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OZET
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CESITLI KAYNAKLARDAN iZOLE EDILEN STAPHYLOCOCCUS AUREUS
SUSLARININ METISILIN DIRENCININ FARKLI YONTEMLERLE
ARASTIRILMASI
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2011, iX + 54 Sayfa

Jiiri
Prof. Dr. Yusuf DURAK
Dog¢. Dr. Cengiz AKKOZ
Yrd. Doc. Dr. M. Onur ALADAG

Bu ¢alismada, cesitli kaynaklardan izole ve identifiye edilen 150 Staphylococcus aureus bakteri
susunun metisilin direnci ti¢ farkli yontemle incelendi. Bu incelemede; agar tarama, disk difiizyon ve sivi
mikrodiliisyon yontemleri kullanildi. Agar tarama ve mikrodiliisyon yonteminde 16 ( % 10.7) sus, disk
diftizyon yonteminde ise 17 ( % 11.3) sus Methicillin Resistance Staphylococcus aureus (MRSA) olarak
saptandi. Agar tarama yontemi referans alinarak diger iki yontemin duyarlilik ve &zgiilliikleri belirlendi.
Agar tarama ve mikrodilisyon yontemi birbirlerine % 100 uyumlu bulundu. Disk difiizyon yonteminin
duyarliligi % 100, 6zgiilligi ise % 99.2 olarak bulundu. Agar tarama yontemi, diger yontemlere gore
daha pratik goriildiigiinden, metisilin direncini belirlemede onerilebilecegi sonucuna varildi. Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) onerileri dogrultusunda, disk difiizyon yontemiyle tim suslarin
¢oklu antibiyotik direnci de arastirildi. incelenen MRSA ve MSSA suslarinda sirasiyla; penisiline % 100
ve % 93.3, tetrasikline % 81.2 ve % 5.2, , ofloksasine % 62.5 ve % 1.5, rifampine % 56.2 ve % 0.7,
amoksisilin/klavulanik aside % 56.2 ve % 0, eritromisine % 50 ve % 5.9, gentamisine % 50 ve % 0,
trimetoprim sulfametoksazole % 18.7 ve % 0 oranlarinda direng saptanirken, tiim suslar vankomisin ve
linezolide duyarli bulundu. MRSA suslarindaki ¢oklu antibiyotik direncinin, MSSA suslarina gore daha
yiiksek oldugu goriildi. Linezolidin MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde vankomisine alternatif
olabilecegi kanisina varildu.

Anahtar Kelimeler: Agar tarama, disk difiizyon, metisilin direnci, mikrodiliisyon,
oksasilin, Staphylococcus aureus.
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In this study, methicillin resistance of 150 Staphylococcus aureus strains isolated and identified
from various sources was investigated by three different methods. These methods were agar screening,
disk diffusion and broth microdilution. By agar screening and microdilution methods, 16 (10.7 %) strains
were determined as Methicillin Resistance Staphylococcus aureus (MRSA) on the other hand, it was
found as 17 ( 11.3 %) when disk diffusion method was used. The microdilution and disk diffusion
methods’ sensitivity and specificity were assessed considering agar screening method as reference. Agar
screening and microdilution methods were 100 % compatible with each other. The sensitivity of disk
diffusion method was found as 100 % but its specifity was 99.2 %. It was concluded that agar screening
method may be suggested to determine methicillin resistance because it was more practical than other
methods. Moreover, multiple antibiotic resistance of all strains were investigated by using disk diffusion
method according to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). The Resistance rates of MRSA
and MSSA strains were found as follows, respectively penicillin 100 % and 93.3 %, tetracycline 81.2 %
and 5.2 %, ofloxacin 62.5 % and 1.5 %, rifampin 56.2 % and 0.7 %, amoxicillin/clavulanic acid 56.2 %
and 0 %, erythromycin 50 % and 5.9 %, gentamicin 50 % and 0 %, trimethoprim/sulfamethoxazole 18.7
% and 0 %. All strains were sensitive to vancomycin and linezolid. Multiple antibiotic resistance in
strains of MRSA were seen to be significantly higher than in Methicillin Sensitive Staphylococcus aureus
(MSSA) strains. It was concluded that linezolid can be used as an alternative to vancomycin for the
treatment of MRSA infections.

Keywords: Agar screening, disk diffusion, methicillin resistance, microdilution, oxacillin,
Staphylococcus aureus
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler:

°C: santigrad derece
g: gram

Kb: kilo baz

kDa: kilo dalton

ml: mililitre

pg: mikrogram

ul: mikrolitre

Kisaltmalar

AMC: Amoxicillin/clavulanic acid

BORSA: Borderline-resistant Staphylococcus aureus

CLSI: Clinical and laboratory standards institute

FEM: Factors essential for the expression of methicillin resistance
FT: Fosfomisin- trometamol

KNS: Koagiilaz negatif stafilokok

Kob: Koloni olusturan birim

MIC: Minimum inhibition concentration

MRSA: Methicillin resistance Staphylococcus aureus

MSSA: Methicillin sensitive Staphylococcus aureus

NCCLS: National committee for clinical laboratory standats
OMHA: Oksasilinli Mueller-Hinton Agar

PBP: Penisilin baglayan protein

PBS: Phosphate buffer saline

PCR: Polimerase chain reaction

SCC: Staphylococcal cassette chromosome

TMP-SXT: Trimethoprim/siilfamethoxazole

TTC: Triphehnyltetrazolium chloride

VISA: Vancomycin intermediate resistant Staphylococcus aureus

VRSA: Vancomycin resistant Staphylococcus aureus



1. GIRIS

Stafilokoklar; 100 yildan daha uzun bir siireden beri tip diinyasinin ilgisini ¢eken
ve halk sagligimi da yakindan ilgilendiren 6nemli enfeksiyon etkenleri olarak kabul
edilmektedirler. ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanan ve 1881
yilinda da Alexander Ongston tarafindan fare ve kobaylarda hastalik yaptigi goriilen
stafilokoklar, o tarihlerde insanlarda ¢ok agir seyreden, tedavisi gii¢, Oliimciil
enfeksiyonlara neden olmuslardir. Alexander Fleming’in 1928 yilinda penisilini bulmasi
ve 1940 yilinda da bu antibiyotigin klinik kullanima girmesi ile birlikte, stafilokok
enfeksiyonlariin tedavisinde ©Onemli basarilar elde edilmistir. Bununla birlikte,
penisilinin ¢ok yaygin kullanilmasinin ardindan, penisilini parcalayan stafilokok suslari
ortaya ¢ikmaya baglamistir. Stafilokoklarda penisilin direnci 1940’11  yillarin
ortalarindan itibaren gittik¢e artmig, 1950°li yillarda penisilinin yani sira tetrasiklin,
eritromisin ve streptomisin gibi diger antibiyotiklere de direng gelisimine tanik
olunmustur (Haznedaroglu, 2006).

Arastirmacilar; 1960 yilinda metisilini, daha sonra da stafilokoklar tarafindan
sentezlenen penisilinazlara direngli penisilin tiirevlerini iiretmis ve stafilokok
enfeksiyonlarinin tedavisinde biiyiilk basar1 kazanmiglardir. Ancak bu basarinin
tizerinden heniiz bir y1l gegmeden (1961), stafilokoklarda metisilin direnci tanimlanmis
ve 1970’li yillarin sonu ile 1980°li yillarin baglarindan itibaren de MRSA (Methicillin
Resistance Staphylococcus aureus) suslarinda ¢oklu antibiyotik direnci ortaya ¢ikmaya
baglamistir. Glinlimiizde diren¢ sorununun giderek yayginlasmasi ile birlikte MRSA
tim diinyada hastane enfeksiyonlarina yol acan ¢ok ciddi bir sorun haline gelmistir
(Haznedaroglu, 2006).

Beta-laktamaz enzimleriyle hidrolize olmayan betalaktam grubu bazi
antibiyotiklere (metisilin, oksasilin, nafsilin, kloksasilin, dikloksasilin) karsi gelisen
direng, metisilin direnci olarak adlandirilmaktadir (Chambers, 1997). Metisiline duyarh
S. aureus (MSSA)’larda, bes adet penisilin baglayan protein (PBP) bulunurken,
MRSA’larda bunlara ek olarak PBP 2’ ya da PBP 2a olarak adlandirilan 78 kDa
agirlikta olan farkli bir PBP sentezlenmektedir (Hartman ve Tomasz 1986; Sancak,
2007). PBP 2a, diger PBP’lerden farkli olarak betalaktam yapisindaki antibiyotiklere
kars1 diisik afinite gostermektedir. PBP 2a’y1 kodlayan gen bdlgesi, 2.1 kb
biiyiikliigiinde olan ve mecA olarak adlandirilan bir gendir. Tiim MRSA’lar bu gene

sahipken metisiline duyarl olan suslarda bu gen bulunmamaktadir (Chambers, 1997).



Antibiyotiklere kars1 goriilen yiiksek direng diizeyi, tedavide basari sansim
azalttig1 icin, metisilin direncinin dogru saptanmasi olduk¢a 6nem kazanmaktadir. Hasta
orneklerinde metisilin direncinin belirlenmesindeki hatalar, ciddi klinik sorunlara neden
olabilmektedir. Metisilin direncinin saptanmasinda yalanci negatif sonuglar yetersiz
tedaviye ve MRSA suslarmin yayilmasina, yalanci pozitiflik ise glikopeptitlerin
gereksiz kullanimina ve asirt maliyete neden olmaktadir. Toplum sagligi, tedavi
basaris1 ve ekonomik nedenler goz oniine alindiginda, S. aureus suslarinin metisiline
kars1 direng durumlarinin dogru belirlenmesi son derece 6nemlidir (Iraz, 2008).

MRSA ve metisiline direngli koagiilaz negatif stafilokoklarin tanisinda ideal
yontem, mecA geninin veya PBP 2a proteininin dogrudan saptanmasidir. Ancak bu
yontemler, her klinik laboratuvarda uygulanabilecek yontemler degildir. Otomatik, yar1
otomatik ve tiirbidimetrik antibiyotik duyarlilik testleri ise metisilin direncinin dogru
saptanmasinda giivenilir sonuglar vermemektedir. Oksasilinin metisiline gore daha
stabil bir madde olmasi nedeniyle klinik laboratuvarlarda, oksasilin kullanilarak
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standarts) Onerilerine gore
uygulanan disk diflizyon, agar tarama ve diliisyon yontemleriyle de direngli suslarin
belirlenmesine calisilmaktadir. izole edilen ve metisiline direncli olarak goriilen tiim
stafilokok suslari, duyarlilik testleri sonuglari ne olursa olsun tiim betalaktam
antibiyotiklere direngli olarak rapor edilmelidir. Metisiline dogal heterojen direngli
stafilokok suslari, betalaktam dis1 antibiyotiklere de (6rnegin eritromisin, klindamisin
tetrasiklin, trimetoprim, siilfonamidler, fluorokinolonlar, aminoglikozidler) siklikla
coklu diren¢ gostermektedirler. Bu nedenle ¢oklu direng gosteren suslarda metisilin
direncinin daha dikkatli arastirilmasinda yarar vardir (Diindar, 2000).

Bu ¢alismada, MRSA suslariin belirlenmesinde kullanilan mikrodiliisyon, disk
diflizyon ve agar tarama yontemlerinin karsilastirilmasi ve ayrica ¢alisilan S. aureus

suslarinda ¢oklu antibiyotik direncinin belirlenmesi amaglanmastir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Bergey’in 1986’da yaptig1 sistematik bakteriyoloji siniflandirilmasina gore
stafilokoklar, Micrococcaceae ailesi igerisinde Micrococcus, Planococcus ve
Stomatococcus cinsleri ile birlikte yer almislardir. (Koneman ve ark., 1992) .

Stafilokoklar hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarda en sik rastlanan
etkenler arasinda yer almaktadirlar. S. aureus o6zellikle Gram pozitif bakterilere baglh
bakteremilerin en sik etkeni olmasinin yani sira, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari,
cerrahi alan enfeksiyonlari, pndmoni, ampiyem, osteomiyelit, septik artrit, endokardit
gibi ¢ok sayida ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir ( Bozca ve ark., 2008).

Burunda S. aureus tasiyiciligi enfeksiyonlarin epidemiyoloji ve patogenezinde
anahtar bir rol oynamaktadir. S. aureus insanlarin % 10-40’1inda ozellikle hastanede
calisanlarin ya da yatan hastalarin % 70’inde burun deligi mukozalarinda taginmaktadir.
Hastanede gorevli saglik calisanlarinda nazofaringeal tasiyiciligin  ¢ok yiiksek
olabilecegi uzun siiredir bilinmektedir (Oguzkaya-Artan ve Ciiriik, 2005). Giiniimiizde
metisiline direngli S. aureus enfeksiyonlarinda artisin goriilmesi, bu suslarda ¢ogul
antibiyotik direncinin ortaya ¢ikmasi ve bu direng probleminin her ge¢en giin artmasiyla
birlikte MRSA tiim diinyada nazokomiyal epidemilere yol agan ciddi bir saglik sorunu
haline gelmistir (Kurtoglu ve ark., 2009).

Ozdemir ve Sahin (2009) yaptiklar: calismada Kars ili saglik ¢alisanlarinin nazal
S. aureus ve metisiline direngli S. aureus tasiyicilig1 oranlarini arastirmiglardir. Calisma
kapsamina alinan bireylerin 29’unda (% 15.1) S. aureus tasiyiciligini belirlemisler, bu
29 bireyin bir tanesinde ise metisiline direncli S. aureus saptamislardir.

Kurtoglu ve ark. (2009) saglik ¢alisanlarinda S. aureus burun kolonizasyonunu,
antimikrobiyal duyarliliklar1 ve mupirosin etkisini arastirmislardir. Calismada 310
saglik calisanini incelemisler ve bu saglik ¢alisanlarinin % 8.7’sinde S. aureus burun
tastyiciligini saptamiglardir. Burundan izole edilen S. aureus’larin 3’iinii MRSA, 24’iinii
ise MSSA olarak belirlemislerdir. Amoksisilin-klavulanat, sefazolin, sefoksitin,
klindamisin, fusidik asit, levofloksasin, moksifloksasin, mupirosin, ofloksasin,
rifampisin, teikoplanin, tetrasiklin ve vankomisin direnci saptamamiglardir.
Tastyicilarda on gilinliikk intranazal mupirosin uygulamasinin ise % 100 basar
sagladigin1 gormiislerdir.

Yetkin ve ark. (2006) yogun bakim {initelerinde yatan hastalarda ve hastane

personelinde S. aureus tasiyiciligini ve cesitli antibiyotiklere duyarlilik durumunu



arastirmigladir. Bu amagla toplam 200 kisiyi calisma kapsamina almislar, bunlarin
71’inden (% 35) 86 stafilokok izole etmislerdir. izole edilen stafilokoklarm 16’smi1 (%
19) metisiline direngli S. aureus, 70’ini ise metisiline duyarli S. aureus olarak
saptamislardir. Izole edilen MRSA suslarinin antibiyotiklere daha direngli oldugunu
gormiisler, glikopeptitlere ise direng gézlemlememislerdir.

Yine hastane personelinde nazal S. aureus tasiyiciligini belirlemek amaciyla
yapilan bir ¢alismada, 189 hastane ¢alisani incelenmis, bunlardan 59’unda (% 31.2) S.
aureus tastyiciligi, 9’unda da (% 4.8) MRSA tasiyiciligt bulunmustur (Demirdal ve ark.,
2006).

Onciil ve ark. (2002)’ da nazal S. aureus tasityicihgini belirlemek amaciyla
yaptiklar1 bir calismada 495 hastane c¢alisanini arastirmislar ve bu calisanlarin %
15’inde nazal S. aureus tasiyiciligini saptamiglardir. MRSA tasiyiciligim ise % 2.4
oraninda bulmuslardir.

Askarian ve ark. (2009)’nin iran’da bir hastanede yaptiklar1 ¢aligmada, hastane
calisanlarinda nazal MRSA tasiyiciligini arastirmislardir. MSSA tasiyiciligr oranimi %
25.7, MRSA tastyicilig oranini ise % 5.3 olarak saptamislardir.

Direng, bir bakterinin antimikrobiyal bir ajanin Oldiiriicii veya iiremeyi
durdurucu etkisine karsi koyabilme yetenegidir. Direng gelisimi ve yayilimi genellikle
gereksiz ve uygunsuz antibiyotik kullanimma baglanmakla birlikte, antibiyotik
direncinin yalnizca yaygin antibiyotik kullanimi sonucu degil, bakterilerin olumsuz
cevre kosullarinda yasamini siirdiirmek i¢in kullandig1 savunma siirecinin bir pargasi
oldugu da belirtilmektedir (Yiice, 2001).

Stafilokoklarda; penisilin grubu antibiyotiklere karsi goriilen direngte, beta-
laktamaz grubu enzimlerin rolii agikga goériilmektedir. Bu enzimler, genellikle bir
plazmid izerinde tasman Ve indiiklenebilir bir gen olan bla tarafindan
kodlanmaktadirlar. Penisilinaz, penisilini ve diger penisilinaza duyarl bilesikleri inaktif
olan penisiloik aside pargalayan, salinabilir bir enzimdir. Bla geninin, blaRl ve blal
olmak ftizere iki regiilatér determinanti bulunmaktadir. blaRl, membran reseptdriinii
kodlarken, blal, gen reseptoriinii kodlamaktadir. Penisilin varliginda, membran blaRl
reseptOriinlin ekstraseliiler parcasi, intrasitoplazmik parcasinin otokatalitik ayrisimini
tetikler. Agiga ¢ikan intrasitoplazmik peptid bir metalloproteinaz gibi davranir, bir
represOr olan blal’y1 ayristirarak gen ekspresyonu iizerindeki baskiyr kaldirir ve beta-
laktamaz sentezinin ger¢eklesmesiyle beta-laktam direnci gelisir ( Appelbaum, 2006;
Unal, 2009).



Gilinimiizde, S. aureus izolatlarinda goriilen en 6nemli sorun, giderek artan
oranlarda goriilen metisilin direncidir. MRSA, bir kez hastaneye girdikten sonra
eradikasyonu olduk¢a zordur. Bu nedenle hastanelerde MRSA izolatlarinin saptanmasi,
yaylliminin onlenmesi, 6zellikle hemodiyaliz ve cerrahi hastalar1 gibi yiiksek risk
tasiyan hasta gruplarinda MRSA kolonizasyonunun ortadan kaldirilmas: biiyiik 6nem
tasimaktadir ( Hershow ve ark., 1992; Sancak, 2007).

Metisilin direncinin mekanizmasina baktigimizda karsimiza penisilin baglayan
protein (PBP)’ler ¢ikmaktadir. PBP’ler bakteri hiicre membraninda bulunan B-laktam
antibiyotiklerin baglandigi hedef proteinlerdir. -laktam antibiyotikler bu proteinlere
baglanip, peptidoglikan sentezini engelleyerek bakteri hiicre duvarini inhibe ederler
(Chambers and Sachdevo, 1992). Metisiline duyarli S. aureus suslar1 4 veya 5 farkli
PBP (1, 2, 3, 3°, 4) olustururlar. Klasik metisilin direnci normal PBP’lerin yaninda, PBP
2a ya da PBP 2’ olarak adlandirilan yeni bir penisilin baglayan proteinin sentez
edilmesiyle ilgilidir. Bir transpeptidaz oldugu diisiinilen PBP 2a beta-laktam
antibiyotiklere kars1 diisiik afinite gostermektedir (Chambers 1988; 1997). Bu nedenle
beta-laktam grubu antibiyotikler, MRSA’larda PBP 2a’ya baglanamazlar ve
peptidoglikan sentezi devam eder (Deurenberg ve ark., 2007).

Molekiiler biyolojik caligmalar sonucunda PBP 2a’nin sentezini saglayan
genetik bilginin bakteri kromozomunda ilave lokalize 2 kb’lik bir gen olan “mecA”
geninde tasindigr gosterilmistir (Smith and Jarvis, 1999; Lowy, 2003). “mecA” geni
MRSA’da bulunan ve SCCmec olarak isimlendirilen bir diren¢ adasinda bulunmaktadir.
SCC ‘staphylococcal cassette chromosome’, mec ise, metisilin direncine neden olan
genetik eleman1 simgelemek i¢in kullanilmaktadir. SCCmec 15-60 kb biiyiikliigiinde ve
kromozoma entegre olabilen, mobil bir eksojen DNA pargasidir. SCCmec’te bulunan en
onemli genler ccrA, ccrB ve mecA genleridir. ccrA ve ccrB, mec genini kromozoma
entegre edebilen ve ¢ikarabilen rekombinaz proteinlerini kodlamaktadir. ccrA, ccrB ve
mecA komplekslerinin yapisina gére SCCmec dort tipe ayrilmaktadir. SCCmec tip I, 1l
ve III hastanede kazanilmis MRSA “hospital acquired MRSA (HA-MRSA)” klonlari,
SCCmec tip IV ise toplumda kazanilmis MRSA “community acquired MRSA (CA-
MRSA)” klonlar1 olarak tanimlanmaktadir. (Eliopoulos, 2005; Appelbaum, 2006; Unal,
2009).

mecA geni, mecR1 ve mecl olmak iizere iki regiilator gen ile kontrol
edilmektedir. Bu genler, beta-laktamaz geninin regiilator genleri olan blaR1 ve blal ile

yapi, fonksiyon ve regiilasyon mekanizmasi agisindan benzerlik gostermektedir. Blal,



blal geni tarafindan kodlanan, beta-laktamaz geninin transkripsiyonunu inhibe eden bir
proteindir. BlaR1 ise blaR1 geni tarafindan kodlanir ve beta-laktamaz varliginda beta-
laktamaz gen transkripsiyonuna yol acar (Chambers, 1997). mecl ve mecR1, mecA igin
ayni diizenleyici rolii oynar. mecl, mecA’y1 baskilayan bir protein, mecR1 ise sinyal
uyarici bir protein kodlar (Kobayashi ve ark., 1998; Sancak, 2007).

Metisilin direncinin fenotipik olarak ortaya konmasi bakteriler arasinda
degiskenlik gostermektedir. Tiim MRSA suslar1 PBP 2a olusturmalarina ragmen, direng
degisik derecelerde ortaya ¢ikmaktadir. Bir baska deyisle, metisilin direncinin fenotipik
olarak eksprese edilmesi, homojen ya da heterojen olmak iizere iki sekildedir (Hartman
ve Tomasz, 1986; Sancak, 2007).

Heterojen direngte, o bakteri toplulugunda bulunan tiim hiicreler metisilin
direnci i¢in gerekli olan bilgiyi yani meCcA genini tasimalarma ragmen belirli bir
kisminda direng agiga ¢ikar (Hartman ve Tomasz, 1986; Sancak, 2007). Heterojen
direncli suslara ait hiicrelerin ¢cogu ( % 99’dan daha fazlasi), metisilinin 1-5 pg/ml’si
gibi beta-laktam antibiyotiklerin diisiik konsantrasyonlarina duyarlidirlar. Hiicrelerin
sadece 1/10%s1 gibi kiigiik bir kismi 50 pg/ml ya da daha fazla metisilin
konsantrasyonlarinda {ireyebilmektedir. Klinik izolatlarin ¢ogu rutin {ireme
ortamlarinda bu heterojen direng profilini gosterirler. Heterojen suslar NaCl veya siikroz
eklenmis hipertonik kiiltiir besiyerinde ya da 30 °C’de yapilan inkiibasyonda homojen
goriilebilirler. Ayrica EDTA eklenmesi veya inkiibasyon 1sisinmn 37-43 °C’ye
cikarilmasi, heterojen dirence neden olabilir veya direnci biitiinliyle baskilayabilir.
Farkli kiltiir ortamlarindan kaynaklanan diren¢ ekspresyonundaki bu degisiklikler
gecici ve tamamen fenotipiktir. Beta-laktam antibiyotiklerin varliginda heterojen
suslarin pasajlanmasi diren¢ fenotipini degistirerek yiiksek diizeyde direng gdsteren
mutant kolonilerin olugmasina yol agar. Bu klonlar, metisilinin 50-100 pg/ml
konsantrasyonlarinda  {ireyebilen, yiiksek direngli  hiicrelerin homojen  bir
popiilasyonunu firetir. Antibiyotiksiz ortamda bu suslarin tekrarlanan pasajlari, yeniden
heterojen profilin yerlesmesine neden olur (Chambers, 1997).

Homojen direncte ise hiicrelerin tiimii yiiksek konsatrasyondaki metisilin
varliginda iireyebilme 6zelligi gostererek yiiksek diizeyde direnc ortaya koyarlar. S.
aureus suslarmin ¢ok azinda bu direng goriiliir (Chambers, 1988).

Bu iki direng tipinden ayr1 olarak, mecA genini tasimadiklar1 halde metisiline
azalmis duyarlilik gbsteren S. aureus suslart da tanimlanmigtir. Bdoyle bir direng asiri

miktarda penisilinaz {iretimine bagli olarak meydana geliyorsa, borderline-resistant S.



aureus (BORSA), normal penisilin baglayan proteinlere sahip oldugu halde, bu
proteinlerin beta-laktamlara zayif afinitesi sonucunda meydana geliyorsa, methicillin-
intermediate S. aureus (MODSA) olarak adlandirilirlar. BORSA ve MODSA suslari
genetik olarak MRSA suslarindan farkhidirlar, klinik ve epidemiyolojik ©nemleri
bilinmemektedir (Derbentli, 2005).

Metisilin direncinin diizenlenmesinde mec bolgesi disinda “factors essential for
the expression of methicillin resistance” yani “fem” genleri olarak tanimlanmis genler
de gorev almaktadir. Metisiline duyarli ve direngli suslarda fem faktorleri
bulunabilmektedir. Metisilin direnci PBP 2a’nin varligina bagimli olarak ortaya ¢iktig
icin, mecA geninin ekspresyonu veya PBP 2a’nin aktivitesi ile etkilesebilecek faktorler
metisilin direncini de etkilemektedir (Eliopoulos, 2005; Appelbaum, 2006; Unal, 2009).

Gilinlimiizde metisilin direncinin saptanmasinda mecA geninin molekiiler
yontemlerle saptanmasi altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak bu yontemlerin
klinik laboratuvarlarda uygulanmasi olduk¢a zor ve pahalidir. Bu nedenlerden dolay,
Klinik laboratuvarlarda S. aureus izolatlarinda metisilin direncinin saptanmasinda
oksasilin disk diflizyon, sefoksitin disk difiizyon, sivi mikrodiliisyon, E-test, lateks
agliitinasyon ve agar tarama testi gibi ¢esitli fenotipik yontemler kullaniimaktadir
(Sancak, 2007).

Yapilan caligmalarda metisilin antibiyotigi yerine oksasilin antibiyotiginin
kullanilma sebebi, metisilinin 1s1 ve benzeri fiziksel etkenlere karsi oldukca duyarlh bir
antibiyotik olmasidir. Ornegin antibiyotik duyarlilik testi sirasinda, test ortaminda 2
°C’lik bir 1s1 degisimi olmasi, test sonuglarmimn yanhs degerlendirilmesine sebep
olmaktadir. Bu nedenle ayn1 amaci karsilayan daha stabil bir antibiyotik olan oksasilin
kullanilmaktadir. Uygun laboratuvar kosullarinda test edildiginde oksasilin direnci; bir
S. aureus susunun metisilin direncli (MRSA) oldugunu gosterir (Haznedaroglu, 2006).

Klinik o6rneklerden metisiline direngli S. aureus izolasyonu igin oksasilinli
Mueller-Hinton besiyerinin kullanildigi bir ¢alismada, 100 6rnek 6 pg/ml oksasilin
iceren Mueller-Hinton agara (OMHA) ekilmis ve 37 °C’de bir gece inkiibe edilmistir.
Besiyerinde olusan kolonilerden gram boyamasi ve gerekli goriilen testler yapilarak
identifikasyona gidilmistir. Kiiltiirii yapilan 100 6rnekten 50’sinde MRSA iiredigi tespit
edilmisti. OMHA besiyerinde iireyen ve S. aureus oldugu tespit edilen suslarin
metisilin direnci disk diflizyon yontemi ile dogrulanmistir. Sonug¢ olarak OMHA
besiyerinin MRSA izolasyonuna olanak veren bir besiyeri oldugu fakat bu besiyerinde

baska mikroorganizmalarin da iiremesinden dolayr gram boyamasi ve koagiilaz testi



yapilmadan bu besiyerinde meydana gelen iiremelerin MRSA olarak tanimlanmamasi
gerektigi vurgulanmistir (Karabiber ve ark. 1996).

Araj ve ark. (1999) yaptiklar1 ¢alismada, metisiline direngli S. aureus’u
belirlemek i¢in kullanilan konvansiyonel testlerle molekiiler testler arasindaki farki
aragtirmiglardir. mecA PCR metodu ile oksasilin disk diflizyon testi ve E-test yontemini
kargilagtirmiglardir.  Yapilan testler ile belirlenen sonuglar arasinda degisiklikler
gozlemlemislerdir. Test sonuglari arasinda gozlenen farklardan dolayr metisiline
direngli S. aureus’u belirlemek i¢in tek basima molekiiler yontemlerin yetmeyecegi,
konvansiyonel metotlarin bir kombinasyonu ya da molekiiler metotlarla birlikte
kullanilmas1 gerektigi sonucuna varmiglardir.

Kutlu (2006), konvansiyonel ve biyokimyasal yontemlerle hastalardan gelen
materyallerden 42 adet, hastane personelinden 6 adet olmak tizere toplam 48 S. aureus
susu izole etmistir. Bu suslarin disk difiizyon yontemiyle metisilin direncini, E-test
yontemiyle de vankomisin i¢in MIC (Minimum Inhibition Concentration) degerlerini
arastirmistir. Hastalardan izole ettii suslarin % 38’ini metisiline direncgli, saglikli
hastane personelinden alinan 6rneklerin tiimiinii ise metisiline duyarli bulmustur.

Hastane izolat1 S. aureus ve koagiilaz negatif stafilokoklarda metisilin direnci,
oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon testi, oksasilin E-testi, tuz agar tarama testi ve
direngten sorumlu mecA geni polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlenmeye galisiimistir.
Staphylococcus aureus’lar da fenotipik yontemlerden, oksasilin ve sefoksitin disk
difiizyon, oksasilin E-test ve tuz agar tarama testi sonuglar1 ayni bulunmustur (duyarhilik
% 97.72, dzgiillik % 95.65 ). Koagiilaz negatif stafilokok suslarinda ise sefoksitin disk
difizyon testi diger yontemlere gore altin standart teste en yakin test olarak
bulunmustur (duyarlilik % 97.77, 6zgiilliikk % 97.77 ) (Biger, 2009).

Rowe ve ark. (2002) sunduklari ¢alismada, 99 klinik stafilokok izolatin1 ( 41 S.
aureus, 33 S. epidermidis, 12 S. saprophyticus ve 13 de diger tiirlerden) farkli fenotipik
metotlarla aragtirmiglardir. mecA geninin belirlenmesi i¢in referans metot olarak PCR
kullanilmis ve 41 susda 14, 33 susda 10 ve 25 susun 10’unda mecA geni belirlenmistir.
Sonuglara gére S. aureus ve S. epidermidis i¢in agar diflizyon, agar diliisyon ve E-test
yontemlerinin 35 °C’de 24 saat inkiibasyondan sonra mecA pozitif izolatlari
negatiflerden dogru bir sekilde ayirdigimi gozlemlemislerdir. Diger tiirler igin tiim
metotlarin ve durumlarin diisiik 6zgiillik sundugunu ve ozellikle S. saprophyticus’da
metisilin  direncini  belirlemek i¢in molekiiller yoOntemlerin  gerekebilecegini

belirtmislerdir.



Yapilan bir ¢alismada, Ozellikle borderline-resistant S. aureus suslarina
odaklanarak bu suslardaki metisilin direncini belirlemek icin birka¢ fenotipik testin
performansi karsilastirilmigtir. Oksasilin agar tarama ve BBL kristal testlerinin
giivenilirligi metisilin duyarli, metisilin direngli ve yiiksek oranda beta-laktamaz tireten
suslarin timi i¢in degerlendirilmistir. Bu testlerin yiiksek oranda metisilin direnci
iceren dort ya da bes nadir borderline susu belirlemede basarisiz oldugu; fakat iki farkl
sicaklikta (35 ve 42 °C’de) es zamanl olarak yapilan disk difiizyon metodunun tiim
suslar1 belirledigi gozlemlenmistir (Nicola ve ark., 2000).

Senoglu ve ark. (2001) ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen ve disk difiizyon
yontemiyle oksasilin direnci saptanan 100 S. aureus susundaki direncin NCCLS
Onerileri dogrultusunda agar diliisyon ve agar tarama yoOntemleriyle arastirarak
sonuclarint karsilagtirmislardir. Disk difiizyon yontemiyle oksasiline direngli bulunan
100 MRSA susunda, agar diliisyon ve agar tarama yontemleriyle oksasilin direncini
sirastyla % 95 ve % 96 bulmuslardir. Yontemler arasinda istatiksel bir fark
bulamamislardir.

Notropenik kanser hastalarindan izole edilen 45 S. aureus ve 149 koagiilaz negatif
stafilokok susunun levofloxacine duyarliliginin E-test yontemiyle belirlendigi ve
bulgularin, broth mikrodiliisyon, agar diliisyon ve disk difiizyon yontemlerinden elde
edilen sonuglarla karsilastirildigi bir calismada, sonuglar arasinda c¢ok biiyiik farklar
gozlemlenmemistir. Elde edilen sonuglara gére E-test metodunun kullanilan diger
metotlar i¢in gegerli bir alternatif olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Bonaventura ve
ark. 2002).

Kirca (2008)’nin yaptigi g¢alismada 66 MRSA susu incelenmis, incelenen
bakterilerde PZR yontemiyle mecA geni varligi referans alinarak; oksasilin-sefoksitin
disk difiizyon, oksasilin agar tarama, oksasilin-sefoksitin E-test ve PBP 2a lateks
aglutinasyon  yontemlerinin  metisilin  direncini  belirlemedeki  duyarliliklar
karsilastirilmistir.  Kullanilan tiim yontemlerin  MRSA suslarini  tespit etmedeki
duyarliliklar birbirlerine esit (% 98.48) bulunmustur. Calisilan 66 sus genotipik olarak
mecA geni tasidigr halde, bir susta test edilen tiim yontemlerle fenotipik olarak metisilin
direnci gosterilememistir.

Stafilokoklarda metisiline direng¢ oranlarinin incelendigi bir c¢alismada, gesitli
klinik orneklerden izole edilen 720 S. aureus ve 1169 koagiilaz negatif stafilokok

(KNS) susu calisma kapsamina alimmistir. Disk diflizyon yontemi ile S. aureus
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suslarinin % 34’1, KNS suslarinin ise % 56’s1 metisiline direngli bulunmustur (Bozca
ve ark., 2008).

MRSA suslarindaki ¢oklu direng, MSSA suslarina gore oldukca yiiksektir.
Antibiyotiklere kars1 gelisen direng, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde duyarlilik
profiline gore, dogru ve uygun antibiyotik kullaniminin 6énemini daha da arttirmaktadir.
Ozellikle hastane enfeksiyonu etkeni ve toplum kokenli MRSA suslarinin izole edildigi
enfeksiyonlarda; antimikrobiyal duyarlilik test sonuglarina gore antibiyotik se¢iminin
yapilmasi, MRSA suslarinin tehlikesini daha da azaltacaktir (Duman ve ark., 2009).
Literatiirleri inceledigimizde MRSA ve MSSA suslarindaki ¢oklu antibiyotik direnci ile
ilgili yapilan bir¢ok ¢aligma mevcuttur.

Kan kiiltiirlerinden izole edilen S. aureus suslarinin antibiyotiklere direng
durumlarinin incelendigi bir ¢alismada, 62 S. aureus susu ¢alisma kapsamina alinmas,
bu suslarin 20’si (% 32) metisiline direngli (MRSA), 42’si (% 62) metisiline duyarli
(MSSA) olarak tanimlanmistir.  MRSA  suslarinin  siprofloksasin, klindamisin,
eritromisin, gentamisin, rifampisin ve tetrasikline karsi direng oranlart MSSA suslarina
gore anlaml derecede yiiksek bulunmustur (Giirsoy ve ark., 2009).

Kog ve ark. (2009)’nin yaptiklar1 ¢alismada, 170 MRSA susunun disk difiizyon
yontemiyle fosfomisin-trometamol (FT) duyarliligi, ayrica bu suslarin metisilin ve
sefoksitin direnci ile bazi antibiyotiklere duyarliliklar1 incelenmistir. 107 susun
fosfomisin-trometamole duyarli oldugu saptanmistir. Fusidik asit (% 96.5), trimetoprim
sulfometaksazol (% 98.8) ve kloramfenikol (% 97.1) de bu suslara yiiksek oranda etkili
bulunmus, vankomisine direngli sus saptanmamustir.

Klinik 6rneklerden izole edilen 137 S. aureus susunun incelendigi bir ¢caligmada,
bu suslarin metisiline direng oran1 % 49 olarak saptanirken siprofloksasin, ofloksasin,
levofloksasin ve moksifloksasine duyarliliklar1 sirasiyla % 52, % 55, % 56 ve % 60
olarak bulunmustur (Yakupogullari ve ark., 2006).

Altun ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢calismada, 436 stafilokok susunu incelemisler, bu
suslarin 332’°sini S. aureus, 114’iinii ise KNS olarak tanimlamiglardir. Tiim izolatlarin
262 ( % 60)’sini metisiline direncli, 174 ( % 40)’lnii ise duyarl olarak bulmuslardir. S.
aureus’larda ofloksasin direncini % 63, sulbaktam/ampisilin direncini % 74, KNS’larda
ise trimetoprim sulfometaksazol direncini % 52 olarak saptamislardir. Fusidik asite
direnci ise MRSA suslarinda % 3, metisiline direngli KNS suslarinda ise % 13 olarak

belirlemislerdir.
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Kan kiiltlirlerinden izole edilen stafilokoklarda antibiyotik direncinin arastirildig
bir ¢alismada, 382 KNS ve 182 S. aureus susu incelenmistir. Metisilin direnci, koagiilaz
pozitif ve negatif stafilokoklarda sirasiyla % 51 ve % 56 olarak bulunmustur. Metisiline
direngli stafilokok suslarinin, metisiline duyarh stafilokok suslarma gore diger
antibiyotiklere daha direngli oldugu saptanmigtir. Suslarin tamami vankomisine ve
teikolplanine duyarli bulunmustur (Koksal ve Samasti, 2002).

Aydin ve ark. (2001) 274 S. aureus ve 172 koagiilaz negatif stafilokok susunun,
penisilin, metisilin, eritromisin, klindamisin, kotrimoksazol, siprofloksasin, vankomisin
ve fusidik asite karsi direncini disk difiizyon yontemi ile, metisilin direncini ise
oksasilin diski ile aragtirmiglardir. Toplam 274 S. aureus susunun % 92.3'0 penisiline,
% 10.9'u metisiline, % 21.5 'i eritromisine, % 14.8' klindamisine % 15.8'i
kotrimoksazole, % 7.3" siprofloksasine, % 5.7'si fusidik asite direngli bulunurken, 172
koagiilaz negatif stafilokok susunun % 84.2'si penisiline, % 38.8'i metisiline, % 54.8'i
eritromisine, % 44.4'i klindamisine, % 42.2'si ko-trimoksazole, % 25'i siprofloksasine,
% 28.1'i fusidik asite direngli bulunmustur. Vankomisin direncine rastlamamuslardir.

Kog ve ark. (1996) yaptiklar1 ¢alismada, cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 107 S.
aureus susunda metisilin direncini ve gesitli antibiyotiklere duyarliliklarini arastirmiglardir.
Suslarin % 43’iinli metisiline direncli, tamamin1 vankomisine duyarli bulmuslardir. Diger
antibiyotiklerin etkinligi sirasiyla trimetoprim-sulfametoksazol ( % 94.4), klindamisin ( %
73.8), ampisilin-sulbaktam ( % 72.9), imipenem ( % 71), siprofloksasin ( % 69.2),
meropenem ( % 68.2), sefazolin ( %67.2), gentamisin ( % 63.6), penisilin ( % 5.6) olarak
siralanmistir. Antibiyotiklere direng orani, metisiline duyarli suslarda metisiline direncgli
suslara gore daha diisiik bulunmustur.

Keskin ve ark. (1995) metisiline duyarli ve direngli 152 stafilokok susununun gesitli
antibiyotiklere diren¢ oranlarini arastirmislardir. Metisiline duyarli suslarda ofloksasine
direng saptanmamuig, norfloksasine % 1, imipeneme % 4, netilmisine % 5 ve pefloksasine %
6 oraninda direng saptamiglardir. Metisiline direngli suslarda ofloksasine % 10, netilmisine
% 14 ve teikoplanine % 16 oraninda direng belirlemislerdir. Bu suslarda diger
antibiyotiklere kars1 daha yiiksek oranlarda direng gozlemlemislerdir.

Yapilan bir caligmada ise klinik 6rneklerden izole edilen 85 S. aureus susunun disk
diflizyon yontemi ile tiimii vankomisine, % 89’u ampisilin+sulbaktama, % 87’ si metisiline
duyarli, amoksisilin+klavulanik asite ise % 25’ i duyarli, % 51’1 orta duyarli bulunmustur
(Karabiber ve ark., 1993).
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Vural ve ark. (1991) koagiilaz pozitif ve negatif olmak iizere toplam 620 stafilokok
susunun ¢esitli antibiyotiklere duyarliliklarini disk difiizyon yontemiyle incelemislerdir.
Denenen antibiyotikler arasinda amoksisilint+klavulanik asit kombinasyonu koagiilaz
pozitif stafilokoklarin % 96’smma ve koagiilaz negatif stafilokoklarin % 99’una en etkin
olarak bulmuslardir.

MRSA infeksiyonlarinin tedavisinde en sik kullanilan ilaglar glikopeptid grubu
antibiyotiklerdir (Sancak, 2007). Bu antibiyotiklerden olan vankomisin yillar boyunca
MRSA’nin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde etkin bir sekilde kullanilmistir
(Unal, 2009). Ancak, 1997 yilinda Japonya’dan vankomisin’e orta diizey direngli ilk S.
aureus susu (“vancomycin intermediate resistant S. aureus [VISA]”) (MIK=8 pg/ml)
bildirilmistir (Hiramatsu ve ark., 1997). Bu ilk bildirimin ardindan, farkli merkezlerden
de VISA olgular1 rapor edilmistir. S6z konusu olgularda VISA’nin ortaya ¢ikisi, MRSA
infeksiyonu i¢in uzun siliredir almakta olduklart vankomisin tedavisi ile
iliskilendirilmistir ~ (Appelbaum, 2006). Vankomisine direngli ilk S. aureus
(“vancomycin resistant S. aureus [VRSA]”) izolat1 ise 2002 yilinda bildirilmis ve
sonrasinda yine farkli yerlerden VRSA izolatlar1 rapor edilmeye baslanmistir
(Anonymus, 2002).

Vankomisinin hiicredeki hedefi D-alanin-D-alanindir. VRSA’larda goriilen
direng, vanA geni varligina baghdir. Bu gen varliginda D-alanin-D-alanin yerine D-
alanin-D-laktat sentezlenir ki, bdylece vankomisin baglanacak bir hedef bulamaz.
Bunun sonucunda vankomisin direnci ortaya cikar. Bu genin vankomisin direngli
enterokoklardan Tn1546 transpozonu ile S. aureus’lara aktarildigi disiiniilmektedir
(Anonymus, 2004).

Metisiline direngli 145 stafilokok susunun ele alindig1 bir ¢alismada, bu suslarin
teikoplanin, vankomisin ve fusidik asite karsi direnci mikrodiliisyon yontemiyle
incelenmigstir. Elde edilen bulgulara gére vankomisine direngli susa rastlanmamis,
teikoplanine ise 2 sus direngli, 5 sus ise orta duyarli olarak saptanmistir. Fusidik asite
kars1 azalmis duyarlilik belirlenmistir (Giileroglu ve ark., 2002).

Stimbiil ve ark. (1998) stafilokok suslarinda vankomisin ve teikoplanin
duyarliligin1 belirlemede mikrodiliisyon ve E-test yontemlerini karsilastirdiklar
calismada, her iki yontemle de vankomisin ve teikoplanine direngli suslara
rastlamamuslardir. MIK diizeyinin belirlenmesinde E-test ile elde edilen degerlerin,

mikrodillisyon sonuglarini yeterince yansitmadigi kanisina varmiglardir.
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Metisiline direngli 252 stafilokok susunda, vankomisin ve teikoplaninin
etkinliginin mikrodillisyon yontemi ile arastirildig1 bir baska calismada ise vankomisine
diren¢ saptanmazken, tiirlere gore degismek iizere, hastane kaynakli suslarda % 3-4
oraninda teikoplanine direng saptanmistir. Calismanin sonuglarmma gore metisiline
direngli stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde halen en giivenilir antibiyotigin

vankomisin oldugu kanisina varilmistir (Diler ve ark., 1998).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismamizda, Konya ilindeki ¢esitli hastanelerden, Selguk Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 6grencilerinin burunlarindan ve gesitli gidalardan (siit, beyaz

et, yas pasta) izole ve identifiye edilen S. aureus suslar1 arastirildi.

3.1.1. Kullanilan kontrol suslari

Calismada, S.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Arastirma
Laboratuvar1 Bakteri Sus koleksiyonundaki S. aureus ATCC 25923 (MSSA) ve S.
aureus ATCC 43300 (MRSA) suslar1 kontrol amaci ile kullanild

3.1.2. Kullanilan besiyerleri

Nutrient agar (NA, Merck)

Nutrient broth (NB, Merck)

Mueller hinton agar (MHA, Merck)
Mueller hinton broth (MHB, Merck)
Brain heart infiision broth (BHIB, Merck)
Kanl agar besiyeri

Baird parker agar (BPA, Merck)
Mannitol salt phenol-red agar (Merck)

3.1.3. Kullanilan boyalar ve diger soliisyonlar

Egg Yolk Tellurit Soliisyonu (Merck, LOT:956319)
Fizyolojik Tuzlu Su Cozeltisi (% 0. 9)
2,3,5-triphehnyltetrazolium chloride (TTC) soliisyonu
PBS soliisyonu (phoshate buffer saline)

Jansiyan moru soliisyonu

Iyot soliisyonu

Sulu fiiksin soliisyonu



Hidrojen peroksit (% 3’liik eriyigi)

3.1.4. Kullamilan antibiyotik diskleri

Vankomycin, 30 pg. (Becton Dickinson BD)

Oxacillin, 1 ng. (Becton Dickinson BD)

Penicillin 10 ug. (Becton Dickinson BD)

Gentamicin 10 ug. (Becton Dickinson BD)

Erythromycin 15 pg. (Becton Dickinson BD)
Amoxicillin/Clavulanic Acid 30 ug. (Becton Dickinson BD)
Tetracycline 30 pg. (Becton Dickinson BD)

Ofloxacin 5 pg. (Becton Dickinson BD)

Rifampin 5 pg. (Becton Dickinson BD)
Trimethoprim/Siilfametaxazole 23.75/1.25 5 pg. (Becton Dickinson BD)
Linezolid 30 pg. (Becton Dickinson BD)

3.2. Yontem

3.2.1. S. aureus suslariin toplanmasi

3.2.1.1. Klinik érneklerin toplanmasi

15

Konya ilindeki gesitli hastanelerden, S. aureus olarak izole ve identifiye edilen

100 klinik sus ¢alisma kapsamina alindi. Toplanan suslar; koloni morfolojileri, gram

boyama 6zellikleri, mikroskobik goriiniimleri, hemoliz durumlar1 Mannitol Salt phenol-

red agar besiyerinde gelisme, katalaz, koagiilaz, ve lesitinaz testleri yapilarak kontrol

edildi. Bakteri suslar1 Brain Heart Infiizyon sivi besiyerine aktarilarak pasajlandi,

caligilan stire igerisinde +4° C’de saklandi.

3.2.1.2. Gida 6rneklerinin toplanmasi ve S. aureus izolasyonu

Konya ilinde agikta satilan dondurmalardan bir miktar numune, steril plastik

kaplara alinarak laboratuvara getirildi. Erimis haldeki bu dondurma 6rneklerinden 100

ul alinarak, secici besiyeri olan Mannitol Salt phenol-red agar besiyerine ekiivyonla
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yayma ekimi yapilip 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda, etrafinda
sar1 hale olusturan tek diismiis kolonilerden alinip, Brain Heart Infiizyon besiyerine
ekim yapilarak 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra kiiltiire koagiilaz ve
lesitinaz testi yapilarak S. aureus’un izolasyonu tamamlandi.

Incelenen yas pasta ve tavuk et &rnekleri piyasadan toplandiktan sonra hizl bir
sekilde laboratuvara getirilerek aseptik sartlarda bu Orneklerden 1 g’lik pargalar
almarak, icerisinde cam boncuk ve buyyon bulunan cam siselere konuldu. Ornekler
calkalanarak iyice homojenize edildi. 37 °C’de 24 saat inkiibasyondan sonra bu
kiiltiirden ekiivyonla, segici besiyeri olarak Mannitol Salt phenol-red agara yayma ekimi
yapild1 ve tekrar inkiibasyona birakildi. Ayni sekilde burada da sari hale olusturan
kolonilere koagiilaz ve lesitinaz testi yapilarak S. aureus’un izolasyonu tamamlandi.

Ureticilerden, steril plastik kaplara alinarak laboratuvara getirilen siit
orneklerinden 100 pl, secici besiyeri olarak Mannitol Salt phenol-red agara ekiivyonla
yayma ekimi yapildi ve inkiibasyona birakildi. Besiyeri iizerinde sar1 hale olusturan
kolonilere koagiilaz testi ve lesitinaz testi yapilarak S. aureus’un izolasyonu

tamamlandi.

3.2.1.3. Burun siiriintiisii 6rneklerinin toplanmasi ve S. aureus’un izolasyonu

S.U Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 6grencilerinin burun siiriintiisii érnekleri,
aseptik sartlarda her iki burun deliginin 1/3’liik 6n kismindan serum fizyolojikle
islatilmig steril pamuk ekiivyonlarla saga ve sola ¢evirmek suretiyle alindi. Alinan
ornekler Brain Heart Infiizyon besiyerine ekilerek 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Daha
sonra bu kiiltiirden Mannitol Salt phenol-red agara ekiivyonla yayma ekimi yapilarak
tekrar inkiibasyona birakildi. Bu besiyerinde etrafinda sar1 hale olanlar ya da besiyerinin
rengini tamamen sariya ¢eviren suslara koagiilaz testi ve lesitinaz testi yapilarak S.
aureus’un izolasyonu tamamlandi.

Izole edilen tiim suslar; Brain Heart Infiizyon besiyerine ekilerek ve belirli

araliklarla pasajlanarak +4 °C’de saklandu,
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3.2.2. S. aureus’un identifikasyonu

Izole edilen tiim suslar; koloni morfolojisi, gram boyama, mikroskobik
gortiiniim, hemoliz durumu, katalaz testi, koagiilaz testi, Mannitol Salt phenol-red agar

testi ve lesitinaz testi yoniinden incelendi.

Sekil 3.2.2.1. S. aureus susunun (no:65) kanli agar besiyerindeki beta hemoliz goriiniimii
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3.2.2.1. Katalaz Testi

Bu deney stafilokoklari, streptokoklardan ayirt etmede kullanilmaktadir. Kanli
agar besiyerinde iiretilen 24 saatlik bakteri kiiltiiriinden alinan birkag¢ koloni, temiz bir
lam {izerinde birka¢g damla % 3’liikk H,O; ile karistirildi. Gaz olusumu goézlenen suslar,
katalaz (+) olarak degerlendirildi.

Sekil 3.2.2.2.1: Katalaz testi ile bir S. aureus susunun katalaz (+) reaksiyonu goriiniimii

3.2.2.2. Koagiilaz testi

S. aureus’un diger stafilokoklardan ayirt edilmesinde en ¢ok 6nem tasiyan test,
koagiilaz testidir. Stafilokok kolonisi goriiniimii veren ve gram (+) koklar olarak
tanimlanan tiim izolatlarda bu testin yapilmasi Onerilmektedir. Pigment olusumu,
hemoliz durumu ve mannitole etki gibi testlerin hi¢ birisi S. aureus’un ayriminda
koagiilaz testi kadar dnemli olarak degerlendirilmemektedir. Koagiilaz testi, lam deneyi
ve tip deneyi olmak iizere iki farkli yontemle yapilmaktadir (Bilgehan, 2000).
Calismamizda tiip deneyi kullanildi. Bu deneyde; besiyerinde iireyen stafilokoklarin
olusturduklar1 ve besiyerine saldiklar1 serbest koagiilaz arastirildi. Steril bir deney tiipii
icerisine, 0.5 ml insan plazmasi konuldu. Bunun {izerine 24 saat siire ile Brain Heart
Infiizyon Broth besiyerinde inkiibe edilen stafilokok bakteri sus kiiltiiriinden 0.1 ml
alinarak ilave edildi. Deney tiipii etiivde 37°C’de 12-24 saat arasinda inkiibasyona
birakildi. Tipler 1. 2. 3. 4. 6. ve 24. Saatlerde ¢alkalamadan kontrol edildi, Bu siireler

sonunda tiipte piht1 olugmasi pozitif, olusmamasi ise negatif sonug olarak kabul edildi.
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Sekil 3.2.2.2.1 Tiipte koagiilaz test deneyi goriiniimii. Ustte negatif, altta pozitif érnek.

3.2.2.3. Mannitol fermantasyon testi

Mannitol Salt phenol-red agara ekim yapildiktan 18-24 saat sonra iireyen
bakterilerin, yiiksek tuz konsantrasyonuna toleransli oldugu, besiyerinin normalde
parlak kirmizi olan renginin sariya doniismesi durumunda ise mannitoliin bakteri
tarafindan fermente edildigi kabul edildi (Koneman ve ark., 1992).Calismada S. aureus

ATCC 25923 susu pozitif kontrol olarak kullanildi.

Mannitol Mannitol
Fermantasyonu (+) _ Fermantasyonu (-)

Sekil 3.2.2.3.1. Mannitol fermantasyonu testi gériiniimii. Mannitol + S.aureus (sol), mannitol —
stafilokok (sag)
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3.2.2.4. Lesitinaz Testi

Egg yolk tellurit iceren Baird Parker Agar besiyerine bir gecelik stafilokok
bakteri kiiltiirlerinden ekim yapildi ve lesitini hidrolize edip etmedigi kontrol edildi.
Siyah-gri renkli kolonilerin etrafinda berrak bir zon olugmasi pozitif olarak
degerlendirildi (Adesiyum ve ark 1992, Sagun ve ark. 2003).

4 o
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Sekil 3.2.2.4.1 Tellurit igeren Baird Parker Agar besiyerinde gelisen S. aureus susu kolonileri ve lesitinaz
(+) test goriiniimii.

3.2.3. S. aureus suslarinda metisilin direncinin belirlenmesi

3.2.3.1. Disk difiizyon yontemi

Calismada, izole ve identifiye edilen S. aureus suslarinda metisiline kars1 direng,
kuru disk difilizyon yontemi ( Kirby-Bauer) ile arastirildi. Bakteri susu hiicre yogunlugu,
CLSI onerileri dogrultusunda 24 saatlik bakteri kiiltiiriintin % 0.9’luk NaCl iginde
hazirlanan siispansiyonunun 0.5 McFarland (1x10® koloni olusturan birim (kob) /ml)
tip bulanikhigina ayarlandi ve petri kaplarinda, 4 mm kalinhigindaki Mueller-Hinton
Agar (% 4 NaCl ekli) besiyeri yiizeyine ekiivyon yardimiyla yayildi. Besiyeri yiizeyi
kuruduktan sonra oksasilin (1pg) diski yerlestirildi. Mueller-Hinton Agar besiyerinde 35
°C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra disklerin ¢evresinde olusan zon caplar1 dlgiildii.
Disk difiizyon testinin degerlendirilmesinde, oksasilin i¢in direngli ve duyarli zon

caplart sirasiyla <10 mm ve >13 mm olarak kabul edildi (CLSI, 2008). Kalite kontrol
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suslart olarak S. aureus ATCC 25923 (oksasiline duyarli) ve S. aureus ATCC 43300

(oksasiline direngli) suslar1 kullanildi.

Sekil 3.2.3.1.1. Metisiline direngli S. aureus (D) ve metisiline duyarli S. aureus (A, B,C) suslarinin
Mueller-Hinton Agar besiyerindeki goriiniimleri.

3.2.3.2. Oksasilin agar tarama testi

Mueller-Hinton agar (Merck) besiyerine % 4 NaCl ve 6 pg/ml oksasilin ilave
edildi. Kanli agar besiyerinde tiretilen 4-5 adet S. aureus susu kolonisi, steril ekiivyon
yardimiyla alinarak 10 ml’lik % 0.9 NaCl iginde 0.5 McFarland bulanikligina ( 1x108
koloni olugturan birim (kob) /ml) ayarlandi. Standart bakteri siispansiyonu i¢indeki
ekiivyon, tliplin kenarinda bastirilarak cevrilip fazla sivi atildi. Steril ekiivyonla plagin
yiizeyine ¢izgi ekimi yapildi. Kalite kontrol suglari olarak S. aureus ATCC 25923
(oksasiline duyarli) ve ATCC 43300 (oksasiline direngli) kullanildi. Plaklar ters
cevrilerek 35 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra iireme durumlari
incelendi. Besiyerinde bir veya birden fazla koloninin gériilmesi, oksasilin’e direngli

bakteri susu (S.aureus) olarak degerlendirildi.
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Sekil 3.2.3.2.1. Oksasilin agar tarama testinde MRSA (A) ve MSSA (B) bakteri suglarinin direng
goriintimii ( A: 60 nolu klinik sus, B: 59 nolu klinik sus).

3.2.3.3. Mikrodiliisyon yontemi

Kanli Agar besiyerindeki bir gecelik S. aureus susu kolonileri, steril ekiivyon
yardimiyla alinarak, 10 ml steril serum fizyolojik (SF) ¢ozeltisi (% 0.9 NaCl) igerisinde
0.5 McFarland tiip bulanikligma (1x10°® koloni olusturan birim (kob) /ml) ayarlandu.
Bundan da 1 ml almarak igerisinde 9 ml SF bulunan tiipe aktarilarak 1x10" kob/ml
olacak sekilde bakteri slispansiyonu hazirlandi. Oksasilinin 512 pg/ml’lik soliisyonu,
steril distile su igerisinde eritilerek hazirlandi. Mikrodiliisyon deneyi i¢in U seklinde
kuyucuklari olan mikroplate’ler kullanildi. Mikrodiliisyon deneyi:

1. Mikroplate’in 1’den 12’ye kadar olan yatay kuyucuklarina 100’er pl (% 2

oraninda NaCl i¢ceren) Mueller-Hinton Broth besiyeri aktarildi.

2. Hazirlanan antibiyotik c¢ozeltisinden 100 pl alinarak ilk kuyucuklara
konuldu. Birinci kuyucuklardan 100 ul alinip ikincilere, oradan da ayni
miktar almip tgiinciilere ve bu sekilde 12. kuyucuga kadar diliisyonlar
yapildi. 12. kuyucuk pozitif kontrol olarak kullanildi ve buna antibiyotik
eklenmedi. ilk 11 kuyucukta ise sirasi ile oksasilinin 256 — 0.25 ‘lik
konsantrasyonlar1 hazirlandi.

3. Daha 6nceden hazirlanmis olan 10’ koloni olusturan birim (kob) /ml bakteri

siispansiyonlarindan 100’er pl alinip tiim kuyucuklara ilave edildi. Boylece
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tiim kuyucuklarda 5x10° koloni olusturan birim (kob) /ml konsantrasyonda
bakteri yogunlugu saglandi. Bakteri eklendikten sonraki sulandirma da
dikkate alindiginda, 11 kuyucukta oksasilinin 128 — 0.125 pg/ml’lik
konsantrasyonlari elde edilmis oldu.

4. Kalite kontrol suslari olarak S. aureus ATCC 25923 (oksasiline duyarli) ve
ATCC 43300 (oksasiline direngli) kullanildu.

5. Mikroplate’n iizeri steril bir plakla kapatildiktan sonra 35 °C’de 24 saat
inkiibe edildi.

6. Inkiibasyon siiresi sonunda renklenme icin kuyucuklara daha onceden
hazirlanan 20 pl akéz (sulu) 2,3,5-triphehnyltetrazolium chloride (% 0.5)
sollisyonu eklenerek 35 °C’ de 30 dk daha inkiibasyona birakildi. Bu siire
sonunda mikroplatelerde iireme kontrol edilerek, goézle goriilebilen bir
tiremenin olmadig (renklenmeyen kuyucuklar), dolayistyla iiremenin inhibe
oldugu en diisiik oksasilin konsantrasyonu MIC (Minimun Inhibition
Concentration) olarak degerlendirildi (Sette ve ark., 2006, Morales ve ark.,
2008).

Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) kriterlerine gére oksasilin

MIC degeri S. aureus’ta <2 pg/ml olanlar duyarli, >4 pg/ml olanlar ise direncli kabul
edildi (CLSI, 2008).

Sekil 3.2.3.3.1 Mikrodiliisyon yonteminde MSSA suslarinin (A,B,C,E,F,G ve H siras1) ve MRSA
susunun (D sirasi) ireme goriiniimii
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Calismaya alman suslar, antibiyotik duyarliliklarimin belirlenmesi ig¢in, CLSI
onerileri dogrultusunda disk difiizyon yontemiyle incelendi. 0,5 Mc Farland
bulanikligina uygun olarak steril serum fizyolojik i¢inde siispansiyonlar1 hazirlandi. Bu
stispansiyon Mueller- Hinton Agar yilizeyine yayildi. Agar yiizeyine penisilin (10 pg )
vankomisin (30 pg), gentamisin (10 pg), eritromisin (15 pg), tetrasiklin (30 pg),
rifampin (5 pg), amoksisilin/klavulanik asit (30 pg), Ofloksasin (5 Q)
trimetoprim/siilfometaksazol (1.25/23.75 pg) ve linezolid (30 pg) diskleri yerlestirildi.
Plaklar 35°C’ de 24 saat inkiibe edildikten sonra antibiyotiklere ait inhibisyon zon
caplar oOlgiilerek CLSI onerileri dogrultusunda direngli/ duyarli/ orta duyarli olarak
degerlendirildi. Kontrol susu olarak S.aureus ATCC 25923 (oksasiline duyarli) ve
S.aureus ATCC 43300 (oksasiline direngli) suslar1 kullanildi.
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3.2.4. Kullanilan antibiyotik diskleri ve duyarhhiklar:

Cizelge 3.2.4’de kullanilan antibiyotik disklerine ait zon ¢aplar1 Clinical and
Laboratory Standards Institue ( CLSI, 2008)’ye gore verildi.

Cizelge 3.2.4. Antibiyotik diskleri ve duyarlilik durumlari (CLSI, 2008)

Antibiyotikler Duyarlilik durumu
Duyarh Ortaduyarh Direngli
(zon ¢apt mm) (zon ¢apt mm)  (zon ¢ap1 mm)

Vankomycin, 30 pg. >15 - -
(Becton Dickinson BD)
Oxacillin, 1 pg. >13 11-12 <10
(Becton Dickinson BD)
Penicillin 10 pg. >29 - <28
(Becton Dickinson BD)
Gentamicin 10 ug. >15 13-14 <12
(Becton Dickinson BD)
Erythromycin 15 pg. >23 14-22 <13
(Becton Dickinson BD)
Amoxicillin/Clavulanic Acid 30 pg. >20 - <19
(Becton Dickinson BD)
Tetracycline 30 ug. >19 15-18 <14
(Becton Dickinson BD)
Ofloxacin 5 pg. >18 15-17 <14
(Becton Dickinson BD)
Rifampin 5 pg. >20 17-19 <16
(Becton Dickinson BD)
Trimethoprim/Siilfametaxazole >16 11-15 <10
23.75/1.25 5 pg. (Becton Dickinson BD)
Linezolid 30 pg. >21 - -

(Becton Dickinson BD)
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3.2.5. istatistik

Calismada kullanilan testlere ait duyarlilik ve 6zgilliik belirleme tablosu Cizelge

3.2.5.1°de verilmistir.

Cizelge 3.2.5.1. Testlerin duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin belirlenmesi igin yararlanilan ¢izelge

Gercek durum (referans) Toplam
Test Gergek pozitif | Yalanc pozitif T(TH+)
Sonucu (Gp=a) Yp=b
Yalanci negatif | Gercek negatif T(T-)
(Yn=c) (Gn=d)
Toplam a+c b+d N

Duyarlilik, uygulanan testin gercek pozitifleri hangi oranda yakalayabildigini
saptayan bir olasiliktir. Testin gercek pozitifleri ortaya ¢ikarmakta ne kadar duyarl
oldugunu belirtir. Su sekilde hesaplanir:

Duyarhlik=(D)=a/ a+c x 100= Gergek pozitif / Gergek pozitif+ Yalanci negatif x100.

Ozgiilliik ise uygulanan testin gercek negatifleri ayirabilme yetenegini belirten
olasiliktir. Su sekilde hesaplanir:

Ozgiilliik=(0)= d / b+d x 100= Gergek negatif / Yalanci pozitif+ Gergek Negatif x 100.

Cizelge: 3.2.5.2: Referans teste gore disk difiizyon yonteminin duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin
belirlenmesi i¢in olusturulan cizelge

Gercek durum (referans) Toplam
Test 16 (MRSA) 1 (referans teste 17 (MRSA)
Sonucu gore disk difiizyon

yonteminde fazladan
1 sus MRSA olarak

belirlenmistir)

- 133 (MSSA) | 133 (MSSA)
Toplam 16 (MRSA) 134 (MSSA) 150

Disk diflizyon yontemi igin:

Duyarlilik= 16/16 x 100= % 100

Ozgiilliik= 133/134 x 100= % 99.2 olarak hesaplandi.

Mikrodiliisyon yontemi referans testle duyarlilik ve 6zgiilliik bakimindan % 100

uyumlu bulundu.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Calismamizda 100 adet klinik, 20 adet gida ve 30 adet Selguk Universitesi
Biyoloji Boliimii 6grencilerinin burunlarindan izole edilen, toplam 150 adet S. aureus
susu kullanildi (Cizelge 4.1.1). Tiim suslarin direnglilik durumlari; oksasilin agar tarama
testi, disk diflizyon testi ve mikrodiliisyon testi ile arastirildi. Suslarin ¢oklu antibiyotik

direnci ise disk diflizyon yontemiyle belirlendi.

Cizelge 4.1.1. incelenen S. aureus suslarinin kaynag ve sayilart

Caligilan Izolat | Calisilan Ornek Izolat sayis1 | Arastirilan | izolat
klinik 6rnek | sayis1 | gida O6rnegi | sayist Ogrenci | sayist
cesidi cesidi sayist
Yara 44 Stit 56 18
Bogaz 23
Kan 11
Mayi 7 Dondurma 26 1
Balgam 6 165 30
Idrar 5
Burun 3 Yas pasta 5 1
Periton 1
Toplam 100 87 20 165 30
1_1 M Yara
H bogaz
m Kan
B mayi
. m Balgam
® idrar
H Burun
M Periton

Ogrenciburun striintiisi
SOt
m Dondurma

UV

Sekil 4.1.1. Incelenen S.aureus suslarinin kaynag ve sayilari

Yas pasta
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Agar tarama testi ile incelenen toplam 150 S. aureus susunun 134’i (% 89.3)
oksasiline duyarli, 16’s1 ise (% 10.7) direngli bulundu. Mikrodiliisyon testi ile de 134
(% 89.3 ) susun oksasiline duyarli oldugu, 16 (% 10.7) susun ise oksasiline direngli
oldugu belirlendi. Disk difiizyon testinde ise 133 (% 88.7) sus oksasiline duyarli , 17 (
% 11.3) sus ise direncli bulundu.

Her ii¢ yontemle elde edilen bulgular karsilastirildiginda; oksasilin agar tarama
ve mikrodiliisyon yontemleri ile elde edilen sonuglar, duyarlilik ve 6zgiilliik yoniinden
birbiri ile % 100 uyumlu bulundu. Agar tarama ve mikrodiliisyon yontemleri ile 134
sus, disk diflizyon yonteminde ise 133 sus oksasiline duyarli olarak bulundugundan,
disk difiizyon yonteminin diger iki yonteme gore duyarliligi % 100, 6zgilligi ise %
99.2 olarak belirlendi.

Klinik 6rneklerden izole edilen 100 S. aureus susunun 15’i (% 15) metisiline
direngli bulunurken, Selcuk Universitesi Fen Fak. Biyoloji Boliimii grencilerinin burun
stirtintiilerinden izole edilen 30 S. aureus susundan bir tanesi (% 3.3) metisiline direngli
bulundu. Gida 6rneklerinde ise metisiline direngli susa rastlanmadi. Incelenen toplam
150 S. aureus susunun 16’sinin (% 10.7) metisiline direngli oldugu tespit edildi (Cizelge
4.1.2).

Cizelge 4.1.2. incelenen 6rneklerden izole edilen S. aureus suslari, metisiline direngli sayilari ve %

oranlart
Ornek Sus sayisi Direngli sus sayisi % orani
Yara 44 8 18.2
Bogaz 23 3 13
Kan 11 - -
Mayi 7 1 14.2
Balgam 6 2 33.3
Idrar 5 1 20
Burun 3 - -
Periton 1 - -
Toplam 100 15 15
Ogrenci burun
stirtintii 6rnekleri 30 1 3.3

Gida ornekleri 20 - -

Toplam 150 16 10.7
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Mikrodiliisyon yonteminde incelenen suslarin oksasilin antibiyotigine karsi
belirlenen MIC degerleri ise ¢izelge 4.1.3°de verilmistir.

Cizelge 4.1.3. Incelenen tiim suslarin oksasiline kars1 belirlenen MIC degerleri

MIC Degerleri (ng/ml)
Ornekler | >128 | 64 | 32|16 8 |4 | 2 1 0.5 0.25 0.125
10, 31, 12, | 67, | 92 6, 1,259, |34781315, 11,14,19, | 40
38, 55, 37 | 80 53 | 18,20, 16, 17, 21, 22, 24,26, 27,
. 60, 66, 32, 45, 23,25, 30, 34, 28,29, 33,
Klinik | 65 69, 47,48, 35,41, 42,43, | 36,39, 44,
sus no 84, 87, 50, 51, 52,54, 56, 57, 46, 49, 63,
71,78, 58,59, 61, 62, 64, 65, 70,
85, 97, 74,79, 81, 82, 72,73, 75,
83,90, 91, 93, 76,77, 86,
94, 99 88, 89, 95,
96,98, 100
SLI$ sayist n:10 n:2 n:2 n:1l n:2 n:16 n: 36 n: 30 n:1
Burun 0 2 07,112 03,105,10 6 01,102
e e e 104 121 | 107,112, 103,10 5,10 6, 101,102,
suruntusu 113,114, | 108117,118, | 109, 110,
sug no 126,127, | 119,120,122, 111, 115,
128 125, 129 116, 123,
124,130
Sus sayis1
3 say n:1 n:l n:7 n: 11 n: 10
Gida sus 134,135,136, 131, 132, 133,
no 140, 141, 142, 137, 138, 146,
145 139, 143, 147,
144, 150 148,
149
Sus sayis1
3 say n:7 n: 8 n:5

150 S. aureus susunun ¢esitli antibiyotiklere karsi duyarliliklar1 Kirby-Bauer
disk difiizyon teknigi ve CLSI (NCCLS) onerileri dikkate alinarak Mueller-Hinton Agar
besiyerinde standartlara uygun olarak yapildi. 10 farkli antibiyotik ¢esidi kullanildi.
Antibiyotiklere karsit direngli olanlarin sus numaralar1 ve o6rnek profilleri Cizelge

4.1.4,”de verildi.
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Cizelge 4.1.4. Kullanilan antibiyotiklere direngli olan suglarin numaralar1 ve drnek profilleri

ANTIBIiYOTIKLER

DIRENCLI SUS NO.

ORNEK PROFILLERI

Yara— 1-31-55-60-66-67-69-87-90
Bogaz: —10-35-37-84

1-10-12-31-35-37-55-60-66-67- | Mayi— 12
TE 68-69-80-84-87-90-115-117- Balgam—68
122-127 idrar: —80
Ogrenci burun siiriintiisii— 115-
117-122-127
10-31-55-60-66-68-69-84-87- | Yara— 31-5560-66-69-87-91
R 91- Bogaz: —10-84
Balgam—68
Yara—31-55-60-66-69-87
AMC 10-31-55-60-66-68-69-84-87 Bogaz— 10-84
Balgam— 68
TMP-SXT 55-66-67 Yara— 55-66-67
Yara—31-67-92
Bogaz— 10-17-37-84-93
Mayi—12
2-10-12-17-18-31-37-67-80-84- | .
E 02-93-112-114-115-124 | Ldrar—18-80
Periton—2
Ogrenci burun siiriintiisii— 112-
114-115-124
VA - -
Yara: —31-55-60-66-69-87
GM 31-55-60-66-68-69-84-87 Bogaz— 84
Balgam—68
LZD - -
Yara—31-55-60-66-69-87
Bogaz— 10-84
OFX 2-10-31-55-60-66-68-69-80-84- | Balgam— 68
87-130 Periton— 2
idrar— 80
Ogrenci burun siiriintiisii— 130
Yara— 1-3-7-11-13-16-20-24-26-
27-28-30-31-32-43-45-50-51-52-53-
L.9.4.5.6.7-0.10-11.12.13.14. | 3-55-57-59-60-65-66-67-69-73-83-
T 16.17.18.10.90-91.05.53, | 85-86-87-88-89-0-91-92-94-96-97
Bogaz: —10-17-19-21-22-29-35-37-
24-26-27-28-29-30-31-32-33- | )1 45 14 46.47.58-61-70-71-77-78-
34-35-36-37-38-39-40-41-42- 84-93-100
43-44-45-46-47-48-49-50-51-
52-53-54-55-56-57-58-59-60- 56&35_’ 23-33-34-36-39-49-56-74-75-
61-62-63-64-65-66-67-68-69- |\ 0 L 1) 4 2061 g0
10-71-73-74-75-76-77-78-79- | BN 08
P 80-81-82-83-84-85-86-87-88- ’

89-90-91-92-93-94-95-96-97-
98-99-100-102-103-104-105-

106-107-108-109-110-111-112-
113-114-115-116-117-118-119-
120-121-122-124-125-126-127-
128-129-130-132-134-135-136-
137-139-140-141-142-143-144-

145-146-147-148-149-150

Idrar— 18-63-64-80-82
Burun—4-15-48

Periton— 2

Ogrenci burun siiriintiisii—102-
103-104-105-106-107-108-109-110-
111-112-113-114-115-116-117-118-
119-120-121-122-124-125-126-127-
128-129-130
Gida—132-134-135-136-137-139-
140-141-142-143-144-145-146-147-
148-149-150

TE: Tetrasiklin, R: Rifampin, E: Eritromisin, VA: Vankomisin, GM: Gentamisin, OFX: Ofloksasin, LZD:
Linezolid, TMP-SXT: Trimetoprim/siilfametoksazol, AMC: Amoksisilin/klavulanik asid, P: Penisilin
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Sekil 4.1.2. Disk difiizyon yontemi ile incelenen bir MRSA susunun (no: 87 ) ¢coklu antibiyotik direnci
gOrtiinimi

Sekil 4.1.3. Disk diflizyon yontemi ile incelenen bir MSSA susunun (no: 47 ) penisilin digindaki
(penisiline direngli) kullanilan diger antibiyotiklere karsi duyarlilik gériiniimii.
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Caligilan tiim suslarin kullanilan antibiyotiklere karsi direngli, orta duyarli ve
direngli olanlarin sayilari ve %’leri ise Cizelge 4.1.5’de verilmistir. Bu ¢izelgeye gore
direng oranlar1 %’sine bakilarak, sirasi ile en direngli bulunduklar1 antibiyotikler;
Penicilin, Tetracyclin, Erythromycin ve en duyarli bulunduklar1 antibiyotikler ise
Vankomycin, Linezolid, Trimethoprim/Sulfamethoxazol, Amoxicillin/Clavulanic Acid,

Gentamicin, Rifampin ve Ofloksasin’dir

Cizelge 4.1.5. Toplam 150 S.aureus susunun kullanilan antibiyotiklere karsi direngli, orta duyarl ve
duyarl1 sayilar1 ve % oranlari

ANTIBIYOTIKLER R I S

Say1 | % Sayr | % Say1 | %
Tetracycline 20 133 |1 0.7 129 |86
Rifampin 10 6.7 |- - 140 ]93.3
Amoxicillin/Clavulanic Acid 9 6 - - 141 194
Trimethoprim/Siilfamethoxazole 3 2 - - 147 98
Erythromycin 16 10.7 | 12 8 122 | 81.3
Vankomycin - - - - 150 | 100
Gentamicin 8 53 |1 0.7 1141 |94
Linezolid - - - - 150 ]100
Ofloxacin 12 8 1 0.7 1137 913
Penicillin 141 |94 - - 9 6

R: Resistant (direngli), I: Intermediate (orta duyarli), S: Sensitive (duyarlr)
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Sekil 4.1.4. Toplam 150 S. aureus susunun kullanilan antibiyotiklere karsi direngli, orta duyarl ve duyarli
olanlarin % oranlar1
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MRSA ve MSSA suslariin kullanilan c¢esitli antibiyotiklere direng dagilimi
Cizelge 4.1.6’da Ozetlenmistir. Bu sonuglara gore sirasiyla MRSA ve MSSA
suslarindaki tetrasiklin direnci % 81.2, % 5.2, rifampin direnci % 56.2, % 0.7,
amoksisilin klavulanik asit direnci % 56.2, % 0, trimetoprim siilfametoksazol direnci %
18.7, % 0, eritromisin direnci % 50, % 5.9, gentamisin direnci % 50, % 0, ofloksasin
direnci % 62.5, % 1.5, penisilin direnci ise % 100, % 93.3 olarak bulunmugtur. MRSA

ve MSSA suslarinda vankomisine ve linezolide direng saptanmamustir.

Cizelge 4.1.6. MRSA ve MSSA suslarinin kullanilan gesitli antibiyotiklere karsi belirlenen direngli
sayilar1 ve % oranlari

MRSA (n=16) MSSA (n=134)
Antibiyotik Say1 % Antibiyotik Say1 %
Tetracycline 13 81.2 Tetracycline 7 5.2
Rifampin 9 56.2 Rifampin 1 0.7
AMC 9 56.2 AMC - -
TMP-SXT 3 18.7 TMP-SXT - -
Erythromycin 8 50 Erythromycin 8 5.9
Vankomycin - - Vankomycin - -
Gentamicin 8 50 Gentamicin - -
Linezolid - - Linezolid - -
Ofloxacin 10 62.5 Ofloxacin 2 1.5
Penicillin 16 100 Penicillin 125 93.3

MRSA: Methicillin resistance S. aureus, MSSA: Methicillin sensitive S. aureus
AMC: Amoxicillin/clavulanic acid, TMP-SXT: Trimethoprim/sulfamethoxazole
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4.2. Tartisma

1970’li yilarin baslarinda hekimler, tiim bakteriyel enfeksiyonlarin tedavi
edilebilir olduguna inaniyorken, giiniimiizde ise Staphylococcus aureus gibi tedavisi son
derece gii¢ olan coklu dirence sahip mikroorganizmalarla savasmaktadirlar ( Unal,
2009).

S. aureus, Ozellikle hastane enfeksiyonlar1 basta olmak {izere, onemli enfeksiyon
etkenlerinin basinda gelmektedir. Cogunlukla cilt ve yumusak doku olmak {izere
(fronkiil, seliilit, impetigo gibi), derin doku enfeksiyonlar1 (osteomyelit, septik artrit,
endokardit, karaciger, dalak apsesi) solunum ve iriner sistem infeksiyonlari,
bakteriyemi gibi gesitli enfeksiyonlara neden olmaktadir. S. aureus un neden oldugu
enfeksiyonlarda en Onemli sorunlardan biri antimikrobiyallere karsi gelistirdigi
direngtir. Gereksiz ve gelisigiizel antibiyotik kullanimi sonucunda yeni antibiyotiklere
kars1 ¢ok kisa zamanda direng gelisebilmektedir ( Duman ve ark. 2009).

1940’11 yillarda penisilinaz olusturarak penisiline diren¢ kazanan S. aureus, 1961
yilinda metisiline de diren¢ kazanarak (MRSA) tedavide kullanilan antimikrobiyalleri
onemli dlgiide siirlandirmistir. Bu nedenle S. aureus Gram negatif bakterilerin baskin
oldugu 20 yildan ( 1960 ve 70’1i yillar) sonra 1980’li yillardan baslayarak hastanelerde
adeta yeniden dogmus, bu dogus 6zellikle MRSA suslarinin prevalansindaki artigi da
beraberinde getirmistir (Derbentli, 2005).

Mevsim, bolge ve epidemiyolojik faktorlere bagl olarak degismekle beraber,
saglikli erigkinlerde S. aureus tasiyiciliginin, yasamlarinin belli bir déneminde %10-50
arasinda oldugu bildirilmistir. Bu oran hastanede yatan hastalarda ve hastane
calisanlarinda % 70’e ulasabilmektedir. Normal popiilasyonun yaklasik % 20’si ise hig¢
tasimamaktadir (Atl1, 2007).
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Cizelge 4.2.1: Cesitli ¢aligmalarda, S. aureus suslarinda belirlenmis olan metisilin direnci % oranlar

Calisma MRSA % Ornek cesidi
Diler ve Kocabeyoglu 1998 30 Cesitli 6rnekler

Ersoy ve ark. 2003 89.6 Hastane enfeksiyonu 6rnekleri
Fidan ve ark. 2000 66 Hastane enfeksiyonu 6rnekleri
Yiice ve ark. 1994 40.7 Cesitli klinik 6rnekler
Saltoglu ve ark. 1996 38.7 Cesitli klinik 6rnekler

Aslan ve ark. 1998 26 Cesitli klinik 6rnekler

Aydin ve ark. 2001 10.9 Cesitli klinik 6rnekler
Altoparlak ve ark. 2002 58 Cesitli klinik ornekler

Ozkalp ve Baybek, 2003 20.6 Cesitli klinik 6rnekler
Aridogan ve ark. 2004 41 Cesitli klinik 6rnekler
Kurutepe ve ark. 2007 324 Cesitli klinik 6rnekler

Eksi ve ark. 2008 494 Cesitli klinik 6rnekler

Duman ve ark. 2009 36.4 Cesitli klinik 6rnekler
Oguzkaya-Artan ve ark. 2008 5.6 Burun 6rnekleri

Demirdal ve ark. 2006 4.8 Burun drnekleri

Kurtoglu ve ark. 2009 11 Burun 6rnekleri

Dilsiz, 2010 16.2 Gida ornekleri

Celik, 2010 11 Gida ornekleri

Ulkemizde farkli tarihlerde, cesitli orneklerden izole ve identifiye edilen S.
aureus bakteri suslart arasinda metisiline kars1 goriilen direncin yiizde oranlar ¢izelge
4.2.1°de verildi. S. aureus bakteri suslar1 arasinda bu direncin % 1.1 ile % 89.6 arasinda
degistigi goriilmektedir (Cizelge 4.2.1). Calismamizda ise incelenen S. aureus suslari
arasindaki metisilin direng oran1 % 10.7 olarak saptandi.

Cizelge 4.2.1°de yer alan Fidan ve ark. (2000), (% 66) ve Ersoy ve ark. (2003), (
% 89.6)’nin ¢alismalarinda gézlenen yiiksek orandaki metisilin direnci, bu ¢aligmalarda
hastane enfeksiyonu etkeni olarak izole edilen S. aureus suslarinin galisilmasindan
kaynaklanmaktadir. Hastane enfeksiyonlarima c¢ogunlukla metisiline direncli
stafilokoklarin neden oldugu bilinen bir gercek oldugu icin, direncin yiiksek olmasi
beklenen bir durumdur (Atl, 2007 ).

Oguzkaya-Artan ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢alismada 136 hastane ¢alisaninin S.
aureus burun tasiyiciligi oranini arastirmiglar, 18 kiside S. aureus burun tasiyiciligi
saptamiglar ve bu suslarin birinde ( % 5.6) metisiline direng belirlemislerdir. Ayni

sekilde Demirdal ve ark. (2006)’da hastane personelinin burun siiriintiisii 6rneklerini
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almiglar ve 59 kiside S. aureus tasiyiciligr saptamislar, bunlarin 9 ( % 4.8)’unda da
metisiline direng belirlemislerdir. Sencan ve ark. (2003), hemodiyaliz hastalarinin
burunlarindan 52 S. aureus izole etmisler ve bu suslarin 21 (% 40.4)’inin MRSA
oldugunu bildirmislerdir. Yameen ve ark. (2010) calismalarinda, hastanede yatmakta
olan hastalarin burunlarindan 236 S. aureus izole etmisler ve bu suslarin 59 (%
25)’unun MRSA oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar Giiney Afrika’nin cesitli
sehirlerinde yapilan bazi arastirmalara dayanarak (Bouchillon ve ark., 2004; Diekema
ve ark., 2001), MRSA insidansmin (% 33-43) bolgeden bolgeye degisebildigini
belirtmislerdir. Calismamizda 165 6grencinin burun siiriintlisii 6rnekleri alinmis ve 30
kiside S. aureus tastyicilig1 saptanmustir. Izole edilen 30 susun sadece birinde ( % 3.3)
metisiline diren¢ belirlenmistir. Bu oranin diisiik olmasinin bir sebebi de, bazi
calismalarin saglikli bireylerin burun taramalarindan izole edilen suglar iizerinde
yapilmasindan kaynaklanabilir. Sencan ve ark. (2003)’nin hastalarda yapmis oldugu
arastirma, diger Tllkelerde yapilan c¢alismalardaki sonuglarla uyusmaktadir.
Arastirmacilarin hasta bireylerden elde ettikleri sonuglar, ayni zamanda hasta olmayan
bireylerdeki MRSA insidansinin diisiik olmast ile ilgili goriisiimiizii desteklemektedir.

Celik (2010), 870 gida orneginden 92 S. aureus izole ettigi calismasinda
metisiline direng oranini % 1.1 olarak saptamistir. Dilsiz (2010), yaptigi ¢alismada ise
mastitisli inek siitlerinden izole edilen 148 S. aureus susunun metisilin direncini farkli
yontemlerle arastirmis ve suslarin 24 ( % 16.2)’linli metisiline direngli olarak
saptamigtir. Calismamizda ise gesitli gidalardan izole ettigimiz 20 S. aureus susunda
metisiline direncli susa rastlanmamustir (Cizelge 4.1.2). Benzer sekilde Unal ve Yildirim
(2010); Spanu ve ark. (2010), da yaptiklar1 ¢aligmalarda metisiline direngli S. aureus
susu bildirmemislerdir. Normano ve ark. (2007), hayvansal gida iriinlerinden izole
ettikleri 160 S. aureus susunun 6’sinda ( % 3.75) metisiline direng saptamiglardir.
Kumar ve ark. (2010) ise mastitisli hayvanlardan toplanan siit drneklerinden izole
ettikleri S. aureus suslarmin % 10.2’sinde metisiline direng belirlemislerdir. Tiirkyilmaz
ve ark. (2010), mastitisli biiyiikk bag hayvan siitlerinden izole ettikleri 93 S. aureus
susunun 16’sinda metisilin direnci tespit etmislerdir. Gidalardan izole edilen S. aureus
suslarinda metisilin direncinin diisiik oranlarda oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.2.1°de verilen caligmalara gore ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen
S. aureus suslarindaki metisilin direnci % 10.9-% 58 arasinda degigmektedir. Yapilan
bu calismalarda en diisik MRSA oram1 (% 10.9) Aydin ve ark. (2001)’nin

caligmalarinda goriilmektedir. Calismamizda cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 100
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S. aureus susu degerlendirilmis ve bu suslardan 15 ( % 15)’i metisiline direngli olarak
saptanmigtir. Diekema ve ark. (2001), 1997-1999 yillar1 arasinda toplanan S. aureus
suslarinda metisiline direng oranlarini; Isvigre’de % 1.8, Hollanda’da % 2, Almanya’da
% 4.9, Kanada’da % 5.7, Avusturya’da % 9.4, Ispanya’da % 19.3, Fransa’da % 21.4,
Belgika’da % 25.6, Ingiltere’de % 27.5, Italya’da % 50.5, Portekiz’de % 54.4,
Taiwan’da % 61.1, Japonya’da % 71.6 ve Hong Kong’da % 73.8 olarak bildirmiglerdir.
Tirkiye’de 1996-1999 yillan1 arasinda yapilan ¢alismalarda bildiren metisiline direng
oranlarinin ortalamasi % 47.5 olarak hesaplanmig, 2000-2003 yillar1 arasinda yapilan
calismalarin sonuglarimin ortalamasmin bu orana ¢ok yakin (% 46.6) oldugu
bildirilmigtir (Derbentli, 2005). 2004 yilinda Tiirkiye disindaki 26 Avrupa iilkesinde
yapilan bir diger arastirmada, S. aureus suslarindaki metisilin direnci yoniinden en
diisiik oranlar; Izlanda % 0.5, Danimarka % 0.6, Hollanda % 0.6, isvec % 0.8 ve
Estonya % 0.9; en yiiksek oranlar ise italya % 40.9, irlanda % 41.2, ingiltere % 41.5,
Malta % 43.8 ve Yunanistan % 44.4 olarak bildirilmistir (Tiemersma ve ark., 2004;
Derbentli, 2005). Ulkemizde 2003-2009 yillar1 arasinda klinik &rneklerden yapilan
caligmalarda, bu oranin ortalama % 36 oldugu ise Cizelge 4.2.1° de goriilmektedir.
Calismamizda klinik orneklerden izole edilen MRSA orani, son yillarda belirlenen
ortalamaya gore diigiik bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglar Aydin ve ark. (2001)’nin
sonuglariyla benzerlik gostermektedir.

Stafilokoklarda metisilin ve buna bagl olarak diger beta-laktam antibiyotiklere
direncin dogru ve cabuk belirlenmesi uygun tedaviye baglanmasini, ayrica pahali ve
toksik etkili tedavinin biiylik 6l¢iide onlenmesini saglar. Ancak bu direncin heterotipik
olarak ortaya ¢ikmasi, duyarlilik deneylerinde optimize test kosullarinin gerekmesi,
rutin deneylerin gilivenilirligini azaltmaktadir. Bu nedenle metisilin direncinin
belirlenmesinde, bakteri hiicresi i¢in 6zel kosullarin saglandig: diliisyon, disk difiizyon
ve agar tarama gibi ¢esitli yontemler tarif edilmistir (Chambers, 1988). Direncin
belirlenmesi i¢in secilen yontemin ise rutin laboratuvarlarda kullanilabilir olmasi,
giivenilir olmasi1 ve ¢abuk sonu¢ vermesi gerekir ( Hasbek ve ark. 2002).

Metisilin direncinin bazi suslarda heterojen olmasindan dolayt MRSA suslar
fenotipik yontemlerle her zaman dogru olarak belirlenememektedir. Bu nedenle
stafilokoklarda, metisilin direncini saptamak i¢in PCR ile mecA geninin tespiti altin
standart olarak kabul edilmektedir (Kirca, 2008).

Calismamizda metisilin direncinin tespitinde altin standart olarak kabul edilen

mecA geninin arastirilmasi maliyet yoniinden uygun bulunmadigindan, S. aureus
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suslarindaki metisilin direncini belirlemek i¢in agar tarama yontemi referans alinarak
mikrodilisyon ve disk difiizyon testlerinin duyarlilik ve o6zgilliglii belirlendi.
Ulkemizde yapilan bazi ¢alismalarda da agar tarama yontemi referans test olarak kabul
edilmektedir (Razlighi ve Derbentli, 1994; Siinbiil ve ark., 2000; Ogiing ve ark., 2001;
Hasbek ve ark., 2002; Cetinkol ve ark., 2008).

Razlighi ve Derbentli (1994) yaptiklar ¢calismada mikrodiliisyon ve agar tarama
yontemlerini % 100 uyumlu bulmuslar, disk difiizyon yontemini diger iki yontemle
karsilastirdiklarinda duyarliligt % 100, 6zgiilliigii ise % 97.5 olarak saptamislardir. Agar
tarama yonteminin kullanimini Onermislerdir. Benzer sekilde, ¢alismamizdaki agar
tarama ve mikrodiliisyon yontemleri de % 100 uyumlu bulunmus olup, disk difiizyon
yonteminin bu iki yonteme gore duyarlilign % 100, ozgilligi ise % 99.2 olarak
belirlenmistir.

Stinbiil ve ark. (2000) disk diflizyon yOntemini agar tarama yOntemiyle
karsilastirmiglar ve duyarliligini % 95.3, % 95. 2 olarak saptamislardir. Benzer bir baska
calismada Hasbek ve ark. (2002), agar tarama yontemini referans kabul etmisler ve disk
diflizyon testinin duyarliligini % 98.2, 6zgiilliigiinti ise % 97.8 olarak saptamis ve agar
tarama yontemini 6nermiglerdir.

Oguz ve ark. (2001) agar diliisyon testine gore, disk difiizyon ydnteminin
duyarliligin1 % 100, 6zgiilliglinii % 92.6, agar tarama yonteminin duyarliligint % 100,
ozgilligiinii % 95 olarak belirlemis ve agar tarama yontemini Onermiglerdir. Elde
ettigimiz sonuglara dayanarak bundan sonra yapilacak olan ¢aligmalarda agar tarama
yonteminin referans olarak kullanilabilecegi 6ngoriilebilir..

Ogiing ve ark. (2001) agar tarama testini referans kabul etmisler ve disk
diflizyon testinin duyarliligini % 95.5, ozgilligini ise % 93.4, mikrodiliisyon
yonteminin duyarliligint % 95.5, ozgilliigini ise % 99.1 olarak saptamislardir.
Arastirmacilarin  sonuglartyla kiyaslandiginda, sonuglarimiz duyarlhilik ve o6zgiilliik
acisindan daha giivenilir bulunmustur.

Kuzucu ve ark. (2002) agar tarama ve mikrodiliisyon yontemlerini disk difiizyon
yontemi ile karsilastirmiglar, her ii¢ yontemle MRSA suslarinin tamamini direngli
olarak belirlemisler, disk diflizyon yontemini kullanilabilir bulmuslardir.

Cetinkol ve ark. (2008) metisilin direncini belirlemek i¢in agar tarama, oksasilin
disk diflizyon, sefoksitin disk difiizyon, mikrodiliisyon ve PBP2a lateks agliitinasyon
yontemlerini karsilastirmiglar ve agar tarama testinin ek olarak kullanilmasimin uygun

olacagi kanisina varmislardir.
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PCR yontemiyle mecA geni analizi referans alinarak yapilan ¢alismalarda disk
difiizyon yonteminin duyarliligini ve 6zgilligiinii sirasiyla; Swenson ve ark. ( 2001), %
100, % 89; Felten ve ark. (2002), % 96.4, % 97.1; Cauwelier ve ark. (2004), % 83.5, %
100; Atay ve Giilay (2004), % 100, % 90; Telli ve ark. (2006), % 98.8, % 99.1; Adaleti
ve ark. ( 2008), % 100, % 89; Kaya ve ark. (2009), % 98.8, % 97.2 olarak
belirlemiglerdir. Agar tarama testini referans alarak yaptigimiz calismada ise yapilan
calismalara benzer olarak duyarlilik % 100, 6zgiilliikk %99.2 bulunmustur. Yapilan bu
caligmalarin bulgularindan da anlagilacag: iizere disk difiizyon testinin duyarlilik ve
Ozgulligi caligmalar arasinda farklilik gostermektedir.

Bazi arastirmacilar diliisyon metodunun duyarliligmmin % 98-100 arasinda
degistigini bildirmislerdir ( Swenson, 2002). meCcA geni analizi referans alinarak yapilan
caligmalarda Kaya ve ark. (2009) mikrodiliisyon yonteminin duyarliligini ve
ozgulligiini % 98.2. Swenson ve ark. (2001) ise bu yontemin duyarliligini ve
ozgulligiini % 100 olarak saptamiglardir. Agar tarama testini referans alarak yaptigimiz
calismada ise mikrodiliisyon yonteminin duyarlilik ve 6zgiilliik % 100 olarak saptanmis
olup buldugumuz sonug¢ bu ¢alismalarla uyumludur.

Antibiyotiklere karsi hizla diren¢ kazanan stafilokoklara bagli enfeksiyonlarin
tedavisinde antibiyotik duyarlilik test sonuglarina gore antibiyotik se¢imi Onem
kazanmaktadir. Antibiyotiklerin gelisim tarihi ayni zamanda S.aureus’lardaki hizl
direng olusumu ile birlikte goriiliir ki bu organizmalar yeni tip antimikrobiyal ajanlara
belirgin sekilde adapte olurlar. Sonugta, geleneksel antibiyotikler ve onlarin tiirevlerine
kars1 direngli S. aureus larin populasyonu biiyiimektedir (Cornaglia ve ark. 2004).

Calismamizda stafilokok suslarinin ¢esitli antibiyotiklere direnglilikleri de test
edilmistir. Tlim suslar baz alinarak yapilan degerlendirmede en yiiksek diren¢ orani
penisiline kars1 (% 94) goézlenmistir. Bu oran MRSA suglarinda % 100, MSSA
suslarinda ise % 93.3 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1.6)

Yapilan cesitli calismalarda MRSA ve MSSA suglarindaki penisilin direncini
sirastyla Aydin ve ark. (2001), % 100, % 91.3; Majumder ve ark. (2001), % 94.1, %
83.8; Aridogan ve ark. (2004), % 100, % 81; Akpaka ve ark. (2006) % 100, % 13.8;
Perwaiz ve ark. (2007), % 100, %81; Duman ve ark. (2009), % 100, % 78.2; Giirsoy ve
ark. (2009), % 100, % 90 olarak saptamiglardir. Belirtilen ¢alismalardaki MRSA ve
MSSA suslarinda belirlenen penisilin direnci, elde ettigimiz sonuglarla uyugmaktadir.

MRSA ve MSSA suslarindaki tetrasiklin direncini ise Sirasiyla; Diler ve
Kocabeyoglu (1998), % 65, % 47; Majumder ve ark. (2001), % 54.2, % 21.9; Hasbek ve
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ark (2002) % 80, % 48.8; Dogan ve ark. (2005), % 22.2, % 18.2; Akpaka ve ark. (2006)
% 86.1, % 14.3; Kurutepe ve ark. (2007), % 57.6, % 23.5; Olowe ve ark. (2007), %
87.5, % 34.3; Brown ve Ngeno (2007), % 33.3, % 8.1; Giirsoy ve ark. (2009) ise % 60,
% 21, olarak saptamiglardir. Calismamizda ise bu oran % 81.2, % 5.2 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.1.6.). MRSA suslarinda elde ettigimiz sonuglar daha Once
yapilan caligmalardan Hasbek ve ark. (2002)’nin sonuglariyla benzerlik gdsterirken,
MSSA suglarinda belirlenen tetrasiklin direnci aragtirmacilarin sonuglarina gore daha
diisiik bulunmustur.

Ofloksasine kars1 direnci MRSA ve MSSA suslarinda sirasi ile Hasbek ve ark.
(2002), % 72, % 4.6; Zeyrek ve ark. (2003), % 43, % 7; Aridogan ve ark. (2004), % 76,
% 7; Sirmatel ve ark. (2004), % 38, % 7; Hafeez ve ark. (2004), % 52.68, % 33.18;
Perwaiz ve ark. (2007), % 92.2, % 2; olarak belirlemislerdir. Calismamizda ise bu oran
% 62.5 ve % 1.5 olarak saptanmistir (Cizelge 4.1.6.).

Rifampin direnci yapilan g¢aligmalarda farkliliklar gostermektedir. Duman ve
ark. (2009), klinik 6rneklerden izole ettikleri MRSA ve MSSA suslarindaki rifampin
direncini sirasiyla % 61.9, % 15.5; Eksi ve ark. (2008) % 80.8, % 6.5; Kurutepe ve ark
(2007) % 31.4, % 16 olarak saptamislardir. Calismamizda ise bu oran % 56.2 ve % 0.7
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1.6)

Eritromisine karsi MRSA bakteri suslar1 arasindaki direng oranini; Hasbek ve
ark. (2002), % 52; Diler ve Kocabeyoglu (1998), % 56; Aydin ve ark. (2001), % 57.1;
Majumder ve ark. (2001), % 33.9; Ozkalp ve ark. (2003), % 58.6; Hafeez ve ark.
(2004), % 85.5; Akpaka ve ark. (2006) % 100; Kurutepe ve ark. (2007), 59.5; Olowe ve
ark. (2007), % 81.1; Perwaiz ve ark. (2007), % 95; Brown ve Ngeno (2007), % 22.2;
Duman ve ark. (2009), % 58.7; Sanjana ve ark. (2010), % 36 olarak belirlemislerdir.
Calismamizda ise bu direng oran1 % 50 olarak belirlendi (Cizelge 4.1.6). MSSA bakteri
suglar1 arasindaki eritromisine karsi direnci; Majumder ve ark. (2001), % 29.5; Sirmatel
ve ark. (2004) % 8; Akpaka ve ark. (2006), % 14.4; Perwaiz ve ark. (2007), % 12;
Brown ve Ngeno (2007), % 4.8; Duman ve ark. (2009) % 6.4; Giirsoy ve ark (2009) %
2; Sanjana ve ark. (2010), % 18 olarak bulmuslardir Calismamizda ise bu oran % 5.9
olarak belirlendi. Ayrica yapilan diger calismalarda bu orani, Aridogan ve ark. (2004) %
19; Kurutepe ve ark. (2007) % 14. 2 olarak saptamislardir.

Calismamizda S. aureus suslarinin tamami vankomisine duyarli bulunmustur
(Cizelge: 4.1.6). Ulkemizde yapilan diger calismalarda da vankomisin direnci

bildirilmemistir fakat ilk kez Giilay ve ark. (1998)’nin yaptiklar1 ¢aligmada % 5.3
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oraninda vankomisine orta diizeyde duyarlilik saptanmistir. Altoparlak ve ark. (2002),
Sirmatel ve ark. (2004), Dogruman Al ve ark. (2005), Kurutepe ve ark. (2007), Eksi ve
ark. (2008), Duman ve ark. (2009), Giirsoy ve ark. (2009) ve Atli (2007) nin yaptiklari
calismalarda da vankomisin direncine rastlanmamistir. Buna ragmen Olowe ve ark.
(2007), MRSA suslarinda % 6.3, MSSA suslarinda ise % 2.9 oraninda direng tespit
etmiglerdir. Hafeez ve ark. (2004); Perwaiz ve ark. (2007); Brown ve Ngeno (2007), ve
Sanjana ve ark. (2010) ise vankomisine direngli sus bildirmemislerdir.

Yaptigimiz ¢alismada kullanilan linezolid antibiyotigine karst da S. aureus
suslarinin tamami1 duyarli olarak bulunmus direngli sus saptanmamistir (Cizelge: 4.1.6).
Benzer sekilde iilkemizde yapilan g¢esitli calismalarda da linezolid direnci
gdsterilememistir (Arslan ve ark., 2006; Giilhan ve ark., 2007; Oksiiz ve Giirler, 2009).

Sonug olarak ¢alismamizda agar tarama ve mikrodilliisyon yontemleri birbirine
tam uyan sonuclar verdiginden disk difiizyon yontemine oranla daha duyarli yontemler
olarak degerlendirilmistir. Bir laboratuvarda yontemlerde duyarlilifin yani sira pratik
olma, rutinde kullanilabilme o6zelligi, yontemin kolayligi, maliyeti, laboratuvarda
uygulanabilecek test miktar1 gibi kavramlar goéz oOnilinde tutulmalidir. Bu ydnden
mikrodilisyon ve agar tarama yontemleri karsilastirilirsa, agar tarama yonteminin daha
pratik olmasi, kolaylikla uygulanabilir olmasi, maliyetinin ¢ok yliksek olmamasi gibi
avantajlarindan dolayi, metisilin direncinin belirlenmesinde onerilir bir yontem olarak
goriilebilecegi kanisinday1z.

Calismamizda ayrica Staphylococcus aureus suslarinin gesitli antibiyotiklere
kars1 duyarhiliklarinin = degerlendirilmesi sonucunda MRSA  suslarindaki  ¢oklu
antibiyotik direncinin MSSA suslarina gore ¢ok yiiksek oranlarda oldugu goriilmuistiir.
Caligmalarin yapildig1 bolgeye gore antibiyotik direng oranlar arasinda farkliliklar goze
carpmaktadir. Vankomisin ve linezolide direngli susa rastlanmamasi dikkati
cekmektedir. Glikopeptidler MRSA enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in altin standart tedavi
olmasina karsin, son yillarda glikopeptidlere azalmis duyarliligi olan MRSA/MSSA
suslar1 ortaya ¢ikmaya baslamistir. MRSA suslarimin glikopeptitlere karst direng
gelistirme potansiyelleri nedeniyle iilkemizde yakin zamanlarda kullanima giren
linezolid, MRSA enfeksiyonlarmin tedavisinde uygun bir alternatiftir ve direng

durumunun takip edilmesi gerekmektedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonugclar

Calismamizda 100 klinik, 30 burun siirlintiisii ve 20 gida izolat1 olmak iizere
toplam 150 S. aureus susu ¢alisilmistir. Bu suslarin metisilin duyarliligini belirlemek
icin, kullanilan fenotipik yontemlerden agar tarama testi referans kabul edilerek,
mikrodiliisyon ve disk diflizyon yontemlerinin duyarlilik ve 6zgilliikleri hesaplanmaistir.
Mikrodiliisyon ve agar tarama yontemi % 100 uyumlu bulunurken, disk difiizyon
yonteminin duyarliligt % 100, 6zgilliigl ise % 99.2 olarak saptanmistir. Agar tarama
testinin kullanilmasinin uygun olacagi kanisina varilmigstir. Calisilan 100 klinik izolatin
15 (% 15)’inde, 30 burun siirlintiisti izolatinin 1 (% 3.3)’inde, toplamda ise 16 (% 10.7)
susda metisilin direnci belirlenmistir. Gida orneklerinde ise metisiline direngli sus
saptanmamistir.

Calismamizda ayrica tiim S. aureus suslarinin ¢oklu antibiyotik direnci de
arastirilmistir. MRSA suslarindaki ¢oklu antibiyotik direncinin MSSA susalarina gore
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Elde edilen bulgulara gére MRSA suslarinda,
penisiline % 100, tetrasikline % 81.2, ofloksasine % 62.5, rifampine % 56.2,
amoksisilin klavulanik aside % 56.2, eritromisine % 50, gentamisine % 50, trimetoprim
siilfometaksazole ise % 18.7 oraninda diren¢ saptanmistir. MSSA suslarinda ise
penisiline % 93.3, eritromisine % 5.9, tetrasikline % 5.2, ofloksasine % 1.5, rifampine
ise % 0.7 oraninda diren¢ belirlenmistir. Hem MRSA hem de MSSA suslarinda

linezolid ve vankomisin direnci saptanmamistir.

5.2. Oneriler

Ulkemizde ve diinyada yapilan ¢alismalara bakildiginda antibiyotiklere karsi
artan yiiksek diren¢ oranlar1 dikkat cekmektedir. Bilingsiz antibiyotik kullanimi devam
ederse bir¢ok antibiyotige kars1 diren¢ artmaya devam edecektir. Bu nedenle stafilokok
enfeksiyonlarinda MRSA’lar varlifinda diger antibiyotiklere de direng s6z konusu
oldugundan antibiyotik secimi duyarlilik testlerine gore yapilmali, bu uygulamadan
sonra eradike edilemeyen stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde vankomisin
diistiniilmelidir. Ayrica Linezolidin MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde vankomisine

alternatif olabilecegi kanisina varilmistir. S. aureus suslarinin direng paternlerinin
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dikkatle izlenmesi ve tedavi planlanirken bunlarin giincel degerlerinin goz Oniine

alinmasinin faydali olacag1 goriisiindeyiz.
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