Yapilan istatistiksel analizlerde BSAC
kilavuzuna gore sefoksitin MK testinin duyarliligi % 97,9, ézgiilliigii % 94,3, pozitif
prediktif deger % 95,8, negatif prediktif deger % 97,1 ve test gecerliligi % 96,3
olarak saptandi (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. KNS'ler icin sefoksitin MiK sonuclari ve istatistik degerleri.

ROC MIK FOX |MIK BSAC FOX

PCR S R Top. | S R Top.
) 33 2 35 33 2 35
(+) 1 46 47 1 46 47

Top. 34 48 82 34 48 82
v2 [ Duyarlilik
E sinir deger 6 4
Duyarlibik 97,9 97,9
Ozgiillik | 94,3 94,3
PPD 95,8 95,8
NPD 97,1 97,1
Test
Gegerliligi |~ 063

(-): mecA negatif, (+): mecA pozitif, S: Duyarl, R: Direncli, PPD:Pozitif yorumlama giicii,
NPD: Negatif yorumlama giicii.
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mecA varligl referans alindiginda yapilan ROC analizine gére KNS'ler i¢in
sefoksitin MIK duyarlilik smir degeri bizim c¢alismamiz i¢in 6 mg/L olarak
hesaplandi. Bu deger goz oniinde bulunduruldugunda sefoksitin MIK testinin
duyarliligr % 97,9, ozgulligi % 94,3 (AUC: 0,990 p<0,001 LB: 0,973 UB: 1,006)
pozitif prediktif deger % 95,8, negatif prediktif deger % 97,1 ve test gecerliligi
% 96,3 olarak saptandi (Grafik 4.10).
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Grafik 4.10. KNS'ler icin sefoksitin MiK testi ROC egrisi.
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Tuz agar tarama ve PBP2a lateks agliitinasyon test sonuclari:

S. aureus i¢in tuz agar tarama testinde CLSI'ya gore 51 (% 60,7) duyarli, 33
(% 39,3) direncli izolat saptandi. Lateks agliitinasyon testinde 54 (% 64,3) duyarli,
30 (% 35,7) direngli izolat saptandi. CLSI kilavuzuna goére S. aureus igin tuz agar
testinin duyarliligit % 100,0, ozgillugi % 96,2, pozitif prediktif deger % 93,9,
negatif prediktif deger % 100,0 ve test gegerliligi % 97,6 olarak saptandi. PBP2a
latex agliitinasyon testinin duyarliligi % 96,8, 6zgilligi % 100,0, pozitif prediktif
deger % 100,0, negatif prediktif deger % 98,1 ve test gecerliligi % 98,8 olarak
saptandi (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. S. aureus icin tuz agar ve PBP2a lateks agliitinasyon sonuglar1 ve istatistik
degerleri.

PBP2a lateks
Tuz agar s
agliitinasyon
PCR S R Top.|S R Top.

) 51 2 53 |53 0 53
(+) 0 31 31 |1 30 31

§ Top. 51 33 84 |54 30 84
N
S
v; | Duyarlilik |100,0 96,8
Ozgiilliik 96,2 100,0
PPD 93,9 100,0
NPD 100,0 98,1
Test
Gl |77 98,8

(-): mecA negatif, (+): mecA pozitif, S: Duyarl, R: Direncli, PPD: Pozitif prediktif deger,
NPD: Negatif prediktif deger.
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Koagiilaz negatif stafilokoklar icin tuz agar tarama testinde CLSI'ya gore 37
(% 45,1) duyarli, 45 (% 54,9) direncli izolat saptandi. PBP2a lateks agliitinasyon
testinde 50 (% 70,0) duyarli, 32 ( % 39,0 ) direngli izolat saptandi. CLSI kilavuzuna
gore KNS'ler i¢in tuz agar testinin duyarliligt % 93,6, ozgilligu % 97,1, pozitif
prediktif deger % 97,8, negatif prediktif deger % 91,9 ve test gecerliligi % 95,1
olarak saptandi. PBP2a lateks agliitinasyon testinin duyarliigi % 68,1, 6zgilligi
% 100,0, pozitif prediktif deger % 100,0, negatif prediktif deger % 70,0 ve test
gecerliligi % 81,7 olarak saptandi (Tablo 4.11).

Tablo 4.11. KNS'ler icin tuz agar ve PBP2a lateks agliitinasyon sonuglari ve istatistik degerleri.

PBP2a lateks
Tuz agar i
agliitinasyon
PCR S R Top.|S R Top.
-) 34 1 35 |35 0 35
(+) 3 44 47 |15 32 47
" Top. 37 45 82 |50 32 82
g
Duyarlilik 93,6 68,1
Ozgiilliik 97,1 100,0
PPD 97,8 100,0
NPD 91,9 70,0
Test
Gegerliligi | 81,7

(-): mecA negatif, (+): mecA pozitif, S: Duyarl, R: Direncli, PPD: Pozitif prediktif deger,
NPD: Negatif prediktif deger.
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Kromojenik agar test sonuclari:

Kromojenik agar testinde 84 S. aureus izolatlarmin 31 (% 36,9)"1 direncli, 53
(% 63,1)'t duyarli olarak saptandi. S. aureus igin kromojenik agar testinin
duyarlilig1 % 93,5, 6zgillugt % 96,2, pozitif prediktif deger % 93,5, negatif prediktif
deger % 98,1 ve test gecerliligi % 95,2 olarak saptandi (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. S. aureus icin kromojenik agar testi sonuclari ve istatistik degerleri.

Kromojenik agar
PCR S R Top.
) 51 2 53
) 2 29 31
%)
§ Top. 53 31 84
3
S
v Duyarlilik 93,5
Ozgiillitk 96,2
PPD 93,5
NPD 98,1
Test Gegerliligi | 95,2

(-): mecA negatif, (+): mecA pozitif, PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deger.

CLSI kriterlerine gore metisilin direncini saptamada duyarliligi en yiiksek
olan yontem S. aureus'larda FOX disk difiizyon ve FOX MIK, KNS'lerde ise FOX
disk diflizyon yontemi olarak saptandi. EUCAST kriterlerine gore S. aureus'larda
FOX disk difiizyon ve FOX MIK, KNS'lerde FOX disk difiizyon yontemi olarak
saptand1. BSAC kriterlerine gore S. aureus'larda FOX MIK, KNS'lerde ise OX MIK
ve FOX MIK benzer olarak tespit edildi. Oksasilin tuz agar, PBP2a lateks
agliitinasyon, kromojenik agar yontemleri kiyaslandiginda S. aureus’larda oksasilin
tuz agar ve PBP2a lateks agliitinasyon yontemleri ile benzer sonuglar elde edilmis
olup FOX disk difiizyon yontemine yakin olarak bulunmustur. KNS'lerde bu {i¢
yontem kiyaslandiginda kromojenik agar yonteminin kullanilamayacagi, diger iki
yontemin de sonuc¢larinin FOX disk difiizyon yonteminden daha diisiik sonuglar elde
edildigi goriilmigtir. CLSI kriterleri ve EUCAST kriterleri g6z Oniinde
bulunduruldugunda FOX disk diflizyon yonteminin tiim stafilokoklarda metisilin
direncini belirlemede en uygun yontem oldugu anlasilmistir. Yontemlere ve

kilavuzlara gore testlerin duyarlilig1 ve 6zgulliigii Tablo 4.13'te verilmistir.
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Tablo 4.13. Yontemlere ve kilavuzlara gore testlerin duyarhhk ve ozgiilliikleri.

Bakteri Kilavuz Yontem Duyarhhk Ozgiilliik
0X 93,5 100,0
DD FOX 100,0 98,1
CLSI 0OX 100,0 96,2
MIK FOX 100,0 98,1
0X - -
DD FOX 100,0 98,1
EUCAST 0X 100,0 96,2
MIK FOX 100,0 98,1
S. aureus
0X 93,5 96,2
DD FOX - -
BSAC 0X 100,0 96,2
MIK FOX 100,0 98,1
Tuz agar 100,0 96,2
PBP2a lateks 96,8 100,0
Kromojenik 93,5 96,2
agar
0X 95,7 743
DD FOX 97,9 94,3
CLSI . 0X 100,0 65,7
MIK FOX - -
0X - -
DD FOX 97,9 943
EUCAST . 0X 100,0 65,7
MIK FOX - -
KNS
0X 91,5 88,6
DD FOX - -
BSAC 0X 95,7 100,0
MIK FOX 97,9 943
Tuz agar 93,6 97,1
PBP2a lateks 68,1 100,0
Kromojenik - -
agar

DD: Disk difiizyon, MiK: Mikrodiliisyon, OX: Oksasilin, FOX: Sefoksitin
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5. TARTISMA

Stafilokoklar hem toplum hem de hastane kaynakli enfeksiyonlarda uzun
yillardan beri Onemini kaybetmeyen mikroorganizmalardan biridir. Stafilokok
enfeksiyonlart siirekli artmakta ve ayni zamanda bu bakterilerdeki ¢oklu ila¢ direnci
nedeniyle olusturduklar1 hastaliklarin tedavisi giderek giiclesmektedir. Penisilinin
kullanima girmesiyle stafilokoklara bagli invaziv enfeksiyonlarin mortalite
oranlarinda o6nemli bir dusiis saptanmistir. Ancak hizli bir sekilde, once
benzilpenisilinlere sonra da yar1 sentetik penisilinlere diren¢ gelismistir. Bunu
takiben metisilin direngli stafilokok suslar1 ortaya ¢ikmis ve ciddi bir klinik problem
olusturmuslardir. Metisilin direngli suslar mecA geni tarafindan kodlanan, beta-
laktam antibiyotiklere diisiik afiniteli bir PBP olan PBP2a iiretmeleri nedeniyle
metisiline ve diger beta-laktam antibiyotiklere direng¢ gelistirmistir. Giiniimiizde
MRS tiim diinyada yaygin olarak goriilmekte olup, prevalansi iilkeler arasinda
farkliliklar gostermektedir (67).

Metisilin direncli stafilokoklara rastlanma orani hastanede yatan hastalarda,
toplumdaki hastalara kiyasla daha yiiksektir (68). Ozellikle invaziv islemler basta
olmak {izere, hastanede uzun siireli yatis, ileri yas, altta yatan ciddi hastaliklar ve
onceden antibiyotik kullanimi, bu mikroorganizmalara bagli gelisen enfeksiyonlar
acisindan en onemli risk faktorleridir. Risk faktorleri arasinda 6zellikle yogun bakim
tniteleri, cerrahi birimler, diyaliz {initeleri ve AIDS hastalarinin tedavi edildigi
tniteler bulunmaktadir (17).

Metisiline direncli stafilokoklara bagli olarak gelisen enfeksiyonlarda erken
tan1 ve dogru tedavi biliyiik 6nem tasimaktadir. Stafilokoklarda o6zellikle yliksek
diizey heterojen direng¢ nedeniyle, direncli suslar siklikla gozden kagabilir. Fenotipik
yontemlerle metisilin  direncinin  saptanmasi, uygulanan test yOnteminin
kosullarindan etkilenmektedir. inokiilum miktari, inkiibasyon 1sis1 ve siiresi, ortamin
pH’s1 ve NaCl konsantrasyonu gibi faktorler direncin belirlenmesinde rol oynar. Bu
nedenle direng tespitinde mecA gen bolgesi varliginin gosterilmesi, en uygun yontem

olarak kabul edilmektedir. mecA gen bolgesi PCR veya DNA prob yontemleri ile
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saptanabilmektedir. En 6nemli avantajlar1 hizli ve dogru sonu¢ alinmasi olan bu
yontemlerin, dezavantajlar1 test maliyetinin yiiksek olmasi ve egitimli personel
gerektirmesidir (69).

MRSA ve MRKNS suslariin hastane enfeksiyonlarinda biiyiik pay sahibi
olduklar1 bilinmektedir. Metisilin direncinin varligir bu suslarin tedavisinde onemli
sorunlara yol a¢cmakta ve tedavi maliyetlerini arttirmaktadir (70). Metisilin
direncinde tilkeler ve bolgeler arasinda farkliliklar goriilebildigi gibi ayn1 hastanenin
farkl1 birimlerinde bile farkli direng oranlar1 saptanabilir. Ulkemizde ve yurt diginda
stafilokoklarda metisilin direnci ile ilgili yapilmis bir¢ok c¢alisma mevcuttur.
Metisilin direncini saptamada PCR ile mecA varligmin gosterilmesi altin standart
olarak kabul edilmektedir (71).

Yurt disinda PCR referans kabul edilerek yapilan ¢alismalarda metisilin
direng oranlar1 % 0,1 ile % 80,0 arasinda bildirilmektedir (72). Vannuffel ve ark. (73)
165 stafilokok izolati kullanarak yaptiklari ¢calismada S. aureus i¢in diren¢ oranini
% 41,3 bulurken, KNS'lerde daha yiiksek olarak % 47,1 bulmuslardir. Diger bir
calismada Mathews ve ark. 610 S. aureus izolatinda diren¢ oranim1 % 34,1 olarak
bildirmislerdir (74). Swenson ve ark. (75) stafilokoklarda metisilin direncini
arastirmis ve diren¢ oranini % 65,1 olarak bulmuslardir. Ulkemizden yapilan
calismalarda metisilin direngli S. aureus i¢in direng oranlart % 23,0-71,0 arasinda,
metisilin direngli koagiilaz negatif stafilokoklarda ise % 70,0’lere kadar varan
oranlarda bildirilmektedir (68). Ankara'da yapilan bir calismada S. aureus
izolatlarinda diren¢ orani % 54,3 olarak bildirilmistir (76). Bagka bir calismada
S. aureus izolatlarinda metisilin diren¢ oran1 % 49,0, KNS'lerde ise % 47,0 olarak
belirtilmistir (77). Calismamizda metisilin diren¢ orant S. aureus izolatlarinda
% 36,9, KNS izolatlarinda % 57,3 olmak {izere, tiim stafilokok izolatlar1 i¢in % 47,0
oraninda saptanmis, tilkemiz ve diinya verileri ile benzer oldugu goriilmiistir.

Metisilin direncinin belirlenmesinde disk difiizyon testi en sik kullanilan
laboratuvar testlerinden biridir (78). Swenson ve ark. (79) S. aureus i¢in oksasilin
disk difiizyon ile duyarliligi % 98,0 ve ozgullugi % 99,0; Sevgican ve ark. (77)
duyarliligr % 98,9, ozgiilliigii % 100,0 olarak bildirmislerdir. Velasco ve ark. (80)
duyarlilik, 6zgillik, NPD ve PPD degerlerini sirastyla % 94,1 % 100,0, % 94,4 ve
%100,0; Zhu ve ark. (81) duyarlilik, 6zgiillik, NPD ve PPD degerlerini sirasiyla
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% 97,5, % 98,3, % 95,1 ve % 99,1 olarak belirtmislerdir. Calismamizda S. aureus
icin oksasilin disk diflizyon ile duyarlilik, 6zgiillik, NPD ve PPD degerlerini
sirastyla % 93,5, % 100,0, % 96,4 ve % 100,0 olarak saptanmis olup yapilan diger
calismalarla benzer sonuglar bulundugu gozlenmistir.

Swenson ve ark. (79) KNS'ler i¢in oksasilin disk difiizyon ile duyarliligi
% 99,0, ozgiilligi % 89,0; Sevgican ve ark. (77) duyarliigi % 100,0, 6zgilligu
% 50,0 olarak belirtmislerdir. Ozel ve ark. (82) KNS'ler i¢in duyarlilik, ozgiilliik,
NPD ve PPD degerlerini sirastyla % 95,4, % 92,8 % 94,0, ve % 94,5; Zhu ve ark.
(81) duyarhilik, 6zgiilliik, NPD ve PPD degerlerini sirasiyla % 83,4, % 76,3, % 46,8
ve % 94,9 olarak belirtmislerdir. Calismamizda S. aureus i¢in oksasilin disk difiizyon
ile duyarhilik, 6zgtllik, NPD ve PPD degerleri sirasiyla % 74,3, % 95,7, % 92,9 ve
% 83,3 olarak saptanmis olup oksasilin disk difiizyon testinin duyarlilii yapilan
diger calismalara gore daha diisiik bulunmustur. Diisiik duyarliligin sebebi, oksasilin
kullanilarak yapilan duyarlilik testlerinde, direncin heterojen olmasi nedeniyle,
direngli ve duyarli sonuglarin ayriminda zorluklarla karsilasilmasidir (6). Bu nedenle
oksasilin disk difiizyon testi 2008 CLSI ve sonraki kilavuzlarda tarama testi olarak
Onerilmemektedir (7).

Sefoksitin disk difiizyon testi ile yapilan bir ¢alismada (80) S. aureus icin
duyarlilik ve 6zgiillikk degerleri % 100,0 ve % 94,0 olarak bulunmustur. Ozel ve ark.
(82) duyarhilik, ozgiilliik, NPD ve PPD degerlerini sirasiyla % 94,3, % 100,0,
% 100,0 ve % 96,0; Zhu ve ark. (81) ise % 96,6, % 94,9, % 93,3 ve % 97,5 olarak
belirtmistir. Baska bir caligmada Telli ve ark. (5) KNS'ler i¢in duyarlilik, 6zgiilliik,
NPD ve PPD degerlerini sirastyla % 98,3, % 99,1, % 99,4 ve % 97,5 olarak
bildirmislerdir. Diger c¢alismalarda sefoksitin disk difiizyon testi duyarlilik ve
ozgiilliigiin ikisi de % 100,0 olarak belirtilmistir (77, 79). Calismamizda S. aureus
icin sefoksitin disk difiizyon ile duyarhilik, 6zgiillik, NPD ve PPD degerleri
strastyla % 100,0, % 98,1, % 100,0 ve % 96,9 olarak saptanmis olup literatiirle
benzer oldugu gozlenmistir.

Swenson ve ark. (79) 115 izolat kullandiklar1 g¢alismada KNS'ler i¢in
sefoksitin disk diflizyon ile duyarliigt % 90,0, ozgilligi % 96,0 olarak
bulmuslardir. Ozel ve ark. (82) duyarlilik, &zgiilliik, NPD ve PPD degerlerini
sirastyla % 90,9, % 98,2, % 98,3 ve % 90,1; Zhu ve ark. (81) ise % 90,5, % 78,9,
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% 61,2 ve % 91,9 olarak belirtmislerdir. Baska bir calismada duyarlilik ve 6zgiilliik
% 100,0 olarak belirtilmistir (77). Calismamizda KNS'ler icin sefoksitin disk
difiizyon ile duyarlilik, 6zgiilliikk, NPD ve PPD degerleri sirasiyla % 97,9, % 94,3,
% 97,1 ve % 95,8 olarak saptanmis olup yurt disindaki ve tilkemizdeki ¢alismalarla
benzer oldugu gozlenmistir.

Oksasilin MIK testi ile 610 S. aureus izolat: kullanilarak yapilan bir
calismada duyarlilik, 6zgillik, NPD ve PPD degerleri sirasiyla % 100,0, % 90,0,
% 100,0 ve % 94,6 olarak belirtilmistir (74). Tiwari ve ark. (83) 237 izolat
kullandiklar1 ¢alismada duyarlilik, o6zgiillik, NPD ve PPD degerlerini sirasiyla
% 89,4, % 87,2, % 61,9 ve % 97,2 olarak belirtmislerdir. Ogiing ve ark. (84)
duyarliligr % 95,5, ozgulligi % 99,1; Cekovska ve ark. (85) duyarliligi % 100,0,
ozgiilliigii % 86,2 olarak belirtmislerdir. Calismamizda S. aureus igin oksasilin MiK
ile duyarlilik, 6zgiilliik, NPD ve PPD degerleri sirasiyla % 100,0, % 96,2, % 100,0
ve % 93,9 olarak saptanmis olup yapilan ¢aligmalarla uyumlu oldugu gozlenmistir.

Swenson ve ark. (79) KNS'ler i¢cin oksasilin MIK ile duyarliligi % 97,0,
ozgullugt % 82,0 olarak belirtmislerdir. Baska bir ¢alismada duyarlilik % 94,6,
ozgllik % 96,5 olarak belirtilmistir (86). Calismamizda KNS'ler i¢in oksasilin
MIK ile duyarlilhk, 6zgiillik, NPD ve PPD degerleri sirastyla % 100,0, % 65,7,
% 100,0 ve % 79,7 olarak saptanmis olup duyarliligi yapilan ¢alismalardan daha
yiiksek, ozgilligii ise daha diisiik bulunmustur. CLSI'da yer alan oksasilin MIK
degerlerine gore bazi KNS'ler direngli olarak saptanabilmektedir. Clink{i oksasilin
MIK degeri 0,5 ile 2 mg/L arasinda bulunan non-Staphylococcus epidermidis suslari
mecA pozitif olmayabilir. Ciddi stafilokok enfeksiyonlarmda MIK degeri 0,5 ile 2
mg/L arasinda bulunan S. epidermidis disindaki KNS'ler mecA, PBP2a veya
sefoksitin disk diflizyon testi ile dogrulanmalidir (64).

Swenson ve ark. (79) 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada S. aureus igin
sefoksitin MIK ile duyarliligt % 99,7, ozgiilliigii % 100,0 olarak belirtmislerdir.
Calismamizda S. aureus icin sefoksitin MIK ile duyarlilik, 6zgiilliik, NPD ve PPD
degerleri sirasiyla % 100,0, % 98,1, %100,0 ve % 96,9 olarak saptanmis olup
literatiirle uyumlu bulunmustur.

Vural ve ark. (87) 117 izolat ile yaptiklar1 ¢alismada S. aureus i¢in oksasilin

agar tarama testi duyarlilik, 6zgiillik, NPD ve PPD degerlerininin tiimiinii % 100,0
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olarak belirtmislerdir. Baska bir calismada duyarlilik, o6zgiillik, NPD ve PPD
degerleri sirasiyla % 98,8, % 98,3 % 98,8 ve % 98,3 olarak bulunmus ve inokiilasyon
yontemlerinde bazi farkliliklar ile direng belirleme oraninin artacagi belirtilmistir (5).
Tiwari ve ark. (83) duyarlilik, 6zgiillikk, NPD ve PPD degerlerini sirastyla % 87,9,
% 94,9, % 60,7 ve % 98,9 olarak belirtmislerdir. Calismamizda S. aureus igin
oksasilin tuz agar tarama testinin duyarhilik, o6zgiillik, NPD ve PPD degerleri
strastyla % 100,0, % 96,2, % 100,0 ve % 93,9 olarak saptanmis olup literatiirle
benzer oldugu gozlenmistir.

York ve ark. (88) 142 KNS izolat1 kullanarak yaptiklar1 ¢alismada oksasilin
tuz agar tarama testinin duyarhlik, o6zgiilliik degerlerini % 70,0 ve % 100,0 olarak
bildirmiglerdir. Oksasilin agar tarama yonteminin heterojen suslar ile yapilan
calismalarda duyarliliginin dastigt bildirilmistir (6). Calismamizda KNS'ler i¢in
oksasilin tuz agar tarama testinin duyarlilik, 6zgillik, NPD ve PPD degerleri
strastyla % 93,6, % 97,1, % 91,9 ve % 97,8 olarak saptanmis olup duyarlilig1 yapilan
calismalara gore daha yiiksek bulunmustur.

PBP2a lateks agliitinasyon testi kolay uygulanabilen, hizli ve c¢ok sayida
Ornegin ayni anda c¢alisilabilecegi bir testtir (5). Vural ve ark. (87) S. aureus igin
PBP2a lateks agliitinasyon testinin duyarlilik, 6zgtllik, NPD ve PPD degerlerini
strastyla % 100,0, % 97,0 % 100,0 ve % 96,0 olarak belirtmis ve PBP2a disindaki
bugiin i¢in bilemedigimiz PBP’lerin asir1 iiretiminin PBP2a lateks agliitinasyon
testinin daha fazla pozitif sonu¢ vermesine neden olabilecegini vurgulamislardir.
Yapilan diger caligmalarda Atay ve Gililay (89) duyarhilik, o6zgiilliikk, NPD ve PPD
degerlerini sirasiyla % 100,0, % 88,0, % 100,0 ve % 93.,8; Sakoulas ve ark. (90)
duyarhlik, o6zgiilliikk, NPD ve PPD degerlerini sirasiyla % 100,0, % 99,0, % 100,0 ve
% 99,5 olarak bulmuslardir. Calismamizda S. aureus i¢in PBP2a lateks agliitinasyon
testinin duyarlilik, 6zgiillik, NPD ve PPD degerleri sirasiyla % 96,8, % 100,0,
% 98,1 ve % 100,0 olarak saptanmis olup 6zgiilliik, NPD ve PPD oranlari literatiirle
uyumluyken, duyarlilik orani daha diistik bulunmustur.

Swenson ve ark. (79) yaptiklart ¢alismada KNS'ler i¢cin PBP2a lateks
agliitinasyon testi ile duyarlilig1 % 100,0, 6zgilliigii % 94,0 olarak belirtmislerdir.
Bowers ve ark. (91) 165 izolat kullanarak yaptiklar1 calismada duyarlilik, 6zgiilliik,
NPD ve PPD degerlerini sirasiyla % 64,4, % 100,0, % 60,9 ve % 100,0 olarak
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bulmus ve KNS'ler icin bu testin uygun olmadigini belirtmislerdir. Calismamizda
KNS'ler icin PBP2a lateks agliitinasyon testinin duyarhilik, 6zgilliikk, NPD ve PPD
degerleri sirastyla % 68,1, % 100,0, % 70,0 ve % 100,0 olarak saptanmis olup
yapilan calismalarla benzerlik gzlenmistir.

Kromojenik besiyeri kullanilarak 98 §. aureus izolat1 ile yapilan bir
calismada 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda testin duyarlilik, 6zgiilliik, NPD ve PPD
degerleri sirasiyla % 96,7, % 81,6, % 89,2 ve % 93,9 olarak belirtilmistir (92). Perry
ve ark. (93) 175 S. aureus izolati kullanarak yaptiklari ¢aligmada duyarlilig
% 72,0, ozgulligii % 92,1 olarak belirtmislerdir. Cesur ve ark. (94) duyarlilik,
ozgiillilk, NPD ve PPD degerlerini sirasiyla % 95,5, % 37,6, % 96.1 ve % 35.7
olarak bulmus ve o6zgilliigiin diisiik olmasi nedeniyle yalanci pozitiflik olasiligina
kars1 pozitif ¢ikan suslarin diger yontemlerle dogrulanmasi gerektigi kanisina
varmiglardir. Calismamizda S. aureus igin kromojenik besiyeri testinin duyarlilik,
ozgillik, NPD ve PPD degerleri sirasiyla % 93,5, % 96,2, % 98,1 ve % 93,5 olarak
saptanmis olup ozgiilliigii literatiire gore daha yiiksek bulunmustur.

Oksasilin ve sefoksitin disk diflizyon, mikrodiliisyon ve lateks agliitinasyon
testlerinin karsilastirildigi bir ¢calismada metisilin direncini belirlemede S. aureus ve
KNS'ler i¢in en uygun yontemin sefoksitin disk difiizyon testi oldugu vurgulanmigtir
(79). Cekovska ve ark. (85) S. aureus i¢in oksalin disk difiizyon, mikrodiliisyon ve
oksasilin agar tarama testlerini karsilastirmis, heterojen direngten dolayr test
sonuglarmin degiskenlik gosterdigini ve bu testlerin baska bir konvansiyonel
yontemle birlikte kullanilmasi gerektigini belirtmislerdir. S. aureus i¢in kromojenik
besiyeri testinin performansinin degerlendirildigi bir ¢aligmada duyarliligi ytiksek
bulunmus ve bu besiyerinin kullanimi ile ek test maliyetlerinin azalmasi,
konvansiyonel yontemlere gore daha kisa silirede sonug¢ alinabilmesi, degerlen-
dirmenin kolayligi, duyarliliginin yiiksek olmasi ve ozellikle taramada direkt
inokiilasyon yapilabilmesi nedeniyle metisilin direncini belirlemede tercih
edilebilecegi savunulmustur (95). S.aureus i¢in yapilan diger bir ¢alismada oksasilin
ve sefoksitin disk diflizyon, oksasilin agar tarama ve lateks agliitinasyon testleri
kiyaslanmis ve sefoksitin disk diflizyon yonteminin rutin klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda tercih edilebilecek bir yontem oldugu belirtilmistir (5). Sevgican

ve ark. oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon ve E-test yontemlerini kullanmus,
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sefoksitin disk difiizyon testinin, hem duyarlilik hem 6zgiillik agisindan daha iyi
oldugu ve metisilin direncini belirlemede oksasilin disk difiizyon ve E-test
yontemlerine alternatif olarak ve/veya birlikte kullanilabilecegini vurgulamiglardir
(77). CLSI kriterlerine gore, calismamizda S. aureus suslarinda mecA gen varlig
referans olarak kabul edildiginde; sefoksitin disk difiizyon ve mikrodiliisyon
yontemlerinin duyarhilik ve dzgiilliikkleri ayni1 olup diger yontemlerde daha yiiksek
bulunmustur. KNS suslarinda da mecA gen varlig1 referans olarak kabul edildiginde
sefoksitin disk diflizyon testinin duyarlilik ve 6zgiilliigii daha uyumlu bulunmustur.
Sefoksitin disk difiizyon sonuglarinin metisilin direncini gostermedeki tistiinliigu
bizim ¢alismamizda da gézlenmistir.

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda metisilin direncinden sorumlu mecA
gen homologu olan mecAigazsi geni bildirilmistir (3). Bu genin ilk olarak
hayvanlarda enfeksiyona neden oldugu; fakat son zamanlarda insan enfeksiyonlarina
da sebep oldugu bildirilmistir (55). Yurt disinda yapilan ¢alismalarda mecA negatif
oldugu halde fenotipik testlerde direngli olan suslarda, direngten sorumlu genin
mecArgazs: oldugu diisiiniilmektedir (96). Ulkemizde bu genin prevalansi ile ilgili
bir bildiri heniiz bulunmamaktadir. Calismamizda 166 stafilokok susunun hig¢ birinde
mecArgazs1 geni saptanmamigtir.

Ulkemizde metisilin  direncinin  belirlenmesinde ~ CLSI  kriterleri
kullanilmaktadir. Calismamizda buldugumuz sonu¢lar EUCAST ve BSAC
kriterlerine gore de degerlendirmeye alinmistir. EUCAST kilavuzuna gore
sefoksitin disk difiizyon testinin duyarlilik, 6zgillik, NPD ve PPD degerleri
S. aureus i¢in sirastyla % 100,0, % 98,1, % 100,0 ve % 96,9, KNS'ler i¢in sirastyla
% 97,9 , % 94,3, % 97,1 ve % 95,8; oksasilin MIK testinin duyarlilik, 6zgiilliik,
NPD ve PPD degerleri S. aureus i¢in sirastyla % 100,0, % 96,2, % 100,0 ve % 93,9,
KNS'ler i¢in sirastyla % 100,0, %, 65,7, % 100,0 ve % 79,7; sefoksitin MiK testinin
duyarlilik, 6zgiillitk, NPD ve PPD degerleri S. aureus i¢in sirastyla % 100,0, % 98,1,
% 100,0 ve % 96,9 olarak saptanmistir. Calismamizda bulunan degerler, CLSI,
EUCAST ve BSAC kriterlerine gore degerlendirilip elde edilen sonuglar referans
yontemle kiyaslandiginda CLSI ve EUCAST duyarlilik, 6zgiillik, NPD ve PPD

acisindan birbiriyle uyumlu bulunmustur.
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Calismamizda BSAC kilavuzuna gore oksasilin  disk difiizyon testinin
duyarhilik, 6zgiillik, NPD ve PPD degerleri S. aureus icin sirastyla % 93,5, % 96,2,
% 96,2 ve % 93,5; KNS'ler i¢in sirastyla % 91,5, % 88,6, % 88,6 ve % 91,5 olarak
saptanmig olup bulunan degerler referans yontemle karsilastirildiginda S. aureus igin
ozgiillikk, NPD ve PPD degerleri daha diisiik saptanirken, duyarlhiliklar1 esit ¢gikmistir.
KNS'ler i¢in 6zgiilliik ve PPD degerleri daha yiiksek saptanirken, duyarlilik ve NPD
degerleri daha diisiik bulunmustur. Oksasilin MIK testinin duyarlilik, o6zgiilliik,
NPD ve PPD degerleri S. aureus igin sirastyla % 100,0, % 96,2, % 100,0 ve % 93,9 ;
KNS'ler i¢in sirastyla % 95,7, % 100,0, % 94,6 ve % 100,0 olarak saptanmis olup
bulunan degerler referans yontemle karsilastirildiginda S. aureus i¢in tim degerler
uyumlu ¢ikarken; KNS'ler i¢in duyarlilik ve NPD degerleri daha diisiik, 6zgiilliik ve
PPD degerleri daha yiiksek ¢ikmustir. Sefoksitin MIK testinin duyarlilik, 6zgiilliik,
NPD ve PPD degerleri S. aureus igin sirasiyla % 100,0, % 98,1, % 100,0 ve % 96,9;
KNS'ler igin sirastyla % 97,9, % 94,3, % 97,1 ve % 95,8 olarak saptanmis olup
bulunan degerler referans yontemle karsilastirildiginda S. aureus ve KNS’ler i¢in
tiim degerler uyumlu bulunmustur.

Calismamizda mecA varlig1 referans alinarak yapilan ROC analizlerinde
calismamiz ic¢in duyarhilik smir degerleri belirlenmistir. ROC analizine gore
S. aureus i¢in oksasilin disk diftizyon testi duyarlilik sinir degeri 11,5 mm olarak
hesaplanmis olup diger kilavuzlarla kiyaslandiginda CLSI ile uyumlu, BSAC ile
kiyaslandiginda ise o6zgiillik, NPD ve PPD degerleri daha yiiksek bulunmustur.
KNS'ler i¢cin oksasilin disk difiizyon testi duyarlilik sinir degeri 15,5 mm olarak
hesaplanmis olup CLSI ile kiyaslandiginda duyarliligi uyumlu, 6zgiillik, NPD ve
PPD degerleri daha yiiksek, BSAC ile kiyaslandiginda duyarlilik ve NPD degerleri
daha yiiksek, 6zgiillik ve PPD degerleri daha diisiik bulunmustur. S. aureus i¢in
sefoksitin disk difiizyon testi duyarlilik sinir degeri 18 mm; KNS'ler i¢in 23,5 mm
olarak hesaplanmis ve diger kilavuzlarla karsilastirildiginda sonuglar uyumlu
bulunmustur. S. aureus igin oksasilin MIK testi duyarlilhk sinir degeri 6 mg/L
olarak hesaplanmis olup diger kilavuzlarla karsilagtirildiginda duyarlilik ve NPD
degerleri uyumlu c¢ikarken, ozgiillik ve PPD degerleri daha yiiksek cikmistir.
KNS'ler igin oksasilin MIK testi duyarlilik smir degeri 3mg/L olarak hesaplanmus
olup CLSI ve EUCAST ile karsilastirilldiginda ozgiillik ve PPD degerleri daha
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yiksek, duyarliik ve NPD degerleri daha disik bulunmustur. BSAC ile
kiyaslandiginda tiim degerler uyumlu bulunmustur. S. aureus ve KNS'ler igin
sefoksitin MIK testi duyarlilik sinir degeri 6 mg/L olarak hesaplanmis ve diger

kilavuzlarla karsilastirildiginda sonuglar uyumlu bulunmustur.

Sonug olarak;

Metisiline direncli stafilokok izolatlarinin tespitinde mecA ve mecArgazsi
genlerinin molekiiler yontemlerle gosterilmesi altin standart olmasina ragmen,
gelismekte olan iilkelerde ve tilkemizde bir¢ok rutin laboratuvarda bu yontemlerin
ekonomik ve donanim yoniinden uygulanmasinin zor olmasi nedeniyle, sefoksitin
disk difiizyon yonteminin metisilin direncini belirlemede kolay uygulanabilir, diisiik
maliyetli ve gilivenilir bir yontem olarak kullanilabilecegi kanaatine varilmistir.
Ayrica stafilokoklarda metisilin direncini belirlemek i¢in tilkemizde kullanilmakta
olan CLSI kriteleri ile birlikte EUCAST kriterlerinin de kullanilabilecegi kanisina

varilmistir.
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