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OZET

Giderek artan oranlarda gorulen MRSA’larin 6zelikle yogun bakim tnitelerinde ciddi
bir sorun haline gelmistir. Bununla birlikte, hastalarin hastanede kalma siresinin
uzamasl, hastane maliyetlerinin artmasi ve uygun olmayan antibiyotiklerin kullanimi
sonucu meydana gelen antibiyotik direnci sorunlarini beraberinde getirmistir. Bu
calismada; giin gectikge daha fazla mortalite ve morbidite etkeni olan MRSA’larda
metisilin direncinin daha givenilir bir sekilde ve kisa slrede tespit edilmesi
amaclanmistir.

Yogun bakim Unitelerine yatan hastalarda hastaneye yatislarinin ilk 24 saati icersinde
alinan nazal surlnt( ornekleri alindi. MRSA’nin hizli tesbiti icin GeneXpert real-
time PCR yontemi kullanildi. Bu yontemle elde edilen sonucglar Vitek2, Phoenix,
Sefoksitin  DDT ve Chrom ID agar yontemleriyle elde edilen sonuclarla
karsilastirildi.

Calismada 90 hastadan 3 nazal swabla 6rnek alindi. Birinci swap, GeneXpert real-
time PCR yontemi icin kullamldi. ikinci swap, kanli besiyerine ekildi. Kanl
besiyerinde Ureyen Kkolonilerden gram boyama yapildi.Gram pozitif kok
morfolojisinde olanlar Vitek2 ve Phoenix’le identifikasyon ve duyarhiliklari
belirlendi. Ugtincli swap, Chrom ID agar’a ekildi.

90 drnegin 14’0 ( % 15 ) GeneXpert ile, 4’0 (% 4.4) Vitek2 ve Phoenix ile, 5’i ( %
5.5) Chrom ID agar testi ile MRSA olarak tespit edildi. 1 6rnekte GeneXpert testi
negatif oldugu halde otomatize sistemlerle MRSA olarak tespit edildi. GeneXpert ile
sonuclar 70 dakikada elde edildi.

Stafilokoklarda heterojen direncli suslar nedeniyle metisilin direncini fenotipik
yontemlerle gosterilmesi siklikla yanhisliklara neden olmaktadir. Calisma sonucunda,
GeneXpert real-time PCR testinin MRSA’y1 tespit etmede hizli ve glvenilir bir test

oldugu sonucuna vardim.



SUMMARY

MRSA increasingly seen has become a serious problem particularly in intensive care
units. This situation has brought the problems of prolonged hospital stay increased
costs and antibiotic resistance caused by inappropriate use of antibiotics. This study
aims to determine Methicillin resistance in MRSA, which causer increasing
mortality and morbidity,more quickly and reliably.

Nasal swab samples were taken from pantients in intensive care units within the first
24 hours of hospital admission. GeneXpert real-time PCR method were used for
rapid detection of MRSA. The results obtained with this method were compared with
the results of methods Vitek 2, Phoenix, Cefoxitin DDT and Chrom ID agar. In this
study, samples were taken with three nasal swaps 90 patients. The first swap was
used for GeneXpert real-time PCR method. The second swap was inoculated on
blood agar. Gram staining was performed by blood agar showed growth colonies.
Identification and sensitivities of those with Gram-positive cocci morphology were
determined by Vitek2 and Phoenix. The Third swap was inoculated on Chrom ID
agar. 14 of 90 samples ( % 15 ) with GeneXpert, 4 of 90 samples (%4.4 ) with
Vitek2 and Phoenix and 5 of 90 samples ( % 5.5 ) with Chrom ID agar test were
found to be MRSA. Results were obtained in 70 minutes with GeneXpert.

Detection of methicillin resistance in staphylococci by phenotypical methods often
leads to false results. As a result of the study, we concluded that GeneXpert real-time
PCR assay for detection of MRSA is rapid and reliable test.
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KISALTMALAR
BORSA : Borderline Resistant Staphylococcus aureus
CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute
DDT : Disk Diflizyon Testi
FEM: Faktor Essential for Resistance to Methicillin
KNS : Koagiilaz Negatif Staphylococcus
MRKNS : Metisilin Rezistan Koagulaz Negatif Staphylococcus
MSKNS : Metisilin Duyarl Koagilaz Negatif Staphylococcus
MRS : Metisilin Rezistan Staphylococcus
MRSA : Metisilin Rezistan Staphylococcus aureus
MSS : Methicilline Duyarh Staphylococcus
MSSA : Methicilline Duyarli Staphylococcus aureus
SCC : Staphylococcal Cassette Chromosome
MIC : Minimum inhibisyon Konsantrasyonu
MODSA : Moderately Resistant Staphylococcus aureus
MHA : Mueller Hinton Agar
NAG : N-Asetil Glukozamin
NAM : N-Asetil Muramik asit
PBP : Penisilin Baglayan Protein
PCR : Polimeraz Chain Reaction



1- GIRIS

Stafilokoklarda metisilin direnci; mecA geni tarafindan kodlanan yeni bir penisilin
baglayici protein (PBP) olan PBP2a yapimi sonucu ortaya ¢ikar. Ancak, metisilin
direncinin ekspresyonu, gevre kosullarindan kolay etkilenir ve S. aureus her zaman
rutin kullanilan fenotipik testlerle belirlenemeyebilir. Bu nedenle mecA geninin
tespitini saglayan genotipik calismalar biyik énem tasimaktadir.

Gunumuzde S. aureus izolatlarinda karsilasilan en 6nemli sorun, giderek artan
oranlarda gorulen metisilin direncidir. MRSA ( Metisilin Rezistan Staphylococcus
aureus ) bir kez hastaneye girdikten sonra eradikasyonu oldukca zordur. Ozellikle
yogun bakim dnitelerinde yatan hastalara ¢ok sayida invaziv girisim yapilmasi ve
hastalarda birden ¢ok risk faktortin bulunmasi MRSA’y1 yogun bakim Gnitelerinde
onemli bir enfeksiyon problemi haline getirmistir. Bu nedenle hastanelerde MRSA
izolatlarinin saptanmasi, yayitliminin onlenmesi, 6zellikle hemodiyaliz ve cerrahi
hastalari gibi ytksek risk tasiyan hasta gruplarinda, yogun bakim Unitelerinde MRSA
kolonizasyonunun ortadan kaldirilmasi blyik o6nem tasimaktadir. MRSA ile
kolonize ya da enfekte hastalar, hastane disi kazanilmis olgular (uzun sureli bakim
uniteleri, huzur evleri), daha énceden MRSA tanisi almis olan ve tekrar hastaneye
kabul edilen hastalar, kolonize saglik personeli ve hastane ortami bu mikroorganizma
ile meydana gelen enfeksiyonlar icin en 6nemli kaynaklari olusturmaktadir. Kolonize
ve enfekte hastalar, MRSA’nin hastane i¢indeki yayiliminda énemli faktordurler.

Bu calismada; gun gectikce daha fazla mortalite ve morbidite etkeni olan
MRSA’larda metisilin direncinin daha guvenilir bir sekilde ve kisa slrede tespit
edilmesi amaclanmistir.

Bu nedenle MRSA’nin hizh tesbiti icin GeneXpert real-time PCR yontemi
kullaniimistir. Bu yontemle elde edilen sonugclar Vitek2, Phoenix, Sefoksitin DDT ve

Chrom ID agar yontemleriyle elde edilen sonuclarla karsilastiriimistir.



2- GENEL BILGILER

Stafilokoklar Micrococcaceae ailesi icerisinde yer alan, dogada yaygin olarak
bulunan Gram pozitif koklardir. Memelilerin deri ve muk6z membranlarinda normal
flora elemanlaridir. Stafilokoklar genelde bulunduklari yerde konakla iyi huylu ve
simbiyotik bir iliskiye sahiptirler, ancak deri ve mukozal travma, enjeksiyon veya
cerrahi mudahaleler ile dokuya girmesi sonucu patojen olabilirler (1).

Stafilokoklart  ilk olarak 1878’de Robert Koch 1sik  mikroskobunda
tanimlamis,1880°de Pasteur sivi besiyerinde Gretmistir. Rosenbach 1884°de ilk kez
insandan izole etmistir. (1,2).

Alexander Fleming’in 1928’de penisilini bulmasi ve 1940°da Florey ve Chain
tarafindan  penisilin  Gretiminin  basarilmasi ile stafilokok enfeksiyonlarinin
tedavisinde 6nemli bir asama kaydedilmistir. Penisilinaz Gretimi ilk olarak 1940’da
Abraham Chain tarafindan Eschercihia coli’de bildirilmistir. S.aureus suslarinda
penisilin direncini 1944°de Kirby tanimlamistir (3).

1940’larda stafilokoklara karsi ¢ok etkili olan benzilpenisilinler, penisilinaz Ureten
bakterilerin selektif secilmesi tzerine etkinligini kaybetmistir. 1961 yilinda ise 1959
yilinda kullanima giren metisiline direncli ilk S. aureus suslari bildirilmistir.
1970’lerde yaygin kullanilan antibiyotiklere (klindamisin, kloramfenikol, tetrasiklin,
makrolidler, rifampin, aminoglikozidler ve trimetoprim-sulfametaksazol) karsi direng

gelisiminden sonra 1980’ lerde kinolon direnci saptanmistir (4,5,6).

2.1 Staphylococcus aureus’un Genel Ozellikleri

Stafilokoklar 0.5-1.5 pm capinda, yuvarlak, hareketsiz, sporsuz, kati besiyerinden
hazirlanan boyali preparatlarinda Gzim salkimina benzeyen, sivi besiyerinden
hazirlanan boyali preparatlarindan ise diplokoklar veya kisa zincirler halinde gortlen
mikroorganizmalardir. Aerop ve fakultatif anaerop bakterilerdir. Optimal treme
Isilari 30-37°C’dir. 24 saat inkibasyon sonrasinda agar plaklarinda 1-3 mm capli,
yuvarlak, diizgln, sari renkli koloni gérinimine sahiptirler. Kapsilli olan suslar
mukoid koloni yapabilirler. Kanli agarda makroskopik olarak S. aureus kolonileri
etrafinda beta hemoliz bulunmakta olup karotenoid pigment nedeniyle altin sarisi
rengindedirler. Stafilokoklarin diger ayirt edici ézellikleri ise 200 pg/ml lizostafinle

erimeleri, 0.04 U basitrasine direncli, 100 pg furazolidona duyarli, oksidaz negatif,



anaerop ortamda glukozdan ve 0.4 pg/ml eritromisin varliginda gliserolden asit
olusturmalaridir (1,7,18).

Stafilokoklarin genomu yaklasik 2800 baz ciftli sirkiler bir kromozom ile profajlar,
plazmidler ve transpozonlardan olusur. Bakterinin viriilansindan ve direncinden
sorumlu olan genler diger S. aureus kdkenlerine, baska stafilokok tirlerine ve farkl
cins Gram-pozitif bakterilere aktarilabilmektedir. Bu aktarim daha ¢ok transdiiksiyon
yolu ile olmaktadir (8).

S. aureus, igerdigi cesitli virtlans faktorleriyle stafilokoklar arasinda en patojen
tirdar (9). Plazmayi pihtilastirma yetenegini gosteren koagilaz deneyi, S.aureus’u
diger stafilokoklardan ayirt etmede en yaygin olarak kullanilan, en ¢cok 6nem tasiyan
ve genel olarak kabul goren identifikasyon kriteridir. S. aureus koagiilaz pozitiftir.
Iki farkli yontemle koagiilaz testi yapilabilir. Birincisi stafilokoklarin besiyerine
saldiklarl serbest koagiilazin arastirildii tip testidir. ikincisi ise kiimelestirme
faktor olarak da bilinen bagl koagulaz in arastirildigr lam deneyidir. Lam deneyi
hizl sonu¢ vermekle birlikte, S. aureus suslarinin %10-15’i bu ydntemle negatif
sonu¢ verebilir. Mannitolu yalniz S. aureus parcaladigi halde koagiilaz negatif
olanlar parcalamazlar. Mannitole etki deneyi, koaglilaz testinden sonra S. aureus’u
diger stafilokoklardan ayirt etmede en vyararli deneydir. Nitratlari nitritlere

indirgerler. Oksidaz olumsuzdurlar (10,11).

2.2 Virulans ve Patojeniteleri

2.2.1 Kapsul

Stafilokoklarin cogunda en dista bir polisakarit kapsul bulunur. Saureus suslarinda
11 kapsil serotipi belirlenmistir. Serotip 5 ve 7 insanda en sik enfeksiyona neden
olan tiplerdir. Kapsul bakteriyi polimorfonikleer 16kositlerin  fagositozunu
engelleyerek korumaktadir. Gevsek bagh ve suda ¢6zinen film tabakasi ( slime
tabakas! ) stafilokoklarin ¢cogu tarafindan farkli miktarlarda yapiimaktadir. Ozellikle
avirtlan KNS’de bulunur ve bakterileri korumak (zere dokulara ayrica greft, sant,

prostetik kapak ve eklem gibi yabanci cisimlere tutunmasini saglamaktadir (12).



2.2.2 Hucre Duvari

Peptidoglikan tabaka

Hicre duvarinin esas yapisini olusturup, insan hucrelerinde bulunmayip bakteri
hlcresinde bulundugundan antibakteriyel ilaglar icin iyi bir hedef olusturmaktadir.
Bu tabaka U¢ bolimden olusur. Bunlarin ilki $1-4 glikozid baglari ile baglanan N-
asetil glukozamin (NAG) ve N-asetil muramik asit (NAMA) alt gruplarindan olusan
disakkarid yapidir. ikinci tabaka N-asetil muramik asite bagh D ve L
aminoasitlerinden olusmus pentapeptid zincirdir. NAMA’ya baglanan pentapeptid
yapisi sirasi ile; L-alanin, D-glutamik asit, L-lizin, D-alanin, D-alanin seklindedir.
Son tabaka da ise NAMA’ya bagli olan pentapeptid yan zincirleri, pentaglisin
kopruleri ile bir zincirde D-alanin ile diger zincirdeki L-lizin arasinda olacak sekilde
birbirlerine gapraz baglanir. Capraz baglar hiicre duvarinin saglamlihgi ile yakindan
iliskilidir ve bu baglarin yapisi tirler arasinda farkhilik gosterir. S.aureus’da capraz
baglanti orani yiksektir ve bu 6zellik bakterinin lizozim enzimine karsi direncli
olmasini saglar ( 2,13,16 ).

Transglikozilaz disakkarid pentapeptidlerin birbirlerine baglanmalarini, transpeptidaz
pentapeptid kopruler olusturarak peptidoglikan  yapinin  retiktler bir yapi
kazanmasini ve D-karboksipeptidaz pentapeptid yapi igindeki son D-alaninin
zincirden ayrilmasina neden olur. Beta-laktam antibiyotikler, peptidoglikan sentezini,
spesifik olarak karboksipeptidaz ve 0Ozellikle de transpeptidazlari inhibe ederek
durdururlar. Bu enzimlere penisilin baglayan proteinler (PBP) adi verilir, ¢inki
inhibisyon beta-laktam antibiyotiklerin bu enzimlere baglanmasi sonucu gelisir. S.
aureus’ta PBP1, PBP2, PBP3, PBP4 olmak Uzere dort tane PBP vardir (16). Penisilin
baglayan proteinler penisilin ve diger beta-laktam antibiyotiklerin hedefidirler.
Metisilin ve benzeri penisilinlere direng bir genin ( mecA ) kazanimiyla iliskili olup
bu gen yeni bir penisilin baglayan protein olan PBP2’yi kodlar. Bu protein
penisilinlere baglanmamasina karsilik enzimatik etkinligini surddrir. MecA geni
Stafilokoklarda kaset kromozon mec ( SCC mec ) Uzerinde bulunur ve bu kasete bes
gen sekansi ( I-V ) tanimlanmistir (12 ). Stafilokoklarin peptidoglikan tabakas;
makrofajlardan sitokin salinimini uyarir, komplemanin aktivasyonuna yol agar ve
trombosit agregasyonuna neden olur. Ayrica monositlerden IL-1 salinimini uyararak

polimorfonikleer Iokositlerin enfeksiyon bolgesine toplanmalarina ve sonugta apse



olusumuna da yol acar. Ter, gozyas! ve lokositlerde bulunan lizozim (muramidaz)
enziminin hedefi stafilokok ve diger Gram pozitif bakterilerin peptidoglikan
tabakasinin B1-4 baglandir. Stafilokoklardaki pentaglisin koprdilerinin lizostafin

enzimine 6zgul bir duyarlihg vardir (2,13,16).

2.2.3 Teikoik Asit

Teikoik asit, suda eriyebilen, fosfodiester baglari ile baglanarak uzun zincirler
olusturan seker-alkol-fosfat polimerleridir. Peptidoglikan tabakasindaki N-asetil
muramik asit molekiline fosfodiester baglariyla kovalent olarak baglanmistir.
Sadece Gram pozitif bakterilerin hicre duvarinda bulunur. Stafilokoklarin tiire 6zgi
antijenleri teikoik asitlerdir. Mukozalarda bulunan 6zgil reseptorleri (fibronektin,
fibrinojen, laminin, trombospondin, vitronektin, elastin, siyaloprotein ve kollojen) ile

birleserek stafilokoklarin konaga adherensini saglar (2,13,15).

2.2.4 Yuzey Proteinleri

Protein A, elastin, kollajen, fibronektin baglayan proteinler ve kiimelesme faktorii
(clumping faktor) kimyasal yapilari ve hicre duvari yerlesimleri birbirlerine
benzeyen stafilokoksik yiizey proteinleridir. Bu proteinler stafilokoklarin konak
dokularinda kolonize olmasinda en Onemli faktorlerdir. Protein  A’nin

antikomplemanter ve antifagositer etkinligi vardir (14,15).

2.3 Toksinler

Sitolitik toksinler, hemolizinler, alfa hemolizin (Alfa toksin ), beta hemolizin (Beta
toksin ), gama hemolizin (Gama toksin), delta hemolizin (Delta toksin) , l6kosidin (
Panton-Valentine Toksin), enterotoksin, eksfoliyatif toksin (Eksfoliyatin), toksik sok
sendromu toksini-1 (TSST-1) en cok bilinenleridir (13).

2.4 Enzimler
Katalaz, koagulaz, lipaz, hiyalironidaz, fibrinolizin (Stafilokinaz), fosfatidilinozitol

— spesifik fosfolipazC, deoksiribonikleaz, beta-laktamaz (penisilinaz) (13,14).



2.5 Epidemiyoloji

Cesitli mevsimsel ve epidemiyolojik faktorlere bagli olarak eriskinlerde burun
tastyicthgr orani % 20-40 arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Ug tip nazal
tastyicilik  bulunmaktadir. Toplumun %20’si devamli %60’1 aralikli tasiyici
durumunda iken %20’si asla kolonize olmaz. (17,18). Hastanede yatan hastalarda,
saglik personelinde, ekzemat6z deri hastaligi olanlarda, koéti amacla ( ilag
bagimhhgr) ya da tibbi amacla ( insuline bagh diyabet, alerji testleri icin enjeksiyon
yapilan hastalar, hemodiyaliz hastalari ) sik igne kullananlarda bu oran daha
yukseklere cikmaktadir. Bakterilerin mukozal yiizeylere adherensi stafilokok hiicre
ylizeyi adezinleri tarafindan saglanmaktadir (12).

Stafilokoklarin deri ve nazofanikste bulunmasi nedeniyle bu bakteriler sik olarak
hastane enfeksiyonlarina neden olur. Stafilokoklar yiiksek sicakliga, dezefektan ve
antiseptik soltisyonlara duyarli olmakla birlikte kuru yiizeylerde uzun sire canlihgini
koruyabilmektedirler. Bakteriler duyarl bireylere dogrudan temasla veya esyalarla
temas ( kontamine giysiler, yatak carsaflari gibi ) ile bulasirlar.

MRSA enfeksiyonlari toplumdaki saglikli bireyler arasinda yaygin gérinmesede
2003 yilinda MRSA’nin yeni suslari ile toplumda deri enfeksiyon salgini ve siddetli
pnémoni vakalart goriilmistiir. ilging olani bu bakterlerin hastanede dolagan
suslardan farkli olmasidir. Her Ulkede saptanan bakterilerin genetik farkliligi
bulunmaktadir:

1- Metisilin direncini kodlayan tip IV SCCmec kaseti

2- Panton-valentine I6kosidin toksini

3- Beta-laktamlar disinda kalan antibiyotiklerin coguna duyarlilik

Bu toplum kokenli MRSA suslarinin epidemiyolojik tipleri bulunduklari Glke ile
iliskili olup degisik Ulkelerde farkh tipler belirlenmektedir (12). MRSA
enfeksiyonlarinin sikhgi tlkeden Ulkeye, hastaneden hastaneye ve hatta hastane
icinde degisik servisler arasinda bile blyuk farklilik gostermektedir.

SENTRY c¢alismasi 1997-1999 yillari arasinda, bes kitadan secilmis 17 (Glkenin
katihmiyla yapiimistir. Buna gére, MRSA oranlari Japonyada %71.6, Avustralya’da
%23.6, Gliney Afrikada %42.9, Amerika ve Guney Amerikada %34.2 — 34.9,
Avrupa’da %26.3 olarak belirlenmistir. Ayni calismada Turkiye icin %37.5 olarak
bildirilmistir (19). Bir baska calismada, Sader ve ark., 2002-2004 yillarinda



yaptiklari siirveyans calismasinda, Belcika, Yunanistan, irlanda, israil ve ingiltere’de
metisilin direnci >%40 ‘nin (zerinde bildirilmistir. Isve¢’te bu oran sadece %0.6
olarak bulunmustur. Ayni calismada Turkiye icin metisilin direnci S.aureus
izolatlarinda %26.8 olarak tesbit edilmistir (20).ispanya’da 143 hastaneyi iceren
genis bir ¢calismada stafilokok suslarinin metisilin direnci S.aureus ta %31.7 KNS’de
%67 olarak bulunmustur. KNS icinde en sik %56 oraninda S. epidermidis izlenmistir
(21).

Avrupa da Bouza ve ark (22). kateterlerden izole edilen metisiline direngli stafilokok
(MRS)suslarindan; S.aureus suslarinin % 407inin, KNS suslarinin % 63.7’sinin
direncli oldugunu gérmuslerdir.

Turkiye’de 1996-1999 vyillari arasinda yapilan dokuz ayri calismada bildirilen
metisilin direncinin ortalama % 47.5 oldugu hesaplanmis, 2000-2003 yillarinda ise
sekiz ayri calisma sonugclarinin ortalamasi da bu orana c¢ok yakin (% 46.6)
bulunmustur. Ancak son yillarda hastanede yatan hastalardan izole edilen S.aureus
suslarina iliskin verileri iceren yayinlar, metisilin direncinin % 52’ye yukseldigini
gostermistir (23).Turkiye geneline bakildiginda ¢esitli klinik érneklerden izole edilen
MRSA direng oranlari %25-61, yogun bakim ve yanik tnitelerinde ise % 56-92 gibi
yuksek oranlar bildirilmektedir (24).

2.6 Klinik Enfeksiyonlar

2.6.1 Stafilokoklarin Neden Oldugu Enfeksiyonlar

Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, dolasim sistemi enfeksiyonlari, solunum
sistemi enfeksiyonlari, kas ve iskelet sistemi enfeksiyonlari, santral sinir sistemi
enfeksiyonlari, Uriner sistem enfeksiyonlari ve toksinlere baglh olarak gelisen
enfeksiyonlardir

Toksinleriyle yaptiklari hastaliklar ise haslanmis deri sendromu, toksik sok

sendromu, besin zehirlenmesidir (1,25,28).

2.6.2 KNS Enfeksiyonlari
Basta S.epidermidis olmak (izere KNS’lar son yillarda hastane enfeksiyonlarinin
onemli etkenleridir. Bu durumun nedeni normal flora bakterileri olmalari ve invazif

girisimler sonucu kolayca alinabilmeleridir. KNS’lerin etken oldugu enfeksiyonlarin



cogu kateter veya protez ile iliskilidir. S.epidermidis enfeksiyonlarinin bulyik
cogunlugu hastane kokenli iken, S.saprophyticus enfeksiyonlari genellikle toplum
kokenlidir (25,26).

KNS’ler 6zellikle damar kateterlerinin sik kullanildigi servislerde nozokomiyal
bakteriyeminin en sik nedenidir. KNS’ler gégis ve kalp cerrahisi sonrasi gelisen
sternal osteomiyelitler, protez eklemin etrafindaki kemik enfeksiyonlari ve enfekte
hemodiyaliz santlarindan kaynaklanan hematojen osteomiyelitlerin ~ dnemli
etkenlerindendir (25,26,27).

2.7 Laboratuar Tanisi

Stafilokoklar kati besi yerlerinde Uretildiklerinde boyali preparatlarinda kiimeler
yapan ancak klinik drneklerde tek tek veya kicuk gruplar halinde gorilen Gram
pozitif koklardir (12). Stafilokoklar, mikrokoklardan farkli olarak oksidaz negatif
olup basitrasine direncli, furazolidone ve lizostafine ise duyarlidirlar. Stafilokoklarin
laboratuar tanisinda koloni morfolojisi, boyama, pigment tretimi, hemoliz, mannitol
fermantasyonu, yiksek tuz konsantrasyonlu ortamda Ureme gibi 6zellikler 6nem
arzetmektedir. S. aureus’un bdttn suslari koagilaz pozitif olup mannitoli fermente
ederler. S. aureus izolatlari ve bazi KNS’ler koyun kanli agarda hemoliz
olusturmaktadirlar (2,13). Klinik &rneklerde ticari nikleik asit amplifikasyon

testleriyle S. aureus’un dogrudan gosterilmesi ya da tanimlanmasi mimkdanddir.

2.8 Tedavi

Stafilokoklar , penisilinin bulunmasindan sonra bu ilaga karsi slratle direnc
gelistirmislerdir Gunlimuzde bu ilaga duyarli olan stafilokoklarin orani % 10’un
altina diusmdastir. Bu direng penisillinaz’a ( penisilin i¢in 6zgul beta-laktamaz )
baglidir. Bu enzime ait genetik bilgi, transfer edilebilen plazmidler Gizerinde bulunur
ve bu vyolla stafilokoklar arasinda direncin suratle yayillmasi saglanmaktadir.
Gunlmuzde toplum kokenli yada hastane enfeksiyonu etkeni stafilokoklarin cogu
semisentetik penisilinlere de ( metisilin , nafsilin, oksasilin, diklokzasilin gibi )
direnclidir. MRSA suslari ne vyazik ki batin beta laktam antibiyotiklere
( penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemler gibi ) direnclidirler. Geleneksel

duyarlilik yontemleri ile direncli populasyonlardaki tim bakteriler direng



ozelliklerini yansitmazlar ( heterojen diren¢ ). Bu nedenle bu izolatlarda direngten
sorumlu penisilin baglayan proteini kodlayan PBP2a’nin gosterilmesi ile direnc
tanimlanir. Hastanelerde yatan hastalarda MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde
intravendz vankomisin secilecek ilactir. Hastane disi enfeksiyonlarda klindamisin,
trimetoprim-sulfametoksazol veya doksisiklin gibi antibiyotikler kullanilabilir.
Stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde yeni bir uygulama S. aureus kiimelenme
faktori ve benzeri MSCRAMM proteinlerini ( ylzey tutunma proteinleri ) baglanma
bolgesine karsi insan monoklonal antikorlarinin kullaniimasidir. Bu uygulamanin

insanlarda kulanim basarisinin gosterilmesi gerekmektedir (12).

2.9 Stafilokoklarda Penisilin Direnci

Gunimduzde stafilokok suslarinda penisilin direnci % 80-90’lara ulagsmistir.
Penisilinazlar, penisilin ile beraber bazi beta-laktam antibiyotikleri de parcaladiklari
icin beta-laktamaz olarak adlandirilirlar. Aktarilabilir bir gen olan beta-laktamaz
geni, genelde diger antibiyotik diren¢ genleri ile birlikte bir plazmid tzerinde tasinir.
Stafilokoklarda tanimlanan beta-laktamaz; blaZ geni tarafindan kodlanir. Bu gen
bolgesinin ekspresyonu blaR1, blaR2 (regulator) ve blal (inhibitor) gibi duzenleyici
genler ile saglanir. Gram negatif bakterilerde oldugu gibi stafilokoklarda da beta-
laktamaz Uretiminin induklenebilirlik ézelligi vardir. inhibisyondan sorumlu blal
geni ortamda beta laktam antibiyotik yoklugunda blaZ ve blaR gen bdlgelerinin
calismasini baski altinda tutarak dusiik seviyede beta-laktamaz Gretimine sebep olur.
Ortamda beta-laktam antibiyotik varliginda ise blaR1 tarafindan blaZ geni uyarilarak
artmis miktarda beta-laktamaz Uretimi saglanir (2,29,30).

2.10 Stafilokoklarda Metisilin Direng Mekanizmalari

2.10.1 Yeni Bir Penisilin Baglayici Protein (PBP2a) Sentezi Nedeniyle Olusan
Direnc

En sik karsilasilan direnctir. MRS suslarinda, MSS suslarindan farkli olarak ek bir
PBP vardir ve PBP2a olarak adlandiriimaktadir. PBP2a’nin beta-laktam
antibiyotiklere afinitesi diger PBP’lerden daha dusuktir. PBP2a, 2 kb’lik DNA
segmentine lokalize bir gen olan mecA geni tarafindan kodlanmaktadir. Bazen bu



gen induklenebilir ve transdiiksiyon ile direncli suslardan duyarli suslara aktarilabilir
(16,31).

Beta-laktam  antibiyotikler duyarli suslarda hiicre duvarindaki PBP’lere
( transpeptidaz ve karboksipeptidaz enzimleri ) baglanarak, peptidoglikani
saglamlastiracak capraz baglarin olusumunu engellerler. Ayni zamanda otolizinleri
uyararak hiicre olumunu saglarlar. Ancak metisiline direncli suslarda beta-laktam
antibiyotikler PBP 2a’ya baglanmadigi igin, tim beta-laktam ajanlara karsi direng
gorulir. PBP2a’nin varliinda metisilin, nafsilin ve oksasilin gibi semisentik
penisilinazlara direncli beta-laktamlara ve tiim sefalosporinlere direng kazanilir.
MecA ekspresyonu, baskilayici bir gen olan transkripsiyonun regulatori mecl ve
membranda yer alan ve beta-laktam varligini saptayan bir sinyal iletici olan
mecR1’in kontrolu altindadir. mecA ve mecR1 arasinda bu genlerin prometerleri ve
mecA geninin -10 sekansi ile mecR1’in -35 sekansi arasinda operator boélge
bulunmaktadir. Antibiyotiksiz oratmda mecl, hem mecA hem de mecR1-mecl’nin
transkripsiyonunu engeller. Beta-laktam antibiyotik varhiginda ise, énce mecR1
otokatalitik bir surecle kesilir ve sitoplazmik kismindaki bir metalloproteaz bélimi
aktif hale gelir. Metalloproteaz, mecA’nin promoter bdlgesine baglanmis olan
mecl’yi1 keser. Boylece mecA transkripsiyonu ve PBP 2a sentezi gerceklesir. MecR1-
mecl disinda, beta-laktamaz yapimiyla ilgili  blal-blaR1 sistemi de mecA
transkripsiyonunu etkiler. MecR1 ve mecl’nin plazmid aracili stafilokokal beta-
laktamaz geni olan blazZ’nin ekspresiyonunda rolli olan blaR1 ve blal ile protein
sekans homolojisi yuksektir. Bu da mecA’nin regulator genlerini blaZ sisteminden
aldigini dustindirmektedir. Fakat beta-laktamaz sentezinin aksine PBP 2a’nin
ekspresyonu normal regulator genleri ( mecA ve mecR1-mecl ) tasiyan suslarda
guclu bir sekilde indiklenemez ve ayrica indiksiyon da ¢ok daha yavastir. Beta-
laktamaz ekspresyonu icin 15 dakika gerekirken PBP 2a sentezi icin bu siire 48 saate
kadar uzayabilmektedir. Bunun nedeni mecl’nin mecA transkripsiyonun siki bir
regllatér olmasi ve beta-laktam antibiyotiklerinin cogunun mecR1’i etkin bir
bicimde aktive edememesidir. Sonu¢ olarak bazi suslar mecA genini tasimalarina
ragmen metisiline duyarlidirlar ve bu suslar pre-MRSA olarak tanimlanirlar (16).
mecl ve mecA promoter/operatér bélgelerinde mutasyonu veya delesyonu olan bazi

S.aureus suslarinda antibiyotik kulanimi selektif baskisina bagl olarak represiyonun
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inaktif hale gegcmesi sonucu yapisal PBP 2a ekspresiyonu gelisebilir. Bu mutasyonu
tasiyan suslarda homojen ve heterojen direng fenotipi gelisir.

Homojen direnc: Bakteri kolonisini olusturan tim bakteriler mecA genini tasirlar ve
hepsinde mecA geni fonksiyoneldir. Diren¢ ortamin pH’sl, 1sI, tuz konsantrasyonu,
inkiibasyon suresi gibi cevresel faktorlerle iliskili degildir ( 16,30,32).

Heterojen direng: Klinik uygulamada daha sik gorilen, ancak tespiti gl¢ olan
direnc turiidir. mecA geni tasimalarina ragmen, 10* ya da 10® bakteriden birinde
direncin olmasi durumudur. Bunun nedeninin; mecA disindaki dizenleyici genetik
elemanlarin mutasyonu olabilecegi dusunilmektedir. Ayni zamanda bu suslarda
direng, ortamin pH’si, 1sisi, tuz konsantrasyonu, inkubasyon suresi ile iliskilidir
(16,30,32). Heterojen direncli izolatlarin saptanmasinda mecR1 i¢in daha iyi ve hizli
bir indlkleyici olan sefoksitinin kullanilmasi, otolizinlerin etkisini azaltmak igin
besiyerine % 2-4 oraninda NaCl eklenmesi, mecA gen ekspresyonunun artiriimasi

icin dlsuk 1sida uzun sire inkiibasyon gibi yontemleri kullaniimaktadir (2,16,30,44).
Sekill. a- Bir beta-laktam antibiyotik olan penisilin varhginda Stafilokokal
beta-laktamaz sentezinin induklenmesi, b- S. aureus’ta metisilin direng

mekanizmasi (16).
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SCC; stafilokok tirleri arasinda genetik madde alisverisine aracilik eden hareketli
bir elemandir. KNS turlerinde ve metisiline duyarli S. aureus (MSSA) izolatlarinda
da bulunmaktadir. SSCmec kasetinin kokeni hala bilinmemektedir. Fakat S. scuri
penisilin baglayici proteini (PBP) ile MRSA “daki PBP2a arasinda %82.8 homoloji
nedeniyle kodkenin bu bakteri oldugu sanilmaktadir (41) . Yapi olarak patojenite
adasina benzemekle birlikte, hi¢ virulans geni igcermemektedir. mecA geni SCCmec
adi verilen ve SCC ailesinin metisilin direnci agisindan 6zellesmis bir Gyesinde
bulunmaktadir (31,32,33).

SCCmec, 21-67 kb biyutkligunde bir DNA dizisi olup, kromozomda replikasyon
baslangicinin  (oriC) yakinindaki orfX’in 3’ ucunda attBscc bdlgesinde yer
almaktadir.

SCCmec’in replikasyon merkezine yakin bir bélgede yerlesmesi, antibiyotik direng
genlerini cabuk almasini saglayarak bakteriye dnemli bir avantaj kazandirmaktadir
(32,35). SCCmec, mec gen kompleksi (mecA ve regule edici genler) ve ccr
kompleksinden olusmustur. mec gen kompleksi metisilin direncinden sorumludur.

icerdikleri yapilara gére mec gen kompleksi dort sinifta incelenir (33,34,36).

Sekil 2. SCCmec gen kaset yapisi ( 43).

q SCCmec Gen Kaset Yapisi
I

A i X
e A
|' ‘ 21-67 kb mecR] orfX
Cerd CerB  CerC mecl l mng pUBL10
I — I ] [
L
Tn554
A ccr kompleks mec komplek 1543 1mec M
1543 Imec
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Sekil 3. mec gen kompleksinin dort sinifi (33).
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SCCmec kasetinde ikinci ana genetik yapi olan ccr gen kompleksi kasetin bakteriyel
genoma integrasyonu Ve eksizyonundan sorumludur. Bunlar invertaz/rezolvaz
ailesinden ccrA ,ccrB ve yeni tanimlanan ccrC olmak Uzere (¢ farkli rekombinaz
kodlayan genlerdir. SCCmec’in mobilitesini saglarlar. ccrA invertaz varliginda,
SCCmec kromozomun dogru bélgesine girer ve ccrB rezolvaz ile kromozomdan tam
bir sekilde, eksiksiz olarak ayrilir (33,36).

Sekil 4. ccr gen kompleksinin yapisi (33).

ccr genes ) class B mec .

r T 1

mecA IS431mec orfx

-

ccrA cerB 151272 _ mecR1

| e

SCCmec elemaninin diger kisimlarinda ise, SCC mec tipleri icinde farklilik gosteren
ve J (junkyard) bolgesi olarak adlandirilan gesitli diziler bulunur. SCCmec’in boyut
degisikliklerinin bu nedenle oldugu distntlmektedir. J dizileri arasinda “insertion
sequence” denilen IS elemanlari, farkli antibiyotiklere direncten sorumliu

transpozonlar yer almaktadir  (33,34,36).
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Tip 1 SCCmec: Sinif B mec gen kompleksi ve tip | ccr gen kompleksinden
olusmaktadir. 1961 yilinda izole edilen en eski MRSA susunda bulunmustur. Tip |
SCCmec’in J bolgesi bir ylizey proteinini kodlayan pls genini icermektedir. Bu gen
fibronektine bakteriyel adherensi etkilemektedir. Bu fonksiyon S aureus’un
enfeksiyonu baslatilmasinda 6nemlidir. Tip | SCCmec, mec A hariginde herhangi bir
antibiyotik diren¢ geni tasimamaktadir (35).

Tip Il SCCmec: Sinif A mec gen kompleksi ve tip Il ccr gen kompleksinden
olusmaktadir. J bolgesinde pUB110 plazmidi ve Tn554 transpozonu bulunmaktadir.
SCCmec tip Il ve Il MRSA suslarinin 6zelligi, ¢oklu ilag direncine neden olmalari
ve Ozellikle hastane ortaminda

bulunmalaridir. Bu tipler tasidiklari direnc genleri ile aminoglikozidler, makrolidler,
tetrasiklin ile kadmiyum ve civa gibi agir metallere karsi direncli olurlar. Tn554;
makrolidlere, klindamisin ve streptogramin B’ye direnci kodlar (35,37,38).

Tip 11l SCCmec: Sinif A mec gen kompleksi ve tip 11l ccr gen kompleksinden
olusmaktadir. pT181 plazmidi, Tn554 transpozonu ve pseudo Tn554 tasimaktadir.
pT181; tetrasikline direnci kodlar (16,35,37,38).

Tip IV SCCmec: Sinif B mec gen kompleksi ve tip 1l ccr gen kompleksi
icermektedir. Tip IVa ve IVb, mecA geni disinda herhangi bir direng geni
tasimamaktadir. J1 bolgesi diger SCCmec tiplerine gore oldukca kuguktir. J2 bolgesi
ise bulunmamaktadir (35,38).

Tip V SCCmec : sinif C mec gen kompleksi ile ccrC icermektedir. ito ve ark.
tarafindan bir Avusturalya susundan tanimlanmistir. Sadece, metisillin direncini
kodlayan genlere sahiptir  (36).

Ito ve ark. (39,40) tarafindan, 3 major SCCmec elementinin yapisi tamamen ortaya
konmustur. ingiltere’de 1961 yilinda izole edilen ilk MRSA (NCTC 10442) susunun
tip I, Japonya’da 1982 yilinda izole edilen MRSA (N 315) susunun tip I, Yeni
Zelanda’da 1985 yilinda izole edilen MRSA (85/2082) susunun ise tip 111 SCCmec
icerdigi saptanmistir (39,40). TK-MRSA’da SCCmec gen kaseti tip4 ve 5 bulunur.
Bu gen kasetleri diger gen kasetlerine kiyasla ¢ok daha kicuktir ve bu 6zeligin
kolaylikla diger suslara yayilimini kolaylastirdigi dustntlmektedir. Ayrica bu gen
kasetlerinde beta laktam disI antibiyotiklere direng geni bulunmaz (42).
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2.10.2 Asiri Beta-Laktamaz Salgilanmasi ile Olusan Direng
Beta laktamazlarin asir salgilanmasi metisilini kismen pargalayarak metisilin
direncine neden olur. Bu tir direng, beta laktam antibiyotiklerin beta laktamaz

inhibitord ile kombine edilmesi ile yenilebilir (16, 29,44).

2.10.3 Mevcut PBP’lerde Beta-laktam Antibiyotik Afinitesinde Azalma ile
Olusan Direng

Son yillarda mecA geni tasimadiklari halde metisiline direngli stafilokoklar tespit
edilmistir. Cok az sayida gorilen bu suslar incelendiginde, bu bakterilerin mevcut
PBP’lerinin beta laktam antibiyotiklere dislk afinite gosterdikleri saptanmistir.
Ayrica mecA negatif olmasina ragmen oksasilin MiK degerleri 8-16 mg/L civarinda
olan suslar bulunabilmektedir. Bunlarin bir kismi beta-laktamazin asiri tretiminden
[Borderline resistant S.aureus (BORSA)], bir kismi da var olan PBP’lerdeki
(6zellikle PBP2 ve PBP4) nokta mutasyonlarindan [Moderately resistant S. aureus
(MODSA)] veya PBP4’lUn (dusik molekdl agirhkli PBP) asiri yapimindan
kaynaklanabilir (2,16,29).

2.11 Metisilin Direncini Etkileyen internal Faktorler

2.11.1 Belirli Uzunluktaki Glikan Zincirleri

PBP2a, PBP2’nin transglikozilaz aktivitesine bagimhidir. Yani, PBP2a’nin dogru
calisabilmesi igin PBP2’nin transglikozilaz domainine gereksinimi vardir. Beta
laktamlar yiksek molekil agirhkli PBP’lerin transpeptidaz domain’ini inhibe
ederken, transglikozilaz domain’ine bir etki gostermezler. Transglikozilaz
domain’inin inaktivasyonu daha kisa olan glikan zincirlerin sayisinda artisa ve
metisilin direncinde belirgin azalmaya neden olur. Bu nedenle PBP’nin
transglikozilaz domainini hedef alan bilesikler metsilin direcli suslarin tedavisinde
gelecek vaat etmektedir  (16,45) .

2.11.2 Normal Peptid Konfigiirasyonu icin Gerekli Kok Peptidler
Ortama glisin konuldugunda, peptidoglikan zincirinin sonunda normal kosullarda
olmasi gereken iki alanin rezidisunin yerini, iki glisin rezidisuniin almasinin

metisilin direncinde azalmaya ve homojen fenotipin heterojen fenotipe dénusmesine
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neden oldugu bilinmektedir. UDP-N-asetil tripeptid sentatazi kodlayan gen olan
murE (femF)’nin inaktivasyonu sonucunda da metisilin direncinde azalma olur.
Nedeni hucre duvari onculleri havuzundaki UDP-bagli muramil pentapeptidlerin
azalmasi ve UDP-bagli muramil dipeptidlerin birikmesidir. Bu sonuclar PBP2a’nin
dogru uzunlukta ve normal seride peptid elde edilmesi icin kok peptidlerine ihtiyac

olduguna isaret etmektedir (16,45).

2.11.3 Intakt Olmak igin Gerekli Pentaglisin Capraz Képriileri

Glikan zincirlerini birbirine baglayan pentaglisin capraz koprilerinin yapimindan
femA, femB ve femX sorumludur. FemX birinci glisini, femA ikinci ve cuncl
glisinleri ve femB de ddrdincl ve besinci glisinleri kdpriye sokar. femA ve femB
arasinda degisme olmadigindan bu proteinlerden herhangi birini kodlayan genlerin
inaktivasyonu sonucu mono veya tri-glisinli capraz kopruler olusur. femA ve femB
genlerinin herhangi birinin inaktivasyonu bakteri icin letal oldugundan, femA ve

femB proteinleri ilag ¢calismalarinin yeni hedefleridir ~ (16,45).

2.12. Metisilin Direncini Etkileyen Eksternal Faktorler

Tuz konsantrasyonu, pH, ozmolarite ve ortam isisi metisilin direncini etkileyen
eksternal faktorlerdendir. Yilksek NaCl konsantrasyonunun (% 6.5) ve disik
sicakhgin (30-35 oC) metisilin direncini nasil artirdigi tam olarak bilinmemektedir.
inkiibasyon siiresinin 18 saat yerine 24 saate uzatilmasinin metisilin direncli suslarin

saptanmasini arttirdigi da bilinmektedir (16,45) .

2.13. MRSA’nin Saptanmasinda Tani Yontemleri

Gunumuzde metisilin  direncinin  saptanmasinda mecA geninin  molekdler
yontemlerle saptanmasi altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak bu
yontemlerin klinik laboratuvarlarda uygulanmasi oldukca zor ve pahalidir. Bu
nedenden dolay! Klinik laboratuarlarda S. aureus izolatlarinda metisilin direncinin

saptanmasinda cesitli yontemler kullaniimaktadir.
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2.13.1 Oksasilin Disk Difiizyon Yodntemi

Bu yontemde MRSA izolatlarinin saptanmasi amaciyla 1 pg oksasilin diski
kullanilmaktadir. 0.5 McFarland bulanikliga ayarlanmis  olan  bakteri
stispansiyonundan Mueller-Hinton Agar (MHA)’a ekim yapildiktan sonra, plaklar
35°C’de 24 saat inkibe edilmektedir. Oksasilin disk diftizyon yontemi igin CLSI
tarafindan belirlenen direng sinir degerlerine gore inhibisyon zon ¢api < 10 mm olan
izolatlar direncli, 11-12 mm olan izolatlar orta duzeyde duyarli, = 13 mm olan
izolatlar ise duyarli olarak kabul edilmektedir (48,74).

2.13.2 Sefoksitin Disk Diflizyon Yontemi

Son yillarda metisilin direncinin saptanmasinda sefoksitin disk diflizyon yonteminin
kullanilmasi gliindeme gelmistir. Yapilan calismalarda, oksasilin disk difiizyon
yontemiyle elde edilen sonuclara gore bu yontemin duyarlilik ve ézgulliguniin daha
yuksek oldugu bulunmustur . Bu yontemde 30ug sefoksitin diski kullaniimaktadir.
0.5 McFarland bulanikliga ayarlanmis olan bakteri stispansiyonundan MHAya ekim
yapildiktan sonra, plaklar 35°C’de 24 saat inklbe edilmektedir. Sefoksitin disk
difuzyon yontemi icin CLSI tarafindan belirlenen diren¢ sinir degerlerine gore
inhibisyon zon ¢api < 21 mm olan izolatlar direncli, > 22 mm olan izolatlar ise
duyarh olarak kabul edilmektedir (48,74).

2.13.3 Sivi Mikrodiltsyon Yodntemi

Bu yontemde %2 NaCl iceren Mueller-Hinton sivi besiyeri kullanilmaktadir. CLSI,
testte kullanilacak olan inokulum miktarinin 5 x105 cfu/mL olmasini ve 24 saat
35°C’de inkubasyonu 6nermektedir. Antibiyotik olarak oksasilin tercih edilmektedir.
Sivi mikrodilusyon yéntemi icin CLSI tarafindan belirlenen diren¢ sinir degerlerine
gore MIC degeri < 2 pg/mL olan izolatlar duyarli, = 4 pg/mL olan izolatlar ise
direncli olarak kabul edilmektedir (48,74).

2.13.4 Agar Tarama

Bu yontemde, 6 pg/mL oksasilin ve %4 NaCl iceren MHA’ya 0.5 McFarland
bulanikliga ayarlanmis olan bakteri stispansiyonundan ekim yapilir. Plaklar 24 saat
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35°C’de inkube edilir. Herhangi bir koloni Gremesi halinde test edilen sus metisiline

direncli olarak kabul edilir. Testin duyarlihk ve 6zgullugi oldukca ylksektir (48,74).

2.13.5 E-test Yontemi

E-test yontemi (AB Biodisk, Solna, isve¢) de mikrodilisyon ve disk difiizyon
yontemlerine benzer sekilde test kosullarindan etkilenmektedir. Uretici firma
tarafindan %2 NaCl iceren MHA’ya 0.5 McFarland bulanikhga ayarlanmis olan

bakteri stispansiyonundan ekim yapilmasi onerilmektedir (48,74).

2.13.6 Lateks Aglutinasyon

Oldukca kisa bir surede sonug veren lateks aglutinasyon testi, PBP 2a saptanmasini
temel alan bir yontemdir. Koloni suspansiyonlarindan PBP 2a ekstraksiyonu
yapildiktan sonra lateksle kaplanmis olan PBP 2a monoklonal antikorlarla
aglutinasyon saptanir. S. aureus icin testin duyarlilik ve 6zgilligu oldukca yuksektir
(48,74).

2.13.7 Kromojenik Yontemler

MRSA saptanmasi igin literaturde bircok ticari veya *“ev yapimi” kromojenik
besiyeri bulunmaktadir. Kromojenik besiyerleri hem aranan ¢oklu direncli patojenin
secilmesini saglayan hem de icerdikleri diger ayracglar sayesinde farkli koloni
renkleri olusturarak tlr ayirimini saglar. MRSA ic¢in kullanilan kromojenik
besiyerlerinin bir kisminda secici antibiyotik olarak sefoksitin bulunmaktadir.
CHROMAgar MRSA (BBL), MRSASelect (BioRad), MRSA-ID (yeni adi CHROM
ID MRSA) (bioMerieux), Chromogene MRSA agar (Oxoid) bu tip besiyerleridir.
Bunlar yanisira segici antibiyotik olarak oksasilin de kullanilabilmektedir. Ornegin,
oksasilin eklenmis (6 mg/L) mannitol tuz besiyeri, ORSAB (Oxoid) besiyeri gibi.
Ancak oksasilin daha kolay bozulabildigi ve sefamisinler PBP 2a icin daha iyi
indlkleyiciler oldugu icin sefoksitin iceren besiyerleri MRSA tanimlanmasinda
oksasilin icerenlere kiyasla daha fazla kullaniimaktadir (46 ) .

CHROMAgar MRSA, MRSASelect, MRSA ID gibi besiyerleri igin cesitli
calismalarda bildirilen duyarlihik % 80’den fazla, 6zgulliik ise % 100’e yakindir.
Ozgullilk ok yiiksek oldugu icin 24 saatte dogrulama yapilmasina gerek yoktur.
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Inkiibasyonun 48 saate uzatilmasinin MRSA saptanmasina katkisi cok az olmakta,

buna karsin 6zgulluk dusmektedir.

2.13.8 Otomatize Yontemler

Vitek2, Phoenix biylk o6l¢lide yalanci direng basta olmak Uzere az oranda yanlis
sonuclarin bildirilmis olmasina karsin S. aureus icin guvenilir olduklari bildirilmistir
(74).

2.13.9 Molekuler Yontemler

MRSA saptanmasi igin bircok PCR tabanli test tanimlanmistir. Bunlarin cogu PBP
2a’yl kodlayan mecA ile S.aureus’a 0zgi bir baska geni ( nuc, coa, sa442,femA,
femB ) saptayan multipleks PCR testleridir. Bu testler gunumdizde Kklinik
mikrobiyoloji laboratuarlarinda metisilin direncinin dogrulanmasi, S.aureus kiguk
koloni varyantlarinin tanimlanmasi veya kan kiltirlerinden MRSA saptanmasi igin
rutin olarak kullanilabilmektedir. Bu testler dogrudan klinik o6rnekler icin de
kullanilabilmektedir. Ticari olanlara kiyasla ucuz ve esnek olan bu testlerin temel
dezavantaji, ayni 6rnekte bir MSSA ile metisiline direncli bir KNS’nin birlikte
bulunmasi halinde, MRSA gibi yalanci pozitif sonug verebilmeleridir (46).
Gunumuzde dogrudan sirint érneklerinden MRSA saptanmasini saglayan iki FDA
onayl gercek zamanl PCR testi bulunmaktadir, GeneOhm MRSA (eski adi IDI
MRSA) (Becton Dickinson) ve GeneXpert (Cepheid). Bu testlerde mecA geni degil,
mecA’yl tasiyan SCCmec elemaninin cevresindeki S.aureus’a 06zgu diziler
hedeflenmektedir. Boylelikle molekuler testlerin yukarida belirtilen dezavantaji
coziimlenmistir. Cepheid GeneXpertSCCmec insersiyon bdlgesi olan AttBScc
bolgesini; GenOhm MRSA ise SCCmec’in 3’ ucundaki orfX bdlgesini
saptamaktadir. Bu testlerden GeneXpert, 6zel egitimli bir teknisyen olmaksizin
herhangi bir laboratuvarda uygulanabilecek orta derecede karmasik bir test olarak
FDA onayr almistir. GeneOhm MRSA’nin ise ancak egitimli teknisyenlerce
uygulanabilecek yiiksek derecede kompleks bir test oldugu bildirilmektedir.

Cepheid GeneXpert nazal surlintil 6rneginin test tlipine konmasi ve U¢ ayracin deney
sistemine eklenmesinden sonra tamamen otomatiktir. Buna karsin GeneOhm MRSA

testinde kullanici tarafindan uygulanmasi gereken gesitli basamaklar bulunmaktadir.
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GeneOhm MRSA’da 14 test 6rnegi icin 6n hazirhk 1-1.5 saat; real-time PCR
asamasl 63 dakika strmektedir. GeneXpert ile sonu¢ c¢ikma siresi PCR igin 75
dakikadir. Her iki testin maliyeti de yuksektir. Senede birka¢ bin test uygulanmasi
kosulu ile GeneOhm icin maliyet 30 USD (25 euro)/ornek iken, GeneXpert icin
ornek basina 42 USD’dir. Ulkemizde de bulunan GeneOhm MRSA, nazal siiriinti,
yara slriintiisi ve kan kiltiriinden tanimlama icin FDA onayl almistir. Uriin
katologunda test duyarlihgr % 92.5, 6zgullik % 96.4 olarak bildirilmistir. Nazal
srlntl disindaki érneklerde duyarlilik diismektedir. GeneXpert katologunda ise iki
test 1.077 suruntd 6rnegi icin kiyaslandiginda, GeneXpert i¢in duyarlilik % 86.3,
Ozgulluk % 94.9 iken, GeneOhm igin duyarhhk % 83.3, 6zgulluk % 94.4 olarak
bildirilmistir (46). Uctinci bir ticari molekiiler yontem ise GenoType MRSA Direct
(Hain Life Science, Nehren, Almanya) PCR testidir. Bu test hedef olarak SCCmec I-
IV’un amplifiye edildigi bir revers hibridizasyon testidir. Test sirasinda dncelikle
kitteki protokoller ve ayraclar kullanilarak PCR uygulanmakta, ardindan DNA stripi
ile hibridizasyon yapilarak gorilen bantlara gore sonuc degerlendirilmektedir.
Sonuglar 6-7 saatte cikmaktadir (46).

Bunlar disinda kan kdltirinde treme saptandiktan ve Gram boyali preparatlarda
Gram pozitif kok goéruldukten sonra, tiire 6zgu ribozomal RNA dizilerine tutunan
floresan isaretli peptid nukleik asit problarinin kullanildigi PNA-FISH (floresan in
situ hibridizasyon) (AdvanDx) yontemiyle KNS/ S.aureus ayirimi yapilabilmektedir.
Ayrica EvigeneMRSA (AdvanDx) ile kuyucuklara kaplanmis problar ve sinyal
amplifikasyon yontemi ile kisa siirede ve ELISA formatinda MRSA saptanmasi
mimkun olmaktadir.

MRSA saptanmasi icin kullanilan hizli molekdler testlerin 6niindeki en 6nemli engel,
gercek MRSA varligi ile, MSSA ve MRSE birlikte bulunmasinin ayirt edilmesindeki
gucluktar. FDA onayli testler bu engeli sadece MRSA izolatlarina 6zgu bir diziyi
cogaltarak asmislardir. Ancak yeni SCCmec tiplerinin ¢ikabilme olasiligi bulunmasi
nedeniyle, test performansinin sirekli olarak izlenmesi ve yeni klonlarla tekrar

dogrulanmasi (validasyonu) gereklidir.
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2.13.10 Molekiiler Yontemler ile ilgili Kisithliklar

1. Maliyetin yuksek olmasi (6rnegin, IDI MRSA icin, 30 -53.60 USD/test,
GeneXpertigin 35-55 USD/test )

2. Bakterinin 610 olmasi ancak DNA pozitifliginin stirmesi (dekolonizasyon tedavisi
sonrasinda ve izolasyonun sona erdirilmesinde sorun olabilir),

3. Ureme olmadan saptanma olmasi nedeniyle, diger testler icin (6r. molekiler
tiplendirme) sus stoklarinin bulunmamasi,

4. DNA ekstraksiyonu ile ilgili problemler,

5. Prevalansin disuk oldugu durumlarda yalanci pozitiflik oraninin artmasi ve pozitif
prediktif degerin (PPV) diismesi,

6. Molekdler testlerin disuk riskli hastalar ve disik riskli Gnitelerde kullaniimasi
halinde maliyetin yarara kiyasla ¢ok yiiksek olmasi,

7. Asiri duyarhilik nedeniyle kontaminasyon riski bulunmasi,

8. Pasajlar sirasinda mecA’nin kaybedilmesine ragmen ticari testlerin mec disl
bolgeleri saptamasi nedeniyle yalanci pozitiflik olmasi,

9. IDI MRSA (GeneOhmMRSA) icin S.aureus orf X ile bazi Staphylococcus
epidermidis orf X bolgelerinin benzerligi nedeniyle yalanci pozitiflik olusabilmesi,
10. Bazi SCCmec tiplerinin digerleri ile ayni etkinlikte saptanamamasi (6rnegin
SCCmec tip V, bazi IV varyantlari, yeni SCCmec tipleri)

2.14. MRSA’da Hizli Taninin Avantajlari
- Kolonize ve kolonize olmayan hastalarin ayrilmasi ve kolonize gruba temas
onlemleri ve diger onlemler (6r. dekolonizasyon) uygulanarak her iki grupta da
enfeksiyon insidansinin azaltilmasi,
- Uygun antibiyotik tedavisi ve cevresel temizlik onlemlerinin uygulanmasi ile
bulasin azaltilmasi,
- MRSA enfeksiyon hizlarinin distrilmesi ile enfeksiyon siddetine gore degismekle
birlikte maliyetin hasta basina 9,275- 35,367 USD arasinda azalmasi,
- Kolonize olmayan hastalara gereksiz yere temas dnlemleri uygulanmamasi; buna
bagl maliyet ve yan etkilerden kaginiimasi sayilabilir.
Bunlar yani sira, bakteri tir tamiminin ve antibiyotik duyarhihgmnin hizla

yapilabilmesi de maliyeti azaltmaktadir (46).
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3. MATERYAL VE METOD

2010 yilinda Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi yogun bakim iinitelerine
yatan ve antibiyotik baslanmamis 90 hastada hastaneye yatislarinin ilk 24 saati
icersinde nazal sirintl ornekleri alinarak metisilin direnci GeneXpert, Vitek2,
Phoenix, sefoksitin DDT, Chrom ID MRSA yontemi ile arastirildi.

Hastalardan U¢ nazal swabla alinan sirinti 6rnekleri 3 farkh yontem kullanilarak
MRSA yoniinden incelendi. Birincisi, Cepheid GeneXpert cihazinda calisildi.
Ikincisi, %5 koyun kanli agara ekildi, 37 derecede 24 saat inkiibe edildi. Uglinciist,
Chrom ID MRSA agara ekildi, 37 derecede 24 saat inkiibe edildi.

GeneXpert ile sonuglar 70 dakika sonra elde edildi. %5 koyun kanli besiyerine ekilen
sirintl 6rneginde bakteri remesi saptanan kolonilerde Gram boyamayla Gram
pozitif kok morfolojisinde olanlar Vitek2 ve Phoenix otomatize sistemlerinde
calisildi. S. aureus olarak tespit edilen drneklerde 30 mikrogram CLSI onerileri

dogrultusunda sefoksitin disk difiziyon testi uygulandi.

3.1 GeneXpert

FDA onayli 2. jenerasyon real-time testidir. Testin tim basamaklari ( real- time PCR
amplifikasyonu ve deteksiyonu ) tek bir kartusun icinde gerceklesmektedir. Bu
yontemde staphylococcal protein A ( spa ), mecA ve SCCmec olmak (izere 3 gen
bolgesi arastiriimaktadir. MRSA varh@i icin her ¢ gen bolgesinin de saptanmasi

gereklidir.

3.2 Vitek2-Phoenix
Bu otomotize sistemlerle bakterilerin identifikasyonu ve antibiyotik duyarhliklarinin

belirlenmesi saglanmaktadir.

3.3 sefoksitin DDT

Bu yontemde 30ug sefoksitin diski kullanilmaktadir. Sefoksitin disk diflizyon
yontemi icin CLSI tarafindan belirlenen direnc¢ sinir degerlerine goére inhibisyon zon
cap! < 21 mm olan izolatlar direngli, = 22 mm olan izolatlar ise duyarli olarak kabul

edilmektedir.
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3.4 Chrom ID MRSA

Kromojenik subsrat a- glukozidazdir. Sefoksitin icerir. MRSA kolonileri yesil renk
alir. Bazi mecA gene sahip ancak sefoksitin ( < 4 mg/l ) diisik MiK degeri olan
S.aureus suslari bu besiyerinde gelismeyebilir. Bunun aksine mecA genine sahip

olmayan S.aureus sugslari 24-48 saate karakteristik yesil koloniler olusturabilir.

Genexpert’in Calisma Prosediri

Uretici firma onerisi dogrultusunda yapildi. Nazal swap centije kadar ellisyon
sisesinin igersine konuldu. Centikten kirilip sisenin kapagi kapatilip 10 saniye
vortekslendi. steril pipetle sisedeki sivi alindi. Kartusun kapagi acilip S yazan
boliime steril pipeteki sivi aktarildi. R1 solisyonu 1 yazan bdlimeye ve R2
solusyonu 2 bolimeye aktarildi. Kartus cihaza yerlestirilip cihaz ¢ahistirildi.

R1 soliisyonu icerigi: Sodyum hidroksit

R2 sollsyonu icerigi:Tris buffer, surfaktanlar, EDTA ( Etilen Diamin Tetra
Asetikasit )

Sekil 5. Cepheid GeneXpertMRSA testinin ¢alisma prosedurt (81).

1. Bwabil ellsyon sigesine yerlestir ve isaretli yerden Kir

(_?._.\_ff_c_)_ltgx_le_ornegi S bolume ekle

. 5. Kartusu cihaza yerlestir ve iglemi baglat
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S = Sample
1 =Reagent 1
2 = Reagent 2
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4. BULGULAR

Yogun bakim Unitelerinde ( genel cerrahi, dahiliye, noroloji, beyin cerrahi, gogus
hastaliklar ve tiiberkiiloz, kardiyoloji ) yatan 90 hastadan alinan érnekler Genexpert,
Phoenix, Vitek2 ve ChromID MRSA agar yontemleriyle calisiidi. MecA gen varhgi
real-time PCR yontemiyle arastirild.

Calisilan 90 6rnegin 14°Ginde GeneXpert ile mecA gen varhigi tespit edildi. Vitek2 ve
Phoenix sonugclari birbiriyle uyumlu olup GeneXpert ile MRSA olarak tesbit edilen
14 sonugtan 3’0 Vitek2 ve Phoenix ile MRSA olarak tespit edildi. Ayrica 1 6rnekte
mecA negatif oldugu halde otomatize sistemle MRSA sonucu bulundu. Ayrica
Vitek2 ve Phoenix ile 5 drnekte MRKNS, 2 drnekte MSKNS, 4 6rnekte ise MSSA
sonuclar elde edildi. Sefoksitin DDT ile 4 érnekte MRSA direnci gosterildi. Diger
ornekler ise metisiline duyarli olarak tespit edildi.

Chrom ID agara yapilan ekim sonucu 5 ornekte yesil renkte kolonilerin Uredigi
gozlenip MRSA tespit edildi. GeneXpert ile bu 5 érnekte MRSA sonucu elde edildi.

Tablo 1. Calismamizda kullanilan testlerin duyarlhihgi ve 6zgullaga

Duyarlilik Ozgulluk
Vitek?2 %21.42 %98.68
Phoenix %21.42 %98.68
Sefoksitin DDT %28.57 %98.68
Chrom ID agar %35.71 %98.68
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Tablo 2. Calismada kullanilan yontemlerle elde edilen sonuglar

Ornek sayisi Genexpert
3 MRSA

3 MRSA

3 MRSA

1 MRSA

2 MRSA

1 MRSA

1 MRSA

1

MR: Metisilin direngli
MS: Metisilin duyarh

Tablo 3. GeneXpert ve Vitek 2 ile elde edilen sonuglarin karsilastiriimasi [n

(%0)]

90

n: hasta sayIsl

Phoenix

MRSA

MR
S.epidermidis
MS S.aureus
MS S.aureus
MS
S.epidermidis
MR
S.heamolyticus
MR

S. simulans
MRSA

GeneXpert

14 (%15 )

Vitek2

MRSA

MR
S.epidermidis
MS S.aureus
MS S.aureus
MS
S.epidermidis
MR
S.heamolyticus
MR

S. simulans
MRSA

Vitek 2

4(%4.4.)

ChromID agar

MRSA

MRSA

MRSA

Sefoksitin
DDT
Direncli
Duyarli
Duyarli
Duyarli
Duyarli
Duyarli

Duyarli

Direncli
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Tablo 4. GeneXpert ve Phoenix ile elde edilen sonuglar [n (%0)]

GeneXpert Phoenix
90 14 (% 15 ) 4(%4.4.)
n: hasta sayisi

Tablo 5. GeneXpert ve Chrom ID agar ile elde edilen sonuclar [n (%0)]

GeneXpert Chrom ID agar

90 14 (%15 ) 5(%55)

n: hasta sayisi

Tablo 6. . GeneXpert ve Sefoksitin DDT ile elde edilen sonuclar [n (%6)]
GeneXpert Sefoksitin DDT

90 14 (% 15 ) 4(%4.4)

n: hasta sayIsl
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5. TARTISMA

S. aureus, mecA geni tarafindan kodlanan PBP2a uretmeleri nedeniyle metisiline ve
dolayisiyla diger beta-laktam antibiyotiklere diren¢ kazanabilir. Metisiline direncli
suslar; genetik diren¢ aktarimi sirasinda diger antibiyotik direng genlerinin de
beraber aktarimi nedeniyle ¢ogunlukla makrolidler, aminoglikozidler, klindamisin,
florokinolon, kloramfenikol ve ko-trimoksazol gibi bir¢cok antibiyotige de
direnclidirler. MecA geni kromozon Uzerinde 1S431 ve 1S527 insersiyon sekans
elementleri arasinda yerlesmistir, bu 6zellik gene baska bakterilere gegme ve baska
ilag direng genlerini alabilme 6zelligini de verir. MRSA suslarinin beta-laktam disi
bircok antibiyotige de ¢coklu diren¢ géstermesinin altinda bu 6zellik yatmaktadir (49).
Stafilokoklarda 6zellikle yuksek diizey heterojen direncin varligi nedeniyle direncli
suslar sikhkla g6zden kacabilir. Metisilin direncinin fenotipik yodntemlerle
saptanmasi, uygulanan test kosullarindan etkilenmektedir. inokulum miktari,
inkiibasyon isisi ve siresi, ortamin pH’si ve NaCl konsantrayonu gibi bir¢ok faktor
direncin dogru bir sekilde belirlenmesinde 6énemli rol oynar. Bu nedenle direncin
tespitinde mecA gen bolgesinin gosterilmesi, en iyi yontem olarak kabul
edilmektedir. Bu gen bolgesi PCR ya da DNA prob yontemleri ile
saptanabilmektedir. En 6nemli avantajlari hizli ve dogru sonu¢ alinmasi olan bu
yontemlerin, dezavantajlari test basina maliyetlerinin yiuksek olmasi ve egitimli
personel gerektirmesidir ~ (50). Direng genlerinin saptanmasinda molekuler testlerin
kulaniimasinin dort 6nemli nedeni vardir. Bunlardan birincisi, direkt olarak klinik
orneklerde bulunan mikroorganizmalarda direncle iliskili mutasyonlarin veya
antimikrobial diren¢ genlerinin saptanmasi igin kullanilabilir. Bu sonuglar hem
tedavide yol gosterici olmasi hemde hastanin izolasyon odasina alinmasi kararinin
verilmesinde anlam tasimaktadir. ikinci olarak, genetik yontemler bakteri tiirlerinde
direnc icin sinir degerinde veya ona yakin degerde bulunan MIK sonuglarinda karar
vermek icin kullanilabilir. Ugiincii olarak, genetik testler belli bir direng geninin
hastane ve toplumda epidemiyolojik yayiliminin izlenmesinde direng fenotipilerinin
analizinden daha gegerli bir yontemdir. Dordlncu olarak da, yeni duyarlilik testi
yontemlerinin  gecerliliginin ~ degerlendirilmesinde  altin  standart  olarak

kullanilabilinir. Bununla birlikte genetik testlerin direncli organizmalarin saptanmasi
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icin kullaniminda bazi potansiyel giclukler bulunmaktadir. Bunlar; saptanan direng
genin eksprese olmamasi, hedef organizmada mutasyon olmasi sonucunda PCR
primerleri icin kullanilan dizilerinin degismesi ve var olan genetik testlerle
saptanamayan yeni diren¢ genlerinin ortaya ¢ikmasi gibi. Bu etmenlerin her biri
molekdler testin 6zguluk ve duyarlihgini etkileyebilmektedir (51).

Hastaneye yatirilan MRSA burun tasiyicisi hastalarin saptanmasi ve bu hastalarin
izolasyonu sonucu MRSA’nin yol actigi hastane enfeksiyonlarinin insidansini ve
maliyetleri azalttigini gosteren calismalara dayali kanitlarin sayisi her gecen gun
artmaktadir. Bu nedenle yatan hastalarda MRSA burun tastyicitliginin dogru sekilde
saptanmasi her klinik mikrobiyoloji laboratuarinin gorevidir. Konvansiyonel kulttr
yontemleriyle burun strlntisinden MRSA saptanmasi icin rapor verilmeden énce 48
saate ihtiya¢ vardir. Bununla iliskili olarak PCR yontemi ile klinik materyalden
dogrudan MRSA varligi tanimlamaya yonelik ilk calisma Kitagawa ve ark. (52)
tarafindan yapilmistir. Calismaya major cerahi sonrasi yiksek ates ve diyare gelisen
35 hasta ve 6 saghkli gonillu dahil edilmis, kan kiltiriinden yapilan PCR ile mecA
geni saptanan 12 hastanin kan kulttrlerinde de MRSA izole edilmistir. Diger hasta
ve saglikli gonuldlerin hig birinde kan kilturti veya PCR pozitifligi saptanmamistir.
PCR sonuglari 4 saat igerisinde elde edilirken , kiltir sonuglar 48 saat icerisinde
sonuclanmistir.

Cesitli calismalarda MRSA burun tasiyiciliginin saptanmasinda molekiler yontemler
konvansiyonel kultir temeli yontemlere gére daha hizli bulunmustur. Ornegin,
Warren ve ark real-time PCR yontemiyle direkt nazal sirunti érneginde MRSA
saptanabilecegini gdstermek amaciyla yaptiklari ¢alisma sonucunda bu testin direk
plak kiltir yontemi kadar duyarli oldugunu, bununla birlikte kiltirle 48 — 72 saate
alinan sonuglarin bu yéntemle 2 saatte alinabildigini gostermislerdir (51).

Durmaz yayinladigi makalesinde (53) S. aureus’larda metisilin direncini saptamada
fenotipik yontemlerin yaninda direngten sorumlu mecA geninin  molekiler
yontemlerle arastiriimasinin referans yontem olarak kabul edildigini belirtmektedir.
Arastiricl, MRSA tastyicilarinin kisa slrede saptanarak, gerekli dnlemlerin bir an
once alinmasi, direngli suslara bagh enfeksiyonlarin yayilmasinin engellenmesi
bakimindan énemli oldugunu vurgulamaktadir. Molekiler yontemlerle 1-2 saat

icerisinde metisilin direncinin belirlenmesinin yaninda, stafilokok turleri arasindan
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S.aureus ayriminin da yapilabildigini belirtmistir. Tasiyicilarda MRSA’nin taramasi
icin gelistirilmis olan ticari bir molekdler test ile yapilmis olan kapsamli bir
calismada; 6zgullik ve duyarhilik sirasiyla % 95 ve % 85 olarak saptanmis ve bu
molekdiler yontemin saglik merkezlerindeki MRSA aktif slrveyansi i¢in hizli, basit
ve glvenilir oldugunu ortaya koymustur. Gectigimiz on yilda MRSA tanimlamasi
icin PCR temelli pek ¢ok cihaz gelistirilmistir. Bizim calismamizda kulandigimiz
real-time PCR yontemi klasik PCR yontemine gore direng genini daha hizli ve daha
az kontaminasyon riski tasiyarak belirleyebilmektedir.

Ulkemizde ise Turgut ve arkadaslarinin (54) vyaptigi calismada MRSA
enfeksiyonlarinin, dzellikle anestezi yogun bakim Unitesi olmak lzere, yogun bakim
unitelerinde daha sik goraldigind saptamistir. Arastiricilar yogun bakim tnitelerinde
hastalara birgok invazif girisim yapilmasi ve hastalarda birden ¢ok risk faktérinin
bulunmasi sebebiyle MRSA’yl yogun bakim Unitelerinde 6nemli bir enfeksiyon
problemi haline getirdigini savunmaktadirlar. Buna ek olarak, arastiricilar MRSA
enfeksiyonlarina bagh gelisen komplikasyon oraninin artmasi, hastanin hastanede
kalis slresini uzamasi ve hastane maliyetlerinin artmasina neden oldugunu
saptamiglardir.

Calismamizda yogun bakim Unitelerinde yatan hastalardan, yatislarinin ilk 24 saati
icersinde alinan 90 nazal sirintl 6rneginde metisillin direncini belirlemek amaciyla
mecA gen varhgi altin standart kabul edilerek real-time PCR temelli molekdler bir
test olan GeneXpertMRSA testi kulaniimistir.  Bununla birlikte otomotize
sistemlerden phoenix , Vitek2 ile ¢calisiimistir. Ayrica Kromojenik agar ve sefoksitin
DDT yontemi ile de arastirilmistir.

90 nazal sUrlntu 6rneginde GeneXpertyontemiyle 14 sus ( % 15 ), sefoksitin DDT
yontemiyle 4 sus ( % 4.4 ), Chrom ID MRSA agar 5 sus ( % 5.5 ), Vitek2
yontemiyle 4 sus ( % 4.4 ) ve Phoenix yontemiyle 4 sus ( % 4.4 ) MRSA olarak
bulunmustur.

Wolk ve ark. (55) MRSA ve S. aureus’un tespiti icin Cepheid Xpert MRSA/SA
sistemi kullanilmis ve calismada staphylococcal protein A ( spa ) geni, mecA ve
SCCmec genlerini hedeflenmistir. MRSA’nin  kan kulturlerindeki duyarliligini
%98.3, yaradaki duyarliligini ise %97.1 olarak tespit etmislerdir. Calismada S.

aureus icin duyarlilik her iki drnek i¢in %100 bulunmustur.
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Kelly ve ark. (56) nazal ve kasik swablariyla MRSA’nin kolonizasyonunu tespit
etmek icin iki ticari PCR test olan Xpert MRSA ve BD GeneOhm MRSA’yi
kullanmiglardir.  Arastiricilar, bu iki testin kromojenik MRSA agar’a gore
duyarhihiklarini % 87, %84.8 6zgllluklerini ise %98, %92.7 olarak bulmuslardir.
PCR’In hizli ve daha iyi degerlendirici oldugunu saptarlarken Xpert MRSA’nin nazal
kolonizasyonu tespit etmede duyarlihgini % 89,5 6zgullugin %2100, kultirin ise
%86.3 duyarlilikta ve %94.9 6zgullukte oldugunu belirlemislerdir.

Wolk ve ark. (57) 1077 hastada nazal alinan nazal surinti 6rneklerinde MRSA’yi
tespit etmek icin Cepheid Xpert MRSA testi, direk kaltuir ( CHROMagar ) ve
zenginlestirilmis kdltir agar ( %6,5 sodyum kloridli Trypticase soy agar ) ile
karsilastiriimis, Xpert MRSA testinin direk klttre gore duyarliligi %94.3, 6zgullugu
%93.2 olarak bulunmusken, zenginlestirilmis kdltur’e goére duyarhhgr  %86.3
Ozgullugh %94.9 olarak bulunmustur. Arastiricilar sonuc¢ olarak, Xpert MRSA
testinin basit ve hizli bir yéntem oldugunu tespit etmislerdir.

Nancy L. Havil yayinladigi makalesinde ( 58 ) BBL CHROMagar MRSA, MRSA
select, Spectra MRSA, Chrom ID MRSA, BD GeneOhm MRSA, GeneXpertMRSA
testleri karsilastiriimistir. GeneXpertMRSA’nin duyarlihgr %69.2-%96.5 6zgulltigi
%90.4-%98 iken, diger bir molekuler yontem olan BD GeneOhm testinin duyarlilig
%88- 96.1, 0zgullik ise %93.5- 99 olarak tespit edilmistir. Ayrica bu calismada
testlerin maliyeti ve calisma suresi agisindan da bir karsilastirma yapilmistir.
Kromojenik yontemler i¢in ortalama maliyet 6-8.5 dolar, testin sonuglanma siiresi ise
18-48 saat olup, molekdler yontemler icin 30-42 dolar ve sure olarak 60-85 dakika
olarak bulunmustur. Arastirici sonu¢ olarak molekiler yontemin kiltir metotlarina
gore daha pahali olmasina ragmen, MRSA enfeksiyonun yayiliminin énlenmesinde
daha yararli oldugu belirtilmistir.

Bizim calismamizda yogun bakim nitelerinde yatan hastalarda alinan nazal strinti
ornekleri  GeneXpertMRSA kiti  kullanilarak calisildi. calisma 70 dakikada
sonuclandi. mecA geni 90 hastanin 14’inde pozitif, 76’sinda negatif bulundu. Ancak
mecA geni icermemesine ragmen 1 6rnekte fenotipik yontemlerle pozitif sonug elde
edildi.
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MecA negatif suslarda fenotipik olarak direncli bulunan suslarin asiri beta laktamaz
yapimi, metisilini inaktive eden enzimlerin varhgi, PBP2a disinda PBP’lerin
bulunmasi gibi farkli mekanizmalarla aciklananabilece@i bildirilmektedir ( 59 ).
Goffinet ve ark. (60) 24 MRSA susunu Klasik PCR yontemi, Vitek 2 sistemi ve/veya
real-time PCR yontemi olan LightCycler Staphylococcus-MRSA kitinde metisilin
direncini tespit etme amach ayri ayri calismislardir. Bunlardan 14 sus hem klasik
PCR hem Vitek 2 hem de real-time PCR yontemi ile belirlenmis olup, 4 sus sadece
Vitek 2 ile, 6 sus ise sadece real-time PCR ile belirlenmistir. Arastiricilar, real-time
PCR yodnteminin MRSA saptanmasi icin hizli ve etkili bir yontem oldugunu ve bditiin
islem suresinin yaklasik 4 saat oldugunu bildirmislerdir.

Horstkotte ve ark (61) 200 KNS susunda metisilin direncini; Vitek 2 sistemiyle
yaptiklari calismada % 99.2 duyarlilik ve % 80 6zgullik bulmuslardir. Arastiricilar,
MRKNS tespiti icin Vitek-2 sisteminin yiiksek guvenilirlik ve hizli fenotipik yéntem
oldugunu ileri sirmuslerdir.

Calismamizda GeneXpert ile 14 hastada MRSA tespit edildi. Bununla birlikte
Phoenix ve Vitek2 sistemi sonugclari birbiriyle uyumlu olup 4 &rnekte MRSA
bulundu. S. aureuslar igin Vitek2 sisteminin duyarhhgr % 21.42 6zgulligu % 98.68
idi. Vitek2 sisteminde sonuclar diger fenotipik yontemlere gore daha kisa sirede
tespit edildigi calisma boyunca gézlemledigimiz bir sonug olmustur.

Kolbert ve ark (62) 155 S. aureus ve 261 KNS izolatinda mecA sonuglariyla,
oksasilin DDT’ni karsilastirmis, S. aureus izolatlarinda mecA sonuglarint DDT
sonuclaryla uyumlu bulmuslardir. KNS’larda ise, DDT’inde duyarli olarak tespit
ettikleri 10 izolatin mecA’larini pozitif, direncli olan 1 izolatin mecA genini ise
negatif olarak rapor etmislerdir. Bu degerlendirmeler sonucunda metisiline direncli
izolatlari tanimlamada genotipik yodntemlerin duyarli ve givenilir oldugunu,
duyarhhik testlerinin fenotipik degisikliklerden etkilendigini belirtmislerdir.
Hetorejen direncli izolatlarin saptanmasi i¢in mecR1 icin daha iyi ve hizli bir
indUkleyici olan sefoksitinin kullaniimasi, otolizinlerin etkisini azaltmak i¢in ortama
NaCl eklenmesi, mecA gen ekspresyonunun arttirtimasi icin inkiibasyon suresini
uzatmak ( 18 saat yerine 24 saat) yiksek inokulum kullanmak ya da inkiibasyon
derecesini (30°C-35°C) azaltmak gibi uygulamalar yapilmaktadir. Ortama NaCl

eklenmesi PBP 2a miktarini artirmamasina ragmen direncin eksprese edilmesini
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arttirmaktadir. NaCl tim hcrelerde otolizisi inhibe eder. 30°C’de inklbasyon da
NaCl gibi antibiyotik ile tetiklenmis otoliziz aktivitesini inhibe eder. Bu etki sadece
direncli olan suslara 6zgul olmamakla birlikte PBP 2a varliginda direncin artmasina
yol acar (16, 48,74).

Metisilin direncinin dogru olarak belirlenmemesi uygun olmayan bir tedavinin
baslanmasina neden olurken, yanls pozitif sonucun bildirilmesi ise gereksiz yere
pahali ve ciddi yan etkileri bulunan glikopeptitlerin kulaniimasina neden
olabilmektedir.

Metisilin direnci tespit etmede Karsilasilan sorunlar nedeniyle genetik direnci,
fenotipik yonemlerle en iyi gosteren test veya yontem arayisi sirmektedir. Heterojen
dirence sahip stafilokoklarda, sefoksitinin metisilin direncini oksasilinden daha iyi
gosterdigini kanitlayan bir ¢cok yayin bulunmaktadir. Sefoksitinin, 6zellikle heterojen
suslarin tespitinde mecR1 i¢in daha iyi ve hizli bir indikleyici oldugu ve mecA gen
varhgi ile uyumunun daha iyi oldugu bildirilmistir.

Yapilan bircok calismada oksasilin DDT “de elde edilen sonuclara gore sefoksitin
DDT’nin duyarlilik ve 6zgulluginin daha yiksek oldugu ayrica sefoksitin DDT’nin
degerlendirilmesinin daha kolay oldugu bildirilmistir (48).

CLSI 2005°de M100-S15 nolu belgesinde hem disk difiizyon hem de diliisyon
bolimlerindeki stafilokok tablosunda sefoksitin disk diflizyon ydntemini yeni test
olarak 6nermistir (63).

Telli ve ark. ( 64 ). 300 S. aureus susunda oksasilin DDT, sefoksitin DDT, lateks
aglutinasyon test, oksasilin agar tarama test ve altin standart olarak kabul edilen
PCR-mecA uygulamigslardir. Testlerin duyarliliklarini sirasi ile, % 98.8, % 98.3, %
97.7 ve % 98.8; dzgulluklerini ise , % 99.1, % 99.1, % 97.4 ve % 98.3 olarak
bulmuslardir.

Swenson ve ark. (65) 62 S. aureus ve 53 KNS susunda sefoksitin DDT ve PCR
yonteminin karsilastirmali calismasinda duyarlilik ve 6zgulliklerini; S. aureus suslari
icin % 98 ve % 100, KNS suslari icin % 99 ve % 96 bulmuslardir. Bu arastiricilar bir
baska calismalarinda (66), 135 S. aureus izolatinda sefoksitin ve oksasilin
testlerini mecA-PCR sonuglari ile karsilastirdiklarinda sefoksitin test sonuglarinin

yuksek duyarlilik ve 6zgllige sahip oldugunu bildirmislerdir.
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Broekema ve ark (67) sefoksitin duyarlilik ve o&zgulligi Oxacillin ile
karsilastirildiginda %97.3 ve %100 oranlari bulunmus olup, bu ¢alisma mecA aracili
S. aureus direncini belirlemede yeni sefoksitin inhibisyon zon capi gecerliligini
kanitlamistir.

Karagul ve ark. (68) MRSA suslarinda sefoksitin, oksasilin, moksalaktam disk
testlerini karsilastirmistir. S.aureus suslarinda mecA gen varligi multiplex PCR
yontemiyle arastirilimis ve referans yontem olarak kabul edilmistir. Metisilin
direncinin tespit edilmesinde sefoksitin,oksasilin, moksalaktam disk testlerinin
duyarlihik ve dzgullukleri %2100 olarak tespit edilmistir.

Calismamizda GeneXpert 90 hasta drneginin 14’inde MRSA pozitif bulunmus olup
(% 15), sefoksitin DDT ise GeneXpert ile pozitif bulunan 14 6rnegin sadece 4'linde
pozitif sonug (% 4.4 ) elde edildi.

Ozen ve ark.(69) klinik 6rneklerde izole edilen toplam 163 S.aureus susu ¢alismaya
alinmis, suslarin tanimlanmasi BD Phoenix (Becton Dickinson, Sparks, ABD)
otomatize identifikasyon ve antimikrobiyal duyarlilik sistemi kullanilarak
yaptimistir.Metisilin direncinin saptanmasinda altin standart olarak kabul edilen
mecA geni varligi PCR yontemi ile arastiriimis ve S.aureus olarak tanimlanan tiim
suslar kromojenik MRSA D agar besiyerine ekimi yapilmistir. PCR yontemi ile
suslarin 96’sinda mecA geni pozitif, 67’sinde mecA geni negatif olarak bulunmustur.
MecA geni pozitif suslarin 82’si 24 saatlik inklbasyon sonrasinda yesil koloni
olustururken, 90’1 48 saatlik inkubasyon sonrasinda MRSA 1D besiyerinde yesil
koloni olusturmustur. MecA geni negatif izolatlar ise 24 saatlik inkubasyon
sonrasinda besiyerinde (remezken, 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda 40 MSSA
izolatl besiyerinde yesil koloni olusturmustur. MRSA saptanmasinda; MRSA ID
besiyerinin 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda, duyarliligi ve dzgulligu sirasiyla %
85.4 ve % 53.7 olarak bulunmustur. Besiyerinin 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda
duyarhihgr % 93.7°ye yikselirken, o6zgullugu % 40.3 olarak belirlenmistir.
Arastiricilar bu besiyerlerinin MRSA tanimlamasini direkt olarak yapabildiginden ek
testlere olan ihtiyaci azaltarak zaman ve maliyet acisindan énemli avantajlar sag-
lad1§1 sonucuna varmislardir.

Diederen ve ark.(70) yapmis olduklari ¢calismalarinda MRSA ID besiyeri kulaniimis

24 saatlik inktbasyon stresi sonunda duyarlilik 9%96.4 iken, 48 saat sonunda
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duyarlih@in arttigr gorulmiis ve %98.8 olarak bulunmustur. Ozguliik ise 24 saatlik
inkibasyonun sonunda %92.2 iken, 48 saat sonunda azalarak %89.7 olarak
bulunmustur. Arastiricilar  inkiibasyon suresinin 24 saatten 48 saate uzatilmasiyla
6zgullugin azaldigr saptanmislar ve koagulaz negatif stafilokoklarin 48 saatlik sire
sonucunda yanlis pozitif sonuglara yol agabildigini gostermislerdir.

Perry ve ark. (71) yaptiklari ¢alismada, MRSA suslarini saptamada MRSA 1D
besiyerinin performansi, ilk 24 saatlik inkiibasyonda CHROMagar MRSA ve
ORSAB’a gore daha yiksek bulunmus, MRSA ID’nin sefoksitin icermesi nedeniyle,
CHROMagar MRSA ve ORSAB’a gére MRSA’lari saptamada daha avantajli
oldugununu belirtmiglerdir.

Yazisiz ve ark. (72) S. aureus suslarinda metisilin direncinin saptanmasi amaciyla
mecA PCR, Phoenix otomoatize sistemi ve sivi  mikrodilusyon testinin
karsilastirilmasi amaciyla yapilan calismada 228 S. aureus susu calismaya alinmis
Phoneix duyarlihigi ve 6zgulligu sirasiyla %99.4, %96.6 olup sivi mikrodilusyon
yonteminin ise duyarlilik ve 6zgulligu sirasiyla %98.2, %96.6 olarak saptamislardir.
Arastiricilar bu iki yontemin referans yontem olan mecA geninin saptanmasi ile
yuksek uyum oldugu sonucuna varmislardir.

Cesur ve ark. (73) MRSA suslarinin identifikasyonunda oksasilinli tarama agar
( ORSAB ) ve kromojenik MRSA agar besiyerleri kulanilarak yapilan karsilastirmali
calismalarinda ORSAB igin duyarhilik ve 6zgullik sirasiyla %97.7 , % 40 olup,
kromojenik MRSA agar icin ise %95.5 , %37.6’tir . Bulunan dusiik 0zgullik
( yuksek yalanci pozitiflik ) orani nedeniyle pozitif saptanan suslarin diger
yontemlerle dogrulanmasi gerektigini ileri stirmaslerdir.

Warren ve ark . (47)’nin yapmis olduklari ¢alismada Direk nazal swabla alinan
orneklerde MRSA’nin hizli tesbit edilmesi icin invitro diagnostik testleri ( IDI-
MRSA; Infectio Diagnostic, Inc., Sainte-Foy, Quebec, Canada, ) kullanmislar ve
arastirictlar 288 hasta orneginde MRSA varhgini arastirmislardir.  IDI-MRSA
kiltarle Kkarsilastirildiginda duyarhihk %91.7, 6zglllik %93,5 elde edilmis olup,
arastirictlar IDI-MRSA testinin nazal kolonizasyonunu tesbit edilmede ayni gin
sonug veren duyarli ve spesifik bir test oldugu sonucunu elde etmislerdir.

Boyce ve ark (75) MRSA’yI tespit etmek icin CHROM agar ve BD GeneOhm

testleri kullaniimis ve 286 nazal 6rnek calismaya alinmistir. Arastiricilar CHROM
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agar MRSA testi ile PCR’1 karsilastirdiklarinda PCR’in duyarliligr %100, 6zgullug
ise %98.6 olarak bulmuslardir. CHROM agar ile 63 hasta 6rneginde ( %22 ) MRSA
pozitif olarak tesbit edilmis, buna karsi PCR metoduyla 72 6rnekte ( % 25 ) MRSA
pozitif sonu¢ elde edilmistir. Arastiricilar 69 6rnegin ( %24.1 ) gercek pozitif sonug
oldugunu, 3 dérnegin ise ( %1 ) PCR ile yanhs pozitif sonug oldugunu belirtmislerdir.
PCR ile tespit edilen pozitif 6 drnek CHROM agarla negatif olarak bulunmustur.
Boylece PCR ile yeni MRSA tasiyicilarinin tesbit edilmesi saglanmistir.

Van Hal ve ark. (76) yiksek risk grubundaki 200 hastayr nazal MRSA
kolonizasyonu agisindan taramislar. Calisma kromojenik selektif agar ( MRSA ID ve
C MRSA ) ek olarak BD GeneOhm ve easy plex commercial RT PCR testleri
kulanilarak yapilmis ¢alisma sonucunda BD GeneOhm testinin duyarliligi %86 , easy
plex’in duyarlihgr % 84 olup,MRSA ID ve CMRSA duyarliligi sirasiyla %62, %84
bulunmustur. Ozglllik easy plex ( %90 ) disinda diger yontemlerde %98 olarak
bulunmustur. Arastiricilar, kromojenik selektif agarda 48 saatlik inkiibasyonun
duyarlihigi arttirdiini bununla birlikte 6zgulik azalttigini belirtmisler ve bunun
besiyerindeki kromojen maddeden kaynaklanabilecegini dusunmaslerdir. Bununla
birlikte molekdler yontemlerin pahalli oldugunu ileri sirmislerdir.

Peterson ve ark. (77) MRSA nin saghk kuruluslarinda goriilme oraninin giderek
artigini, bu nedenle MRSA kolonizasyonun hizli bir sekilde ortaya ¢ikariimasinin
enfeksiyon gecisini azaltilabilecegini belirtmislerdir. Arastiricilar Roche LightCycle
MRSA testi performansini BDGeneOhm MRSA testi ve kiiltiirle karsilagtirmiglar.
Toplam 1402 Ornek calismaya alinmis, MRSA igin direk kultur altin standart kabul
edilmigstir. LightCycler MRSA igin duyarlilik %95.2, 6zgiuluk %96.4 ve BD
GeneOhm igin %95.7, %91.7 bulunmustur.

Laurent ve ark. (78) ileri yas grubundaki yatan hastalarin nazal strtintt 6rneklerinde
GeneXpertreal-time PCR testin performasini degerlendirmek amaciyla MRSA
taramasi yapilmistir. Cift nazal sirlntl 6rnegi ile alinan érnekler icin  Xpert MRSA
testi ve kromojenik besiyerleri kullanilmistir. Prospektif olarak 25 nazal MRSA
tastyicisinda iceren 246 hasta alinip, kdltirle Kkarsilastirildiginda Xpert MRSA
duyarliligi ve 6zgullugu sirasiyla  %69.2,%97.7 olarak bulunmustur. MRSA
SCCmec’in evrimi nedeniyle bu testin yeni dizenleme ve dizaynin yapilmasi ve

stirekli takip edilmesi gerektigini belirtmislerdir.
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Akcall ve ark. (79) burunda metisiline direncli S. aureus saptamak icin Cepheid
Xpert MRSA testinin  degerlendirilmesini yapmislar. Calismada, kanli agarda
uretilmis olan S.aureus ATCC 6538 ve S.aureus ATCC 29213 suslari ile ikiser adet
farkli S.aureus ve S.epidermidis Kklinik izolati test edilmis, tim suslara CLSI
kriterlerine uygun olarak oksasilin ve sefoksitin disk diflizyon testi (DDT)
uygulanmis, Vitek2 compact ve DDT ile metisiline duyarh bulunan S.aureus izolati,
bu sistem ile pozitif sonug verirken, her iki yontemle de MRSA olarak saptanan
izolat sistemde negatif sonug vermistir. Ayrica MSSA oldugu bilinen ATCC 29213
susu ile MRSA oldugu bilinen ATCC 6538 susu bu sistemde pozitif sonug
vermiglerdir. Test edilen S.epidermidis suslari ile sistemde negatif sonu¢ alinmistir.
DDT ile uyumlu olmayan bu sonuclar, sistemin fazla sayida izolat ve diger
molekiler bir yodntemle birlikte degerlendirilmesi gerektigini  gostermistir.
Arastiricilar testin kullaniminin son derece kolay olmasi, kitlerin oda sicakliginda
saklanabilmesini avantaj olarak belirtmisler. Ancak maliyeti yiksek olan bu testin,
Klinik kullaniminin  deg@erlendirilebilmesi amaciyla, Ulkemizde c¢ok merkezli
calismalarin yapilmasi gerektigini belirtmisler.

Van Hal ve ark. (80) Cesitli ¢rneklerde (nazalkoltuk alti,kasik) IDI MRSA ile
GenoType MRSA’nin performanslarini kiyaslayan calismalarinda; 1IDI MRSA’nin
nazal swablarla alinan 6rneklerde duyarlihgi % 90, diger érnekler icin ( koltuk alti ve
kasik ) % 80 iken, GenoType MRSA’da ise bolgeden bagimsiz olarak ( nazal, koltuk
alti , kasik ) % 69 olarak bulunmustur. Ozgiilliik ise IDI MRSA igin % 94, GenoType
MRSA icin % 96 olup, ayni calismada MRSA ID, MRSASelect ve CHROMAgar
MRSA besiyerleri de kullanilmistir. Bu besiyerleri i¢in nazal suriinti 6rneklerinde
duyarlilik sirastyla % 72, % 68, % 75; 6zgullik ise swap gesidine bagli olmaksizin %
95, % 98 ve % 99 olarak bulunmustur. Arastiricilar nazal swablarin MRSA tesbitini
kasik ve koltuk alti swablarindan daha yiksek oranda belirledigi sonucuna
varmislardir.

Tenover sunumunda (81) BD Geneohm ve GeneXpertMRSA testlerinin
karsilastirildigi bir calismada duyarlilik ve 6zguligu BD GeneOhm igin %97.1,
%89.2, GeneXperticin %98,5, %90.4 olarak belirtmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda

iki test sonuclari arasinda énemli bir fark bulunmadi§ini ileri sirmiislerdir.
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6. SONUC

Bizim calismamizda yogun bakim Unitelerine yatan 90 hasta Orneginin 14’tnde
GeneXpert ile MRSA pozitif bulduk, bu hasta érneklerinin 5’inde Chrom ID agarda
yesil renkli renkli koloniler Gremis olup MRSA pozitif olarak bulundu.
Calismamizda MRSA’nin  tespit edilmesinde fenotipik yontemler genotipik
yontemle Karsilastirildi.  Yaptigimiz calisma sonucunda fenotipik yontemlerle
degerlendirilenmeyen suslarda mecA gen varligini gostermek igin PCR yontemi
yaptimasi uygun goruldd.

Metisilin direncinin belirlenmesindeki hatalar ciddi klinik sorunlara neden olabilir.
Yalanci duyarli sonuclar tedavide yetersizlige ve MRSA suslarinin yayilmasina,
yalanci direncli sonuclar ise glikopeptidlerin asiri kullanimi ve gereksiz izolasyon
tedbirleri  nedeniyle asir  maliyetle sonuclanmaktadir. Metisiline  direncli
stafilokoklarin bircok antibiyotige direncli olmasi kisa siirede ve dogru olarak tespit
edilmesinin 6nemini artirmaktadir. Bu nedenle stafilokoklarda metisilin direncinin
dogru tanimlanmasi gereklidir. MecA geninin belirlenmesi ise MRS suslarinin ortaya
c¢ikariimasinda en kesin yontemdir.

Otomatize sistem ile metisiline direncli suslarin tespitinde; ¢cok kiglk bir oranda da
olsa mecA geni icermemesi, mecA yoninden yanlis pozitif sonuclar elde
edilebilecegini, ancak farkli direng mekanizmalarinin bu duruma neden olabilecegi
gorildu. Stafilokoklarda heterojen direncli suslar nedeniyle metisilin direncinin
fenotipik yontemlerle gosterilmesi sik olmasa da yanlisliklara neden olmaktadir. Bu
sorunun Ozellikle KNS’lerde, S. aureus’a gore daha da belirgin oldugu
gorilmektedir. Fenotipik yontemlerin cevre sartlarindan ¢ok etkilendigi gdz onlinde
tutulmali ve Onerilen standartlar disinda uygulamalardan kaginiimalidir.

Tedaviye Kklinik yanitin olmadigi olgularda ya da direnc sonuglarinin ¢ikmasi igin 24-
48 saat bekleyemeyecek hastalar gibi secilmis olgularda molekiler yoéntemlerin

kullanilmasi daha hizli ve dogru bir tercih olabilir.
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