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OZET

Mirza H.C., Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde 2001-
2011 yillan arasinda cocuk hasta grubundan izole edilen metisiline
direncgli Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinda vankomisine orta
diizeyde duyarh S.aureus (VISA) ve heterojen VISA (hVISA) sikliginin
arastiriimasi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Uzmanlik tezi, Ankara, 2011. Metisiline direngli S.aureus
(MRSA) enfeksiyonlarinin tedavisinde vankomisin ve teikoplanin olmak
uzere  glikopeptid grubu  antibiyotikler  kullaniimaktadir.  MRSA
enfeksiyonlarinin ylksek prevalansi, vankomisinin daha sik kullaniimasina
yol agmis ve bu durum glikopeptidlere azalmis duyarliik gdsteren MRSA
suslarinin ortaya cikmasiyla sonucglanmistir. Vankomisine orta dizeyde
duyarh S.aureus (VISA) ve heterojen VISA (hVISA) suslarinin neden oldugu
bakteriyemi olgulari ile glikopeptidlere duyarli MRSA suslarinin neden
oldugu bakteriyemi olgularinin klinik ozelliklerini karsilagtiran galismalarda
VISA/hVISA enfeksiyonlari vankomisin tedavi basarisizhigiyla ile iligkili
bulunmustur. Vankomisine orta duzeyde duyarli S.aureus izolatlarinin;
Ozellikle de hVISA izolatlarinin saptanmasinda rutinde kullanilan antibiyotik
duyarlilik testleri guvenilir degildir. Su ana kadar g¢ocuk hastalardaki
VISA/hVISA sikliginin arastirildiyi sadece iki ¢alisma saptanmistir. Bu
¢alismada; ¢ocuk hasta grubundan izole edilen MRSA suslari arasindaki
VISA/hVISA prevalansinin, VISA/hVISA izolatlarinin tanimlanmasinda altin
standart olan ‘populasyon analizi profili - egri altinda kalan alan’ (Population
analysis profile - area under the curve; PAP-AUC) ve Etest makrometod
yontemleriyle saptanmasi amaglanmistir. Ayrica MRSA izolatlarinin
vankomisin ve daptomisin MIK (minimum inhibitdr konsantrasyon)
degerlerinin saptanmasi ve vankomisin MiK degerlerinde zaman igerisinde

olasi bir artigin belirlenmesi planlanmistir.

Calismamiza 1 Ocak 2001 ile 1 Kasim 2011 tarihleri arasinda izole
edilen 94 MRSA izolati dahil edilmigtir. Bu izolatlarin vankomisin ve
daptomisin MIK degerleri mikrodiliisyon ve Etest yéntemiyle belirlenmistir.



Izolatlar arasindaki VISA/hVISA prevalansi Etest makrometod ve PAP-AUC

yontemleri kullanilarak saptanmistir.

Calismamiza dahil edilen MRSA izolatlarinin vankomisin MiK
degerlerinde vyillar igerisinde bir artis (MIC creep) saptanmamigtir. Hem
mikrodilisyon hem de standart Etest yodntemiyle izolatlarin tamami
vankomisine duyarli olarak bulunmustur. Vankomisin MiK degeri 2 pg/ml
olan izolatlarin orani ise %29.8 olarak saptanmistir. Hem mikrodilisyon hem

de Etest yontemiyle tum izolatlar daptomisine duyarli olarak bulunmustur.

Calismamiz, cocuk hasta grubunda hVISA prevalansinin, altin
standart olarak kabul edilen PAP-AUC yontemi ile saptandigi ilk calisma
olma 6zelligini tagimaktadir. Bu yontemle g¢alismamizda 20 (%21.3) hVISA
izolati saptanmistir. PAP-AUC yonteminin sonuglari ile Etest makrometod
sonuglari karsilastirilmis ve Etest makrometodun duyarhligi %71.4;

0zgulligu ise %91.4 olarak bulunmustur.

Calismamizda saptanan hVISA izolatlarinin %75’inin vankomisin MiK
degeri 2 pg/ml olarak saptanmistir. Vankomisin MiK degeri 2 pg/ml olan
izolatlarin ise %53.6’s1 hVISA olarak belirlenmigtir. Dolayisiyla vankomisin
MIK degeri 2 pg/ml olarak saptanan MRSA izolatlarinin hVISA olasili§i
acisindan incelenmesinin, klinikte uygulanacak tedavinin yonlendiriimesi

agisindan buyuk katkisi olacagi dusunulmustar.

Anahtar Kelimeler: S.aureus, VISA, hVISA, vankomisin, daptomisin

Destekleyen Kurulus: Hacettepe Universitesi Arastirma Fonu

Proje no: 010D03101003
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ABSTRACT

Mirza H.C., The prevalence of  vancomycin-intermediate
Staphylococcus aureus (VISA) and heterogeneous VISA (hVISA)
among methicillin-resistant strains isolated from children in Hacettepe
University Hospital (2001-2011), Hacettepe University Faculty of
Medicine, Thesis In Medical Microbiology, Ankara, 2011. Glycopeptide
group antibiotics (vancomycin and teicoplanin) are the current mainstay of
therapy for infections caused by methicillin-resistant S.aureus (MRSA).
However, the high prevalence of MRSA infections has led to increased use
of vancomycin and has resulted in the emergence of MRSA with reduced
susceptibility to glycopeptides. Recent studies comparing the clinical
features of bacteremia due to vancomycin-intermediate S.aureus (VISA) /
heterogeneous VISA (hVISA) and fully vancomycin susceptible MRSA
showed that VISA/hVISA infections were associated with vancomycin
treatment failure. The detection of VISA, especially hVISA by routine
susceptibility testing is unreliable. To our knowledge, there are only two
studies which investigated the prevalence of VISA/hVISA among pediatric
group. The aim of our study was to determine the prevalence of VISA/hVISA
among pediatric group by using Etest macromethod and ‘population analysis
profile - area under the curve (PAP-AUC) method which is the gold standard
test for the identification of VISA/hVISA isolates. We also evaluated the
vancomycin and daptomycin minimum inhibitory concentration (MIC) values
of MRSA and investigated a probable increase in vancomycin MIC values of
MRSA over time.

Ninety four MRSA isolates recovered between January 2001 and
November 2011 were included in this study. The vancomycin and
daptomycin MIC values of these isolates were detected by broth
microdilution and Etest method. The prevalence of VISA/hVISA was
determined by PAP-AUC and Etest macromethod.

Vancomycin MIC creep was not detected among the MRSA isolates.

All of the isolates were found as susceptible to vancomycin by microdilution



Vii

and standard Etest method. The percentage of isolates which had
vancomycin MIC of 2 yg/ml was 29.8%. All isolates were susceptible to

daptomycin by both of microdilution and standard Etest methods.

To our knowledge this is the first study investigating the prevalence of
VISA/hVISA isolates by PAP-AUC method among pediatric group. By this
method 20 hVISA isolates (21.3%) were detected. For detection of hVISA
isolates, Etest macromethod was also used and results were compared to
PAP-AUC method. Etest macromethod yielded sensitivity of 71.4% and
specificity of 91.4%.

In our study 75% of hVISA isolates had a vancomycin MIC of 2 ug/ml.
Among hVISA isolates, the percentage of isolates with MIC 2 ug/ml was
53.6%. Therefore, the isolates which have vancomycin MIC of 2 ug/ml must
be investigated for the presence of hVISA isolates which could lead

implemention of more effective therapeutic options in clinical settings.

Keywords: S.aureus, VISA, hVISA, vancomycin, daptomycin
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1. GIRIS

ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanan stafilokoklarin,
gunumuzde bir¢cok enfeksiyonun etkeni oldugu bilinmektedir. Sahip olduklari
onemli virllans faktorleriyle deri ve yumusak doku enfeksiyonlarindan besin
zehirlenmelerine kadar ¢ok c¢esitli klinik tablolara neden olabilmektedirler (1).
Staphylococcus aureus, stafilokoklar igerisinde en 6nemli patojen olarak
dikkati gekmektedir (2).

Penisilin G’nin 1940’ yillarin basinda kullanima girmesi, stafilokokal
enfeksiyonlarin tedavisi i¢in gecici bir ¢dzim olmussa da, ¢ok kisa bir zaman
icerisinde beta-laktamaz Ureten S.aureus izolatlari ortaya ¢ikmis ve yeni bir
antibiyotik ihtiyaci guindeme gelmistir (3). Penisilinazlara direngli bir penisilin
olan metisilinin kesfi, direng sorununu kisa bir slre erteleyebilmis, 1961

yilinda metisiline direncli S.aureus (MRSA) izolatlari ortaya ¢ikmistir (4).

Glikopeptid grubu bir antibiyotik olan vankomisin, MRSA
enfeksiyonlarinin tedavisinde uzun yillar basariyla kullaniimistir. Fakat ilk kez
1996 yilinda Japonya’dan vankomisine orta dlizeyde duyarh S.aureus (VISA)
izolati rapor edilmistir. Bundan bir yil sonra ise yine Japonya’dan ilk heterojen
VISA (hVISA) izolati bildirilmistir (5). GuUnumizde ddnyanin farkh
bolgelerinden ¢ok farkli VISA/hVISA oranlan bildirilmektedir (6-10). Oranlar
arasindaki buyuk farkliliklarin, hVISA izolatlarinin saptanmasinda tim
dinyada kabul géren kolay ve standart bir tarama yonteminin olmamasi

nedeniyle meydana geldigi saniimaktadir.

Bazi c¢alismalarda VISA/hVISA izolatlarinin  neden  oldugu
enfeksiyonlarin, duyarli izolatlardan kaynaklanan enfeksiyonlara kiyasla daha
yuksek oranda bakteriyemi ile seyrettigi ve hastanede kalig suresini uzattigi

vurgulanmaktadir (11, 12).

S.aureus izolatlari arasinda VISA/hVISA prevalansinin arastinidigi
caligmalar incelendiginde, bu ¢alismalarin tamamina yakininda erigkin hasta
grubundan izole edilen suslarin kullanildigi gértilmektedir (13, 14). Cocuk
hasta grubunda ise VISA/hVISA sikliginin arastinldigi sadece iki ¢calismaya
rastlanilmisgtir (15, 16). Bu iki ¢alismada da, hVISA sikliginin saptanmasinda



altin standart olarak kabul edilen ‘populasyon analizi profili - egri altinda
kalan alan’ (Population analysis profile - area under the curve; PAP-AUC)

yontemi kullaniimamistir.

Bu c¢alismanin amaci, Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi
Hastanesi’nde 2001-2011 yillari arasinda gocuk hasta grubundan izole edilen
MRSA suslar arasindaki VISA/hVISA sikhiginin arastirilmasidir. Bu amagla
hVISA izolatlarinin tanimlanmasinda altin standart olarak kabul edilen PAP-
AUC yontemi kullaniimigtir. Heterojen VISA izolatlarinin tanimlanmasinda
Etest makrometod da kullaniimig, bu yodntemin sonuglari PAP-AUC
yonteminin sonuglari ile karsilastirilarak duyarlilik ve 6zgullik degerleri elde
edilmistir. Ayrica bu gcalismada MRSA izolatlarinin vankomisin ve daptomisin
minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) degerleri mikrodiliisyon ve Etest
yontemiyle saptanmis, bu iki yontem arasindaki uyum karsilastirilmis ve
vankomisin MIK degerlerinde yillar igerisinde bir artisin (MIC creep) olup

olmadigi aragtiriimigtir.



2. GENEL BILGILER

Stafilokoklar ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanmis,
1880 yilinda Pasteur tarafindan sivi besiyerinde uretilmigtir. Alexander
Ogston 1881’de stafilokoklarin fare ve kobaylar icin patojen oldugunu
vurgulamigtir  (1). GUnUmuzde stafilokoklarin, insanlardaki bakteriyel

enfeksiyonlarin 6nemli bir kismindan sorumlu oldugu bilinmektedir.

Staphylococcus cinsinde bulunan bu bakteriler hareketsiz, sporsuz ve
katalaz pozitiftirler. Mikroskobik olarak incelendiklerinde duzensiz Uzim
salkimi benzeri kiimeler olusturmakla birlikte daha az siklikla tek ve gift,
tetratlar ve kisa zincirler (3 veya 4 hucreli) seklinde gorulebilen gram pozitif
koklardir. Staphylococcus saccharolyticus ve baslangicta anaerobik Greyen
fakat pasajlarla birlikte aerotoleran hale gelen S.aureus subsp. anaerobius
disinda fakdultatif anaeropturlar (17). Kanli agarda 18-24 saatte yuvarlak,
duzgun, 1-4 mm capinda konveks koloniler olustururlar. Sicaklik ve g¢evre
kosullarinda meydana gelen degisikliklere dayanikli bakterilerdir. Kuruluga
direnclidirler. Genellikle 60°C’de bir saatte aktivitelerini kaybederler. Yiksek

tuz konsantrasyonlarinda (%10-15) Ureyebilme 6zelligine sahiptirler (1).

Taksonomik siniflamaya bakildiginda Staphylococcus cinsinin,
Bacillales takimina bagli olan Staphylococcaceae ailesi igerisinde yer aldigi
goOrulmektedir (Tablo 2.1) (18). GUnumuzde bu cinsin 45 tur icerdigi
bilinmektedir (19).

Tablo 2.1. Staphylococcus cinsinin taksonomik siniflamadaki yeri

Alem: Bakteriler
Sube: Firmicutes
Sinif: Bacilli

Takim: Bacillales

Familya: ||Staphylococcaceae

Cins: "Staphylococcus"
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Staphylococcus aureus, Staphylococcus cinsi iginde yer alan en
dnemli patojendir (2). insanlarda ¢ok cesitli enfeksiyonlara yol agabilmektedir.
Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari (folikdlit, fronkll, karbonkdl, impetigo,
selltlit, nekrotizan fasiit vs.), pndmoni, menenijit, osteomiyelit, endokardit ve
bakteriyemi bunlardan bazilaridir. Sahip oldugu cesitli toksinler yoluyla besin
zehirlenmesi, haglanmis deri sendromu, toksik sok sendromu gibi ciddi klinik
tablolara da neden olmaktadir (20). S.aureus’un sahip oldugu virtlans
faktorleri Tablo 2.2°’de 6zetlenmigtir (21).

S.aureus, ¢ogu stafilokok turinde bulunmayan koagilaz enzimine
sahiptir. Bu enzimin varliginin arastiriimasina yonelik bir test olan koagulaz
testi S.aureus’'un diger stafilokok turlerinden ayirt edilmesini saglar.
Dolayisiyla stafilokok turlerinin birbirinden ayrilmasinda ilk basamakta
uygulanan test koagulaz testidir. S.aureus disindaki bazi stafilokok tirleri de
bu test ile pozitif sonu¢c verebilmektedir (S. lugdunensis, S.schleiferi,
S.intermedius, S.delphini, S.lutrae, S.hyicus). Bunlardan S.lugdunensis,
insanlarda toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olabilmekle
birlikte, diger turler daha ¢ok hayvanlarda enfeksiyon olusturmakta ve

insanlardan nadiren izole edilmektedirler (2).

Tablo 2.2. S.aureus’ un virtlans faktorleri

Virulans Faktorleri Etkileri
Kapsul Antifagositik etki, adezyon
Protein A lgG molekulunun Fc kismina baglanma
Sitotoksinler Farkl hticreler tzerine sitolitik etki
Eksfoliatif toksin Hucreler arasi baglarin kinlmasi
Enterotoksinler Besin zehirlenmesi
TSS5T-1 Super antijen
Koagulaz Fibrinojenin fibrine ¢evrilmesi
Katalaz Hidrojen peroksitin parcalanmasi
Hyaluronidaz Hyaluronik asitin par¢calanmasi
Fibrinolizin Olusan pihtinin parcalanmasi
Lipaz Lipitlerin pargalanmasi
Nukleaz MNikleik asitlerin parcalanmasi
Beta-laktamaz Beta-laktam antibiyotiklerin hidrolizi




S.aureus’a bagl gelisen dlumcul enfeksiyonlar, 1941 yilinda Penisilin
G’nin kullanima girmesinden sonra belirgin bir azalma gdstermistir. Ancak
bundan ¢ok kisa bir sure sonra penisiline diren¢ gosteren S.aureus izolatlari
ortaya cikmistir. Bunu takip eden 20 vyil igerisinde S.aureus izolatlarinin
yaklasik %80’i penisiline direngli hale gelmistir. Beta-laktamaz enziminin yol
actigi bu direng sorunu, 1959 yilinda beta-laktamaz enzimine dayanikli
semisentetik bir penisilin olan metisilinin klinikte kullaniminin baslamasiyla
asilmistir. Ancak, S.aureus enfeksiyonlarinin tedavisinde bu antibiyotigin
kullaniminin baglamasindan sadece iki yil sonra, 1961 yilinda ik MRSA

izolati tanimlanmistir (3, 22, 23).

Metisiline duyarli S.aureus (MSSA)’larda, bes adet penisilin baglayan
protein (PBP) bulunurken, MRSA’larda bunlara ek olarak PBP 2’ veya PBP
2a olarak adlandirilan 78 kDa agirlikta olan farkli bir PBP sentezlenmektedir
(5, 24, 25). PBP 2a'y1 kodlayan gen, 2.1 kb blUyukliginde olan ve mecA
olarak adlandirilan bir gen olup, stafilokokal kaset kromozomu
(Staphylococcal Casette Chromosome mec; SCCmec) adi verilen bir direng
adasi Uzerinde bulunmaktadir (5). Tim MRSA’lar mecA genine sahipken
metisiline duyarli suglarda bu gen bulunmamaktadir. PBP 2a, diger
PBP’lerden farkli olarak beta-laktam yapisindaki antibiyotiklere kargi dusuk
afinite gostermektedir. Dolayisiyla PBP 2a, beta-laktam grubu antibiyotiklerin
varliginda, yuksek afiniteli PBP’lerin fonksiyonunu gorerek peptidoglikan
sentezini surdlUrebilme yetenegine sahip olan tek transpeptidazdir (26, 27).
Beta-laktam grubu antibiyotikler, hlicre duvarinda yer alan PBP’lere
baglanarak peptidoglikan sentezini engellemektedir. Metisiline direngli
S.aureus’larda ise bu antibiyotikler PBP 2a’ya baglanamamakta ve bunun
sonucunda peptidoglikan sentezi devam etmektedir (5,24).

GUnumuzde S.aureus izolatlarinda metisilin direnci tim dunyada
yaygin olarak gortulmekte olup, prevalansi Ulkeler arasinda oldukga farkllik
gOstermektedir. Kuzey Avrupa Ulkelerinde MRSA prevalansi %1’in altinda
iken, giney Avrupa ulkelerinde, Amerika’da ve bazi Asya ulkelerinde bu oran
%50’leri asmis durumdadir (4, 23, 28). GuUnumuzde, sadece hastane
kaynakh MRSA enfeksiyonlarinin degil ayni zamanda toplum kaynakli MRSA



(TK-MRSA) enfeksiyonlarinin gortulme sikliginda da onemli bir artis dikkati
cekmektedir (4, 24).

Metisiline direngli S.aureus enfeksiyonlarinin tedavisinde en sik
kullanilan ilaglar glikopeptid grubu antibiyotiklerdir. Glikopeptid grubu bir
antibiyotik olan vankomisin 1950’li yillarin baglarinda kesfedilmistir. Edmund
Kornfeld bir ¢camur o6rneginden Amycolatopsis orientalis (eski adlariyla
Streptomyces orientalis, Nocardia orientalis) adli bir mikroorganizma izole
etmis ve bu mikroorganizmanin vankomisinin kaynagi oldugu belirlenmistir
(13, 29, 30). Sadece gram pozitif bakterilere karsi etkinligi bulunan
vankomisin, 1958 yilinda klinik kullanima girmis ve yillar boyunca bu ilaca

karg! diren¢ saptanmamistir.

ilk kez 1989 yilinda olmak lizere vankomisine direncli enterokoklar
(VRE) gorulmeye baglanmistir. Bundan yedi yil sonra, 1996 yilinda ilk
vankomisine orta diizeyde duyarli S.aureus (VISA) izolati bildirilmigtir. 2002
yilindan itibaren de vankomisine direngli S.aureus (VRSA) izolatlar

go6rilmeye baslamistir (5).

Vankomisin, bakteride hucre duvar sentezini inhibe ederek etki
gOstermektedir. Bu ilag, sentezlenmekte olan hlicre duvarinin bir komponenti
olan peptidoglikanin D-alanil-D-alanin ucuna baglanarak transpeptidasyon

basamagini inhibe etmektedir (13).

ilk kez 1996 yilinda Japonya’dan Hiramatsu ve ark., vankomisine
azalmis duyarlihik gésteren MRSA klinik izolatini tanimlamislardir. Bu izolat 4
yasinda pulmoner atrezi nedeniyle cerrahi operasyona maruz kalan bir
cocuktan elde edilmigtir. Cerrahi operasyondan 2 hafta sonra insizyon
bdlgesindeki purualan akintidan MRSA izole edilmis ve vankomisin tedavisine
ragmen yanit alinamamistir. Mu50 olarak adlandirilan bu izolatin vankomisin
MiK (Minimum inhibitér Konsantrasyon) degeri, mikrodiliisyon yéntemi ile 8
pug/ml olarak saptanmistir (31). Bu olguyu takiben Amerika’dan (Michigan ve
New Jersey) iki olgu ve Fransa’dan bir olgu olmak Uzere vankomisine

azalmis duyarhlik gosteren diger S.aureus izolatlari da bildirilmigtir.



Vankomisin MiK degerleri 8 ug/ml olarak saptandidi icin bu izolatlar, Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) kriterlerine gére vankomisine orta
duzeyde duyarh S.aureus (Vancomycin-intermediate S.aureus; VISA) olarak
tanimlanmistir (32, 33). Butin bu olgularda saptanan ortak ozellik, direng
gelisiminden 6 ay onceki donem icinde birgok kez ve uzun sureli olmak Uzere
vankomisin veya teikoplanin tedavisinin uygulanmis olmasidir. Farkh
duyarliik paternleri gosteren bu izolatlarin, tedavide birgok kez vankomisin
kullanilmasi sonucunda ya da bagka bir ifadeyle vankomisine defalarca
maruz kalma neticesinde ortaya c¢iktigi tezi ortaya atilmistir (34). 1996
yihindan sonra Avrupa, Amerika ve Asya ulkelerinden olmak Uzere
vankomisin MiK degerleri 8-16 ug/ml arasinda degisen diger VISA izolatlari
da bildiriimeye baslanmigtir (28, 35, 36).

Vankomisine orta dizeyde duyarli S.aureus’larin ortaya ¢ikmasindan
cok kisa bir sure sonra 1997 yilinda Hiramatsu ve ark., “heterojen VISA”
(hVISA) olarak adlandirilan yeni bir vankomisin direng tipi tanimlamislardir (6,
37). Clinical and Laboratory Standards Institute kriterlerine gére vankomisine
duyarl bulunan (MiK<2); fakat en az 10> -10%da bir siklikta olmak lizere MiK
degeri >2 pg/ml olan bir subpopullasyon iceren suslar hVISA olarak
tanimlanmaktadir. Mu 3 olarak adlandirilan ilk hVISA izolati, 64 yasinda
pndémoni tanisi almis ve vankomisin tedavisine yanit vermeyen bir hastadan
izole edilmistir. Bugune kadar farkh Ulkelerden ve degisik oranlarda olmak
uzere hVISA izolatlarn bildiriimistir (6-10). Vankomisine heterojen direng
gosteren bu izolatlarin VISA o6nculi oldugu saniimaktadir. Bu izolatlarin
vankomisin antibiyotigine maruziyetinin devami durumunda, direng gosteren
subpopulasyonun secilerek VISA izolatina dénisimunin gerceklesebilecegi

dusunulmekedir (38).

Hem VISA hem de hVISA izolatlarinin, kiltirde Uretildiklerinde farkh
morfolojilere sahip koloniler olugturabildikleri bilinmektedir. Bu izolatlarin

bayukll kiguklG ve farkl renkte olabilen kolonileri $Sekil 2.1’de gosterilmistir.



Sekil 2.1. VISA/hVISA izolatlarinda saptanan koloni morfolojileri A) Buyuklu
kUgukla Greme B) Farkli renkte koloniler (13 numarali referanstan

alinmigtir)

Vankomisin direncinde goérulen bu gelismeleri takiben ilk kez 2002
yiinda Michigan’da olmak Uzere vankomisine direngli S.aureus (VRSA)
izolati tanimlanmistir. Buguine kadar, VRSA enfeksiyonunun goérildigu 9Q’u
Amerika Birlesik Devletleri’nden (ABD), 1’i Hindistan’dan ve 1'i de iran’dan
olmak uUzere toplam 11 olgu tanimlanmis olmakla birlikte, bu direng
fenotipinin epidemiyolojik 6nemi hentiz aydinhga kavusmamistir (13, 39).

Vankomisine direng gosteren suglarin buyuk bir kismi, ayni zamanda
teikoplanine de direng gdstermektedir. Teikoplanin de, etki mekanizmasi
vankomisine benzeyen ve vankomisinle ayni grupta bulunan ‘glikopeptid
grubu’ bir antibiyotiktir. Bu ylzden bazi kaynaklarda VISA vyerine
glikopeptidlere orta duzeyde duyarlh S.aureus (GISA) ve hVISA yerine
heterojen GISA (hGISA) terimleri de kullaniimaktadir. Bununla birlikte
gunuimuzde VISA/hVISA terimleri daha ¢ok kabul gbéren ve daha sik

kullanilan terimlerdir.
2.1. S.aureus’ta Goriulen Vankomisine Diren¢ Mekanizmalari

VRSA : Vankomisinin hicredeki hedefi D-alanil-D-alanindir. VRSA
izolatlarinda gorulen direng, vanA gen varligina baghdir. Bu genin

vankomisine direngli enterokoklardan Tn1546 transpozonu ile S.aureus



izolatlarina aktarildigi dusunulmektedir. vanA gen varliginda peptidoglikan
tabakasinda yer alan D-Alanil-D-Alanin  yerine  D-Alanil-D-Laktat
sentezlenmektedir. Bunun sonucunda vankomisin hedef molekiline

baglanamamakta ve direng ortaya ¢gikmaktadir (14).

VISA/hVISA : Vankomisine orta dlizeyde duyarli S.aureus ve hVISA
izolatlarinda goérulen vankomisin direng mekanizmasi ise VRSA izolatlarinda
gorulen diren¢g mekanizmasindan farklilik gostermektedir. Bu izolatlarda vanA
geni saptanmamistir. Bugun igin VISA/hVISA izolatlarinda vankomisin
direncinden sorumlu olan mekanizma tam olarak agiklik kazanmamakla
birlikte, olasi direng mekanizmalarini ‘vankomisin tiketiminde artis’ ve

‘ttkanma (clogging)’ seklinde 6zetlemek mUmkandur.
2.1.1. Vankomisin tiketiminde artis

Vankomisine orta dlzeyde duyarli S.aureus ve hVISA izolatlarinda
hdcre duvarinin, vankomisine duyarli S.aureus izolatlarina (VSSA) kiyasla
daha kalin oldugu birgok calismada gosterilmistir (40-42). Duvar
kalinhgindaki artisin, bu suslardaki artmig peptidoglikan sentezinin bir sonucu
oldugu disunulmektedir. Vankomisine duyarl bir S.aureus’un hiicre duvari
20 kat peptidoglikan tabakasindan olusurken, Mu50 susunda bu tabakanin
30-40 kat oldugu belirtiimektedir (43). Ayrica bu izolatlarda hicre duvarinda
yer alan peptidoglikan zincirleri arasindaki ¢apraz baglarin miktarinda da
azalma vardir. Capraz baglarin sayisinin daha az olmasi nedeniyle serbest
D-Alanil-D-Alanin miktari daha fazladir (44, 45). Vankomisin, sentezi
tamamlanmis olan peptidoglikan tabakasindaki bu serbest D-Alanil-D-Alanin
rezidUlerine baglanarak asil hedefine ulasamamaktadir. Vankomisinin asil
hedefi hicre duvarinin dis kisimlarinda bulunan serbest D-Alanil-D-Alanin
reziduleri degil; hucre membranina yakin yerlesim goOsteren oncul
peptidoglikan zincirlerinde bulunan D-Alanil-D-Alanin molekulleridir. Bunun
bir sonucu olarak, bu suslarda vankomisin asil hedefine ulasamadan dig
katmanlarda buyuk miktarlarda kullanilarak tuketiimektedir (46, 47). Bu
suglarin hucre duvarindaki c¢apraz bag miktarinin azalmasinin nedenini

sorgulayan bir¢ok arastirma bulunmaktadir (44, 47, 48). Bu cgaligmalarda
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vurgulanan ortak gorus, ¢capraz bag olusumundan sorumlu enzimler olan
transpeptidazlarin substratlarinda meydana gelen degisikliklerin bu sonuca
yol actigi  yonundedir. Normalde transpeptidazlarin  baglandigi
muropeptidlerde bulunmasi gereken aminoasitlerden birisi glutamindir. Oysa
bu suglarin hucre duvarinda yuksek miktarda, amid grubundan yoksun olan
muropeptidlerin oldugu gosterilmigtir. Yani bu suslar, glutamin yerine
glutamat bulunduran muropeptidleri hucre duvarlarinda barindirmaktadir.
Glutamat iceren muropeptidler de (amid grubundan yoksun muropeptidler)
transpeptidaz enzimleri i¢cin uygun bir substrat olma 6zelligi tagimamaktadir.
Dolayisiyla transpeptidazlar, bu muropeptidlere etkin bir sekilde
baglanamamakta ve yeterli miktarda ¢apraz bag olusturamamaktadirlar (47,
48). Amid grubundan yoksun muropeptidlerin bir baska 6zelligi ise, normal
muropeptidlere kiyasla daha ylksek vankomisin baglama afinitesine sahip
olmalaridir (44, 47). Ozetlenecek olursa vankomisine direng gosteren suslar,
muropeptidlerde meydana gelen degisiklikler sonucunda yiksek miktarda
vankomisin molekulini hudcre duvarlarinda yakalayip hapsetmektedirler
(Affinity trapping/sponge effect). Boylece hem transpeptidasyon basamagini
inhibe ederek serbest D-Alanil-D-Alanin miktarini artirmakta hem de
muropeptidlerin  vankomisin baglama afinitesini artirarak daha ¢ok
vankomisin molekudlinin tuketimine neden olmaktadirlar. Sonu¢ olarak
vankomisin molekullerinin yanlhis hedeflere baglanmasina yol acarak bu
antibiyotigin etkisini zayiflatmaktadirlar. Bir baska deyisle, vankomisinin etki

gOstermeden buyuk miktarlarda tuketimine neden olmaktadirlar.

Vankomisine duyarli S.aureus, hVISA ve VISA suslarinin duvar
kalinhklarinin  gegirimli  elektron mikroskopu (Transmission electron
microscope; TEM) ile ol¢ulmesi sonucunda elde edilen goruntuler Sekil
2.2’de goOsterilmigtir. Hicre duvan kalinhklart VISA>hVISA>VSSA olarak
saptanmis ve duvar kalinliklari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (41).
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S.aureus ATCC 29213 hVISA VISA

24.05 £ 5.6 nm 50.01 7.2 nm 63.01 £9.8 nm

Sekil 2.2. S.aureus ATCC 29213 (VSSA), hVISA ve VISA suglarinin TEM ile
alinan goruntileri [Her bir sus igin duvar kalinliklari nanometre
cinsinden belirtiimistir (60.000 x) (nm : nanometre)]

2.1.2. Tikanma (clogging)

Vankomisin blyuk bir molekaldir (Sekil 2.3) (49). Molekller agirhgi
1449.2536 g/mol olup, bu deger bircok antibiyotie kiyasla ylksek bir
degerdir (Tablo 2.3) (50). Sentezi tamamlanmis olan peptidoglikan
tabakalarindaki tuzak molekuller tarafindan blyuk miktarda tutulan
vankomisin molekilleri, diger vankomisin molekillerinin dnlinde fiziksel bir
engel olusturmaktadir. Dolayisiyla vankomisin molekdilleri, olusan bu fiziksel
bariyeri gecip asil hedeflerine ulasamamaktadir (51). Baska bir deyisle,
vankomisin molekullerinin hedefe ulasmalari, yine vankomisin molekulleri
tarafindan engellenmektedir. Sekil 2.4te tikanma (clogging) teorisini

aciklayan bir resim gosterilmigtir.
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Sekil 2.3. Vankomisinin molekuler yapisi
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Tablo 2.3. Farkli antibiyotiklerin molekul agirliklari (Her antibiyotik sinifindan

birer érnek segilmistir)

Antibiyotik Molekiil agirhgi (g/mol)
Kinopristin/dalfopristin 1713
Daptomisin 1620.7
Vankomisin 1449.3
Kolistin 1155.4
Eritromisin 733.9
Amikasin 585.6
Seftriakson 554.6
Trimetoprim-Sulfametoksazol | 543.6
Tetrasiklin 444 .4
Aztreonam 435.4
Klindamisin 424.9
Ampisilin 349.4
Linezolid 337.3
Siprofloksasin 331.3
Kloramfenikol 323.1
imipenem 299.3

VSSA ﬂ

7’30

Hucre Duvar sentezinin

duvari ”’ inhibisyonu...
mmmull"' (L ""uuum

Hucre f |||l

membrani |

VISA - hVISA

8 8o : i g, %
o g s } IIIIl""""llun
‘|"|||I|| I

M~ D-Ala-D-Ala ucuna sahip hicre duvari énculu

0 Glikopeptid molekal

Capraz bag olusumu g6zlenmeyen peptidoglikan tabakasindaki D-Ala-D-Ala ucu

o Duvar sentezinin
c devami...

Capraz bag olusumu go6zlenen peptidoglikan tabakasindaki D-Ala ucu

Sekil 2.4. Tikanma (clogging) teorisi (50. referanstan uyarlanmigtir)
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Ozetlenecek olursa, vankomisin molekdllerinin kendisinin yol agtii
tikanma (clogging) ve VISA/hVISA suslarinin tipik ozelligi olan kalinlagmis
hicre duvari; vankomisinin sitoplazmik membrana ulasmasini, adeta birbirini
tamamlayan bir mekanizma ile engellemektedir. Tikanma nedeniyle
vankomisin molekulleri ilerleyememekte, bu sirada hlcre duvar sentezi
devam ederek kalinlagsmay! bir miktar daha artirmaktadir. Bu artis da
vankomisin molekullerinin sitoplazmik zara ulasmasini bir sltre daha
ertelemektedir. Bunun bir sonucu olarak, bu izolatlar zaman kazanmakta ve
belki de yeni bir hiicre bolunmesini gergeklestirmeye firsat bulabilmektedirler.
Bunun sonucunda da vankomisinin bakterisidal etkisinden kurtulmaktadirlar
(51).

Sieradzki ve ark.larinin (53) 1999 yilinda yaptiklari calisma da,
yukarida agiklanmis olan olasi direng mekanizmalarini destekler niteliktedir.
Bu calismada 79 yasinda, hipertansiyona bagli son donem bobrek hastaligi
bulunan bir hastadan, éliminden 6nceki 4 ay icerisinde U¢ kere MRSA izole
edilmigtir. Bunlardan ilk ikisi sirasiyla kan ve kateterden izole edilmis ve
vankomisine duyarli bulunmustur. Son izolat ise kandan izole edilmis ve bu
izolatta vankomisin direnci goézlenmistir. Hastanin uzun slreli vankomisin
tedavisine maruz kaldidi belirtiimektedir. Bu Ug¢ izolatin genetik yakinhgini
arastirmak amaciyla Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) yontemi
uygulanmig ve tim izolatlar genetik olarak benzer bulunmustur. Ayrica son
izolat, vankomisin iceren besiyerinde Uuretilmis ve zamanla besiyerinde
bulunan vankomisinin tamamen tlukendigi saptanmistir. Bu besiyerinde
uretilen S.aureus’ larin hicre duvarlar saf bir sekilde elde edildikten sonra
High — Performance Liquid Chromatography (HPLC) yontemi uygulanmis ve
susun uretildigi besiyerinde zamanla kaybolan vankomisin, bakterilerin

saflagtirilan hicre duvarindan elde edilmistir (53).

2.2. Direng Sinir Degerleri ve Tanimlar

2006 yil 6ncesinde S.aureus igin vankomisin direng sinir degerleri, < 4
pMg/ml duyarli, 8-16 pg/ml orta duyarli ve = 32 ug/ml direngli olarak

belirlenmistir. 2006 yilinda ise CLSI vankomisin tedavisinin uygulandigi
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S.aureus enfeksiyonlariyla ilgili klinik ¢galismalarin sonugclarini degerlendirmis
ve bu direng sinir degerlerini degistirmistir. Sonug olarak gliinimuzde VISA
izolatlari icin CLSI tarafindan belirlenmis olan vankomisin igin diren¢ sinir
degeri, < 4 ug/ml degerinden < 2 ug/ml degerine degistirilmistir. Yeni direng
sinir deg@erlerine gére, MIK degeri < 2 ug/ml olan izolatlar duyarli, 4-8 pg/ml
olan izolatlar VISA ve > 16 ug/ml olanlar ise VRSA olarak kabul edilmektedir
(54). Dolayisiyla daha énceden hVISA olarak tanimlanmis olan izolatlardan

bazilar yeni belirlenmig olan degerlere gore VISA olarak kabul edilmektedir.

Yukarida belirtildigi gibi VSSA, VISA ve VRSA tanimlari; belirlenmis
diren¢ sinir degerleri cergcevesinde yapilabilirken, hVISA icin belirlenmis
herhangi bir direng sinir degeri bulunmamaktadir. CLSI kriterlerine gore
vankomisine duyarli bulunan ancak en az 10°-10%da bir siklikta olmak lizere,
MIK degeri >2 pg/ml olan bir subpopiilasyon igeren suslar hVISA olarak
tanimlanirlar. Dolayisiyla bir S.aureus sugunun CLSI tarafindan onerilen
yontemlerle vankomisine duyarli bulunmasi, o susun hVISA olmadigini
ekarte ettirmemektedir. Clinical and Laboratory Standards Institute tarafindan
Onerilen sivi mikrodilusyon yonteminde, mikroplaktaki her bir ¢ukurcuga
5x10% colony forming unit (cfu) iceren bakteri siispansiyonu eklenmektedir.
Kullanilan bu bakteri miktari ile, en az 10°-109da bir siklikta direng gdsteren
subpopiilasyonun yakalanma olasiligi dusiktir. Vankomisin MiK degerinin
saptanmasi amaciyla kullanilan standart ydntemlerle hVISA suslarinin

yakalanamamasinin bir nedeni budur.

Heterojen VISA suslarinin taranmasinda tim dinyada kabul goren,
standart bir yontem bulunmamaktadir (13, 45). Bugune kadar hVISA
izolatlarinin  tanimlanmasinda birgok ydontem denenmistir.  Direngli
populasyonu secmek amaciyla farkli konsantrasyonlarda vankomisin veya
teikoplanin igeren besiyerlerinin kullanildigi tarama yontemleri bulunmaktadir.
Bugune kadar kullaniimig olan tarama yodntemleri; besiyerinin icerdigi
antibiyotik tard (vankomisin, teikoplanin), konsantrasyonu (2, 3, 4, 5 veya 6
pg/ml), inokulim yogunlugu (0.5, 2 McFarland), inokulim hacmi (10, 50, 100,
200 ul) ve kullanilan besiyeri (Brain Heart Infusion Agar (BHIA), Mueller

Hinton Agar ) olmak Uzere farklilik géstermektedir (13). Bunun bir sonucu
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olarak da bu yontemlerin hVISA saptamadaki duyarliik ve o6zgullukleri
degiskenlik  gostermektedir (55-60). Heterojen VISA izolatlarinin
saptanmasinda kullanilan diger yodntemler arasinda ‘Hiramatsu’nun
populasyon analizi’ ydontemi, Etest makrometod ve ‘populasyon analizi profili -
egri altinda kalan alan’ (Population analysis profile - area under the curve;
PAP-AUC) yontemi sayilabilir (13). Bunlardan PAP-AUC yontemi ginimuzde
hVISA izolatlarinin saptanmasinda altin standart olarak kabul edilmektedir.
Bu yontemde test edilmek istenen S.aureus suslarinin sivi besiyerindeki 24
saatlik kudlturlerinden, artan konsantrasyonlarda vankomisin iceren BHIA
besiyerlerine ekimler yapiimaktadir. Otuz yedi derecede 48 saat inkiibasyon
suresini takiben farkh konsantrasyonlarda vankomisin iceren plaklarda Greme
gosteren bakteri kolonileri sayilmaktadir. Bir grafik cizilerek bu grafigin ‘y’
eksenine ureyen koloni sayilarinin logaritmalari; X’ eksenine ise antibiyotik
konsantrasyonlari yazilarak her bir sus icin bir edri elde edilmektedir. Test
edilen her bir sus igin elde edilen egrinin altindaki alan (area under the curve;
AUC), referans hVISA susu olan ‘Mu3’ susu igin elde edilen egri altindaki
alana bdllunerek bir oran elde edilmektedir. Elde edilen sonu¢ < 0.9 ise
VSSA, 0.9-1.3 arasinda ise hVISA, = 13 ise VISA olarak
degerlendiriimektedir (24, 55). En guvenilir yontem olmakla beraber PAP-
AUC rutinde uygulanmasi zor, zaman alici, pahali ve zahmetli bir ydontemdir.
Sekil 2.5’te bazi VSSA, hVISA ve VISA suslarina PAP-AUC yonteminin
uygulanmasi sonucu ortaya ¢ikan grafik; Sekil 2.6’da ise bu suslarin genetik
yakinligini ifade etmek amaciyla uygulanan PFGE sonugclari gértlmektedir
(13, 40).
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Sekil 2.5. PAP-AUC grafigi (i) JKD6008 : ‘UKD6009’ adli VSSA izolatinin elde

Sekil 2.6.

edildigi bir endokardit hastasina 42 gun boyunca vankomisin
tedavisi uygulanmasinin ardindan ayni hastadan izole edilen VISA
izolati. (i) JKD6051 : ‘JKD6052" adli VSSA izolatinin izole edildigi
baska bir endokardit hastasina 32 gun boyunca vankomisin
tedavisi uygulanmasinin ardindan ayni hastadan izole edilen
hVISA izolati (13 numarali referanstan alinmistir).

o
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JKD6009 — JKD6008 ile JKD6052 — JKD6051 suglarina uygulanan
PFGE yonteminin sonuglari (PFGE profillerine bakildiginda
JKD6009’un JKD6008 ile; JKD6052'nin ise JKD6051 ile ayni sus
oldugu belirtiimektedir) (13 numaral referanstan alinmistir)
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Etest makrometod ise, hVISA izolatlarinin saptanmasiyla ilgili yapilan
birgok galismada, diger yontemlerle karsilastiriidiginda PAP-AUC yontemine
daha yakin duyarllik ve 6zgullik degerlerine sahip bir yontemdir (9, 14, 55,
61). Bu yontemde uretici firma onerileri dogrultusunda, test edilecek S.aureus
susunun sivi  besiyerinde 2 McFarland bulanikliginda suspansiyonu
hazirlanmaktadir. iki McFarland bulanikligi; antibiyotik duyarlilik testleri icin
kullanilan standart bulanikliktaki (0.5 McFarland) bakteri slispansiyonundan
daha yogun bir sispansiyondur. Daha yogun bir suspansiyon kullaniimasinin
nedeni, hVISA icindeki direng gdsteren poptlasyonu yakalama olasiliginin
artinimasidir. Bu suspansiyondan 100 pl alinarak BHIA kati besiyeri Uzerine
yayllmakta; 15-20 dk sonra vankomisin ve teikoplanin iceren Etest seritleri
besiyeri Uzerine yerlestiriimektedir. Kirk sekiz saat 35°C’de inklbasyon
sonrasi vankomisin ve teikoplanin i¢in MiK sonuclari degerlendiriimektedir.
Uretici firma &nerileri dogrultusunda, vankomisin ve teikoplanin MiK
degerlerinin = 8 ug/ml olmasi veya sadece teikoplanin MiK degerinin = 12
Mg/ml olmasi durumunda sus hVISA olarak dederlendiriimektedir.

Otomatize sistemler ise hVISA izolatlarinin saptanmasinda basarisiz
kalmaktadir. Bugune kadar hVISA olusumuna neden olabilecek 6zgul bir gen
bdlgesi tanimlanmadidi icin molekuler yontemler de hVISA saptanmasi igin
kullanilamamaktadir (13, 62).

2.3. VISA, hVISA ve VRSA Epidemiyolojisi

Metisiline direngli S.aureus izolatlar igerisinde VISA suslarina halen
ender olarak rastlanmakla birlikte, hVISA suglarinin gérilme sikhigi %0.71 ile
%65 arasinda olmak Uzere oldukga farklilik géstermektedir (6, 9-11, 61, 63-
66). Elde edilen bu farkh oranlarin en énemli nedeni, hVISA suslarinin
taranmasinda degisik yontem/ydntemlerin kullaniimasidir (13).

Buglne kadar tUum dinyadan bildirilen vankomisine direncli S.aureus

(VRSA) izolatlarinin toplam sayisi ise sadece 11 adettir. Dokuzu ABD’den, 1’i
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Hindistan'dan ve 1'i de Iran’dan bildirilen bu izolatlarda gériilen vankomisin
direncinden, VRE’den aktarildigi dusunulen vanA geninin sorumliu oldugu
bilinmektedir. Cok nadir rastlanan bu direng¢ fenotipinin epidemiyolojik dnemi

henuz aydinliga kavugsmamigtir (13, 39).

Bunun yani sira yapilan bazi c¢alismalarda S.aureus izolatlarinin
vankomisin MIK degerlerinde vyillar igerisinde bir artis oldugu saptanmigtir
(67, 69). Vankomisine duyarl bulunmasina ragmen, yiiksek vankomisin MiK
degerine sahip izolatlarla gelisen bakteriyemilerin, diisiik vankomisin MiK
deg@erine sahip izolatlarla gelisenlere oranla ‘tedavi basarisizliyi agisindan’
daha ylksek bir risk tasidigini vurgulayan galismalar da bulunmaktadir (70,
71).

2.4. VISA/hVISA izolasyonu ile Vankomisin Tedavisi Basarisi Arasindaki
iligki
Bugline kadar yapilan calismalarda, hVISA kaynakli enfeksiyonlarda
bakteriyemi, hastanede kalis slresi ve enfeksiyona bagli gelisen
komplikasyon oranlari (endokardit, osteomyelit, kalp yetmezligi) VSSA
kaynakh enfeksiyonlarla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli olacak
sekilde yuksek bulunmustur (11, 12, 72, 73).

Charles ve ark’larinin  (11) yaptigi calismada, hVISA
bakteriyemilerinin vankomisine duyarli MRSA bakteriyemilerine oranla daha
yuksek bakteri yukuyle seyrettigi (p=0.001); bu bakteriyemilerin daha yluksek
oranda vankomisin tedavi basarisizhdiyla sonuc¢landigi  (p<0.001)
gOsterilmistir. Ayni calismada hVISA bakteriyemisi saptanan hastalarda

hastanede kalis suresinin daha uzun oldugu (p=0.006) gdsterilmistir (11).

Maor ve ark.’larinin (72) yaptidi calismada hVISA bakteriyemisi
saptanan hastalarin bakteriyemi sdresi, vankomisine duyarli MRSA
bakteriyemisi saptanan hastalara gore istatistiksel olarak anlamli diuzeyde
yuksek bulunmustur (12 gin vs. 2 gun). Yine bu calismada hVISA

bakteriyemisi saptanan hastalardaki ‘endokardit’ ve ‘osteomyelit’ gibi
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komplikasyonlarin oranlari da vankomisine duyarli MRSA bakteriyemili
hastalara gore istatistiksel olarak anlamli duzeyde yuksek bulunmustur
(endokardit: %18.5 vs. %3.6; osteomyelit: %25.9 vs. %7.2)(72).

2009 yilinda yapilan; 19 hVISA endokarditi ile 46 VSSA endokarditinin
kargilastirnldigi calismada, hVISA endokarditlerinin istatistiksel olarak daha
yuksek oranda persistan bakteriyemiyle seyrettigi gosterilmistir (%68.4 vs.
%37; p=0.029). hVISA endokarditi bulunan hastalardaki kalp yetmezIigi orani
da istatistiksel olarak anlamli dizeyde ylUksek bulunmustur (%47.4 vs.
%19.6; p=0.033)(73).

Fong ve ark.’larinin (12) yaptigi calismada VISA ve hVISA kaynakl
enfeksiyonlarin, VSSA'larin olusturdugu enfeksiyonlara goére istatistiksel
olarak anlamli diuzeyde daha uzun sure bakteriyemiyle seyrettigi (p<0.01) ve
hastanede daha wuzun bir kahg suUresine neden olduklarn (p<0.01)
belirlenmistir. Yine bu calismada kemik, eklem ve protez enfeksiyonlari ile
VISA/hVISA iligkisinin 6nemine dikkat ¢ekilmistir. Mortalite sikliklari arasinda

ise anlamli bir fark bulunmamistir.

Tdm bu veriler, S.aureus’larda vankomisine karsi direng sorununun
yakindan takip edilmesinin ve heterojen direng gosteren izolatlarin
saptanmasina yonelik olarak tum laboratuvarlarda uygulanabilecek standart

bir yontemin gerekliligini vurgulamaktadir.

2.5. Alternatif Antibiyotikler

Heterojen VISA izolatlarinin klinik énemini vurgulayan calismalardan
da anlasilacagi uzere glikopeptid antibiyotiklere karsi direng sorunu giindeme
gelmeye baslamistir. Metisiline direncli S.aureus kaynakl enfeksiyonlarin
tedavisinde vankomisin ve teikoplanine alternatif olabilecek antibakteriyel
ilaglara  ihtiyag  duyuldugu  gorulmektedir.  Daptomisin, linezolid,
kinopristin/dalfopristin gibi yeni antibiyotikler sadece MRSA degil; VRE gibi
tedavisinde zorluklar yasanan birgok gram pozitif bakteri enfeksiyonu igin de

kullanilabilecek antibiyotiklerdir.
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Bunlardan daptomisin yeni bir antibiyotik sinifi olan siklik lipopeptitlerin
ilk UOyesidir (74). Streptomyces roseosporus tarafindan Uretilen bir
fermentasyon UrinlU olan daptomisin 1980’li yillarin basinda kesfedilmistir
(75).

Daptomisin, kalsiyuma baglanarak aktiflesmekte ve hucre
membraniyla etkilesip membranda iyon kanallari olusturmaktadir.
Kanallardan hucre digina potasyum ve diger iyonlarin gikisiyla membranda
ani bir depolarizasyon meydana gelmektedir. Bunu takiben DNA, RNA ve

protein sentezi durmakta ve hicre 6lumu meydana gelmektedir (76, 77).

Daptomisin, gram negatif bakterilerin dis membranini gegememesi
nedeniyle, sadece gram pozitif bakterilere etkili bir antibiyotiktir (78). Food
and Drug Administration (FDA) tarafindan duyarli gram pozitif bakterilerin
neden oldugu komplike deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, S.aureus
bakteriyemileri ve S.aureus’a bagli sag kalp endokarditlerinde kullaniimasi

onaylanmistir (46).

Yapilan calismalarda daptomisinin MRSA izolatlarina karsi yuksek
etkinlik gosterdigi saptanmistir. DUnyanin gesitli bdlgelerinden bildirilen
verilere gore MRSA izolatlarinin %98.8 — 100’0 daptomisine duyarl olarak
bulunmustur (79-81). Son derece nadir olarak saptanan direncin ise
mekanizmasi hentz tam olarak anlagilamamistir (82). Bununla birlikte direng
gOsteren suslarda mprF ve yycFG gibi, bakteri membraninin ylzey yukunu
dizenleyen genlerde mutasyonlar saptanmigtir. Ayrica laboratuvar
kosullarinda elde edilen direncli suslarda RNA polimerazin alt Unitelerini
kodlayan rpoB ve rpoC genlerinde mutasyonlar saptanmistir. Fakat bu

mutasyonlarin saptanamadigi daptomisine direncli suslar da mevcuttur (83).

Bazi ¢calismalarda ise VISA izolatlarinda daptomisin direnci saptanmis
fakat bu izolatlarda mprF geninde mutasyon saptanamamistir. Bu nedenle
vankomisin ve daptomisin direncinin iligkili olabilecegi dusunulmustur.
Vankomisine bagll olarak olusan hucre duvari kalinlagsmasi sonucu
daptomisinin hucreye difUzyonunda azalma olabilecedi fikri dne surtlmuastur
(46).



21

3. GEREG VE YONTEM

3.1. izolatlar

Hacettepe  Universitesi Tip  Faklltesi Cocuk  Mikrobiyoloji
Laboratuvar’'nda dondurularak saklanan MRSA izolatlariyla ilgili en eski
verilerin 2001 senesine ait oldugu saptanmistir. Dolayisiyla 2001 senesinden
gunumuze kadar gesitli klinik orneklerden [kan, kateter, beyin omurilik sivisi
(BOS), bronkoalveolar lavaj (BAL), derin trakeal aspirasyon (DTA), balgam,
puy, idrar] izole edilmis ve -80°C’ de %15 gliserolli BHIA igerisinde
saklanmis olan MRSA izolatlari calismamiza dahil edilmistir. Toplam 94 adet
MRSA izolatina ulagilabilmis, dondurulan suslar ¢ozulerek %5 kanli agara
ekimler gercgeklestiriimistir. Yirmi dort saat 37°C’ de inkiibasyon sonrasinda
kaltarler deg@erlendirilmistir. Tipik S.aureus kolonilerine katalaz ve lamda
koagulaz testi uygulanarak S.aureus olduklari dogrulanmistir. Lamda
koagulaz testiyle negatif sonu¢ veren kolonilere ise tupte koagulaz testi

uygulanmig; bu testin sonucu esas alinmigtir.

3.2. MRSA izolatlarinin Vankomisin ve Daptomisin MiK Degerlerinin

Saptanmasi

Calismamiza dahil edilen MRSA izolatlarinin vankomisin ve daptomisin
MIK degerlerinin saptanmasi amaciyla sivi mikrodiliisyon ve standart Etest

yontemleri kullaniimistir.
3.2.1. Mikrodiliisyon yontemi

Vankomisinin Mueller-Hinton sivi besiyerinde 64 pug/mlP'den 0.125
pMg/ml’ye kadar olmak Uzere ¢ift kat sulandirimlari yapilmigtir. Ardindan her
S.aureus susunun Mueller-Hinton sivi besiyerinde standart inokulimu (0.5
McFarland  yogunlugunda)  hazirlanmistir. Elde edilen bakteri
suspansiyonundan 50 pl alinarak 4950 pl Mueller-Hinton sivi besiyerine
eklenmis, bdylece 50 kez seyreltimesi saglanmistir. Seyreltilen bu bakteri
suspansiyonu, vankomisinin 2 kat artan sulandirimlarini igeren her bir
kuyucuga esit miktarda eklenmigtir. En sondaki 2 kuyucuktan ilkine antibiyotik

eklenmemis ve bu kuyucuk Ureme kontrolu olarak degerlendirilmistir. En
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sondaki kuyucuga ise bakteri suspansiyonu eklenmemis ve bu kuyucuk
besiyerinin sterilizasyon kontroli olarak degerlendiriimigtir. Otuz bes
derecede 24 saat inkubasyondan sonra kuyucuklar, bakteri Uremesini
gOsteren bulaniklik yonunden incelenmigtir. Gozle gorundr bir bulanikligin
olmadigi en dislk ilag konsantrasyonu vankomisin MIK degeri olarak
belirlenmistir. CLSI énerileri dogrultusunda vankomisin MiK degeri < 2 pg/ml
olan izolatlar duyarli, 4-8 ug/ml olanlar orta duyarl (VISA) ve = 16 ug/ml
olanlar direngli kabul edilmigtir (54).

Daptomisin  MIK  degerlerinin  sivi  mikrodillisyon  ydntemiyle
degerlendiriimesi icin, CLSI O&nerileri dogrultusunda Mueller-Hinton sivi
besiyerine, son konsantrasyonu 50 mg/L olacak sekilde kalsiyum eklenmistir
(54). Daptomisin antibiyotiginin kalsiyum eklenmis Mueller-Hinton sivi
besiyerinde 8 pg/mlPden 0.015 pg/ml'ye kadar olmak Uzere cift kat
sulandirimlart yapilmigtir. Ardindan her S.aureus susunun yine kalsiyum
eklenmis Mueller-Hinton besiyerinde standart inokulimi (0.5 McFarland
yogunlugunda) hazirlanmigtir. Bundan 50 pl alinarak 4950 ul hacimdeki ayni
besiyerine eklenmig, boylece bakteri sispansiyonunun 50 kez seyreltiimesi
saglanmistir. Seyreltilen bu bakteri slispansiyonu, daptomisinin 2 kat artan
sulandinmlarini iceren her bir kuyucuga esit miktarda eklenmistir. En sonda
bulunan kuyucuklar ise sirasiyla ureme ve besiyerinin sterilizasyon kontrol
kuyucuklari olarak degerlendirilmistir. Otuz bes derecede 24 saat
inklbasyondan sonra kuyucuklar, bakteri Uremesini gosteren bulaniklik
yonunden incelenmistir. Gézle goértndr bir bulanikhidin olmadigi en disuk ilag
konsantrasyonu daptomisin MiK degeri olarak belirlenmistir. Daptomisin MiK
degeri <2 ug/ml olarak saptanan izolatlar duyarl olarak kabul edilmistir (54).

3.2.2. Standart Etest yontemi

Vankomisin ve daptomisin MiK degerlerinin standart Etest yontemi ile
saptanmasi i¢in 0.016-256 pug/ml arahdinda vankomisin ve daptomisin igeren
Etest seritleri (AB Biodisk, isveg) kullaniimistir. Etest seritleri, kullanilincaya

kadar -20°C’de muhafaza edilmigtir.
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Standart Etest yontemi icin, 0.5 McFarland bulanikliginda hazirlanan
bakteri sUspansiyonu Mueller-Hinton besiyeri Uzerine steril bir ekuvyon ile
yayillmistir. Agar yuzeyinin kurumasi beklendikten sonra, oda sicakligina
getirilmig Etest seritleri agar yuzeyine yerlestirilmigtir. Yirmi dort saat 35°C’de
inkibasyondan sonra vankomisin ve daptomisin MIK sonuglari
deg@erlendirilmigtir. Elips seklindeki inhibisyon bdlgesiyle Etest seridinin
kesistigi bolgedeki deger, MiK degeri olarak kabul edilmistir. Etest ile elde
edilen MIK degerlerinin, mikrodiliisyon yénteminde uygulanan cift kat seri
dilisyon degerlerine tam denk gelmedigi durumlarda, elde edilen MiK degeri

bir Ust ilag konsantrasyonuna yukseltilmigtir.

3.3. Heterojen VISA izolatlarinin Saptanmasi

Heterojen VISA izolatlarinin saptanmasi amaciyla Etest makrometod
ve PAP-AUC yontemi kullaniimigtir (13).

3.3.1. Etest makrometod

Etest makrometod, (Uretici firma (AB Biodisk, isveg) onerileri
dogrultusunda gergeklestiriimistir. Bu amacla test edilecek S.aureus susunun
sivi besiyerinde 2 McFarland bulanikliginda stuspansiyonu hazirlanmigtir. Bu
suspansiyondan 100 pl alinarak BHIA ylzeyine yayllmis, 15-20 dk sonra
besiyeri Uzerine vankomisin ve teikoplanin iceren Etest seritleri
yerlestirilmistir. Kirk sekiz saat 35°C’de inkibasyonun ardindan vankomisin
ve teikoplanin icin MIK sonuclari degerlendiriimistir. Vankomisin ve
teikoplanin MIK degerlerinin = 8 ug/ml olmasi durumunda veya sadece
teikoplanin MIK degerinin = 12 ug/ml olmasi durumunda izolat hVISA olarak

kabul edilmistir.
3.3.2. ‘Popiilasyon analizi profili - egri altinda kalan alan’ yontemi

Bu yontemde test edilmek istenen S.aureus suglarinin sivi besiyerinde
hazirlanan sUspansiyonlarindan, artan konsantrasyonlarda vankomisin igeren

(0,0.5, 1, 2, 2.5, 4, 8 yg/ml) BHIA besiyerlerine ekimler yapiimistir.
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Test edilecek izolatin “10® cfu/mI(A) bakteri iceren siispansiyonu
hazirlanmistir. Ayri bir tarafta 1.5 ml’lik steril mikrosantriflij tuplerine
(Eppendorf) 900’er ul serum fizyolojik (SF) dagitilmistir. Her bir izolat i¢in 5
adet, 900 pl SF iceren mikrosantrifuj tupd kullaniimistir. Ana bakteri
suspansiyonu vorteks ile karistirilmis ve bu suspansiyondan 100 pl alinarak,
900 ul SF igeren ilk mikrosantriflj tUpine aktariimistir. Bdylece bakteri
slispansiyonu 10 kat seyreltilerek ilk mikrosantrifiij tipiiniin “10” cfu/ml kadar
bakteri icermesi saglanmistir. Bu mikrosantrifij tupu de vorteks ile
karigtinimis ve 100 pl alinarak ikinci mikrosantriflj tupune aktariimistir. Bu
islem besinci mikrosantrifilj tipline kadar devam ettirilerek 107(B), 105(C),
10°(D), 10%(E) ve 10*(F) cfu/ml'lik bakteri siispansiyonlari elde edilmistir. ‘F’
tipiinden (10° cfu/ml) 10’ar pl alinarak vankomisin icermeyen (0 pg/ml) ve
0.5 pg/ml vankomisin iceren BHIA besiyerlerine aktariimis ve slspansiyon
oze ile yayllmistir. ‘E’ tipinden (10* cfu/ml) 10 pl alinarak 1 pg/ml
vankomisin iceren BHIA besiyerine aktariimis ve yayilmistir. Ana bakteri
siipansiyonundan ise (A) (10® cfu/ml) 50°’ser pl alinarak 2, 2.5, 4 ve 8’er pg/ml
vankomisin iceren BHIA besiyerlerine aktariimis ve 6ze yardimiyla besiyerleri
Uzerine yayilmisgtir. Bu islem her bir MRSA izolati icin tekrar edilmistir. Plaklar
48 saat 35°C’de inkibe edildikten sonra farkli konsantrasyonlarda
vankomisin iceren plaklarda Ureme goOsteren bakteri kolonileri sayilmistir. Bir
grafik cizilerek bu grafigin ‘y’ eksenine Ureyen koloni sayilarinin logaritmalart;
‘X’ eksenine ise antibiyotik konsantrasyonlari yazilmis ve her bir sus igin bir
egri elde edilmistir. Test edilen her bir sus icin elde edilen egrinin altinda
kalan alan (Area under the curve [AUC]), referans hVISA susu olan ‘Mu3’
susu igin elde edilen egri altindaki alana bdltinerek bir oran elde edilmistir.
Elde edilen sonug < 0.9 ise izolat VSSA, 0.9 -1.3 arasinda ise hVISA, =2 1.3
ise VISA olarak degerlendirilmistir. Sekil 3.1’de PAP-AUC ydnteminin yapilis
sekli gorulmektedir.
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vankomisin

Sekil 3.1. PAP-AUC yo6nteminin yapilis sekli

3.4. istatistiksel Analiz

Calismamizdaki MRSA izolatlarinin vankomisin MIK degerlerinde,

ilerleyen yillarla birlikte olasi bir artisin saptanmasi amaciyla ‘Spearman testi’

kullaniimistir.

Calismamizda Etest makrometod ve PAP-AUC yontemi ile saptanan

hVISA izolatlarinin, vankomisin MIK degerleriyle iliskisinin saptanmasi

amaciyla ‘Ki-kare testi (Linear by linear association)’ kullaniimigtir.

istatistiksel anlamlilik siniri 0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MRSA izolatlarinin izole Edildigi Klinik Ornekler ve Yillara Gére

Dagilimi

Calismamizda 2001’in Ocak ayindan 2011 Kasim ayina kadar, gocuk
hasta grubu klinik érneklerinden izole edilen toplam 94 adet MRSA izolatina
ulasiimigtir. Bu izolatlarin 13’G 2001, 8’i 2002, 4’4 2003, 7’si 2004, 9’u 2005,
16’s1 2006, 9’u 2007, 10’'u 2008, 13’0 2009, 3'G 2010 ve 2’si 2011 yilina aittir.
Calismamiza, her hastaya ait tek MRSA izolati dahil edilmistir. Bu izolatlarin
izole edildigi klinik érnekler ve bunlarin yillara gére dagihmi Tablo 4.1'de

gOrulmektedir.

Tablo 4.1. MRSA izolatlarinin izole edildigi klinik érnekler ve bunlarin yillara

gore dagilimi
Kan | Kateter | Kemik iligi | BOS | Py |Yara yeri | BAL | DTA | Balgam | Idrar | Gaita | Diger| Toplam
2001 | 12 1 13
2002 | 38 8
2003 | 4 4
2004 | 4 1 1 1 7
2005 | 4 1 2 1 1 9
2006 | 4 2 2 2| 3 1 1 1 16
2007 | 5 111 2 9
2008 1 2 | 4 1 10
2009 | 7 113 13
2010 | 1 1 1 3
2011 1 1 2

4.2. MRSA izolatlarinin Vankomisin ve Daptomisin MiK Degerleri

Calismamizdaki MRSA izolatlarinin vankomisin ve daptomisin MiK
degerleri, her iki antibiyotik igin hem mikrodilisyon hem de standart Etest
yontemiyle saptanmistir. Kullanilan in vitro duyarhlik yontemine gore
(mikrodiliisyon ve Etest) ortaya ¢ikan MiK dagilimi her iki antibiyotik icin de
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ayri ayri hesaplanmistir. Vankomisin igin elde edilen sonuglar Sekil 4.1’de;

daptomisin igin elde edilen sonuglar ise Sekil 4.2’de gorilmektedir.

100 -

90 +

Il Mikrodiliisyon
80 +

M standart E-Test

0.5 1
Vankomisin MIK degeri

Sekil 4.1. MRSA izolatlarinin vankomisin MiK degerlerinin, kullanilan in vitro

duyarlihlk yontemine gore (mikrodilisyon ve Etest) dagilimi

(Sdtunlarin igerisinde izolat oranlari; sttunlarin Gzerinde ise izolat
sayilari belirtilmistir)

100 -

901 W Mikrodiltsyon
80 1 B standart E-Test
70

0.125 0.25

0.5 1
Daptomisin MIK degeri

Sekil 4.2. MRSA izolatlarinin daptomisin MiK degerlerinin, kullanilan in vitro

duyarlilik yontemine goére (mikrodilisyon ve Etest) dagilimi

(Sutunlarin icerisinde izolat oranlari; sttunlarin tzerinde ise izolat
sayilari belirtilmigtir)
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4.3. Yillara Gére MRSA izolatlarinin Vankomisin MiK Degerlerinde

Goriulen Degisiklik

Metisiline direngli S.aureus izolatlarinin vankomisin MiK degerlerinin

yillara gore artip artmadigini saptamak amaciyla Ocak 2001’den Kasim 2011

tarihine kadar, her bir sene boyunca izole edilen MRSA izolatlarinin

vankomisin MiK degerlerinin geometrik ortalamasi alinmistir. Mikrodiliisyon

ile belirlenen vankomisin MiK degerlerinin geometrik ortalamalarinin yillara

gore degisimi Sekil 4.3'te gorulmektedir. 2001 ve 2011 yillari arasinda

vankomisin MiK degerlerinde artis (MIC creep) saptanmamistir (p=0.79,

Spearman testi).

Vankomisin MIK degerlerinin
geometrik ortalamalan

2.00
1.79
1.50
1.25
1.00
0.75

0.50

Sekil 4.3.

| n n n | | | n n n | YII
2001 02 03 04 05 06 o7 08 09 10 11

Vankomisin MiK degerlerinin geometrik ortalamalarinin yillara gére
dagilimi

4.4, MRSA izolatlarinin Vankomisin ve Daptomisin igin Elde Edilen MIK
Araligi, MiK50 ve MiK90 Degerleri

izolatlarin vankomisin ve daptomisin icin elde edilen MiK degerleri
kullanilarak, her iki antibiyotik icin de MiK arahgi, MiK50 ve MIK90 degerleri
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hesaplanmistir. izolatlarin vankomisin igin hem mikrodilisyon hem de Etest
yontemiyle, MiK arah@: 0.5-2 pg/ml olarak saptanmistir. Daptomisin igin ise
mikrodiliisyon ydntemiyle MiK arah@ 0.25-1 pug/ml olarak saptanirken; Etest
yontemiyle 0.125-1 pg/ml olarak bulunmustur. Tum MRSA izolatlari hem
mikrodilisyon hem de Etest yontemiyle vankomisin ve daptomisine duyarli

olarak saptanmistir. Sonugclar Tablo 4.2’de gériimektedir.

Tablo 4.2. MRSA izolatlarinin vankomisin ve daptomisin igin elde edilen MiK
arali§i, MIK50 ve MIK90 degerleri

Mikrodiliisyon Etest
MK aralifl| MIK50 MIK90  |MIK arahgi| MIKS0 | MIK90
(pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) (g/ml) | (pg/ml) | (pg/ml)

Vankomisin| 05-2 1 2 05-2 2 2

Daptomisin| 0.25 -1 0.5 1 0.125 -1 0.5 1

4.5. MRSA izolatlarinin Mikrodiliisyon ve Etest Yéntemleri ile Belirlenen

MiK Degerleri Arasindaki Uyum

izolatlarin mikrodiliisyon ve Etest yéntemleri ile belirlenen MIK
degerleri arasindaki uyum incelendiginde, ¢gogu izolatin vankomisin igin Etest
ile saptanan MIK degerinin mikrodillisyona esit veya 1 diliisyon daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. Standart Etest ydntemiyle saptanan vankomisin MiK
degeri, mikrodilisyon yontemiyle saptanan MIK degerinden 1 diliisyon
yiksek olan izolat orani %28.7 olarak bulunmustur. izolatlarin %56.4’Gnln
MIK degeri her iki ydntemle de esit olarak saptanmistir. Mikrodillisyon
yontemiyle elde edilen MiK degeri, standart Etest yontemiyle elde edilen MiK
degerinden 1 dilisyon ylksek olan izolat orani ise %14.9 olarak bulunmustur.
Referans yontem olan mikrodiliisyona gére vankomisin Etest MiK
degerlerinin dagilimi Tablo 4.3’te gorulmektedir. Vankomisin igin £1 dilisyon
farki dikkate alindiginda, Etest ve mikrodilisyon ile elde edilen MiK degerleri

arasindaki uyum %100 olarak bulunmustur.
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Tablo 4.3. Vankomisin igin, mikrodilisyon yontemine gore Etest yontemiyle

elde edilen MiK degerlerinin dagilimi

Vankomisin Etest

MiK
diltisyon farklan -1 0 +1
Izolat 14 (14.9) 53 (56.4) 27 (28.7)
sayisi (orani)

Daptomisin icin ise, izolatlarin blyiik kisminda Etest ile belirlenen MIK
degerlerinin, mikrodiliisyon ile elde edilen MIK degerlerinden 1 diliisyon
dusuk veya esit oldugu saptanmistir. Referans yontem olan mikrodillisyona
gére daptomisin Etest MiK degerlerinin dagilimi Tablo 4.4’'te gérilmektedir.
Daptomisin i¢in 1 dilisyon ve £2 dilusyon farki dikkate alinarak Etest ile
mikrodiltisyon MIK degerleri arasindaki uyum incelendiginde, uyum oranlari

siraslyla %88.3 ve %100 olarak bulunmustur.

Tablo 4.4. Daptomisin igin, mikrodilisyon yontemine gore Etest yontemiyle

elde edilen MIK degerlerinin dagihmi

Daptomisin Etest

MIK 2 1 0 +1
dilusyon farklar

izolat

sayisi (orani) M(11.7) |45(47.9) | 26(27.6) | 12(12.8)

4.6. Etest Makrometoda Gére hVISA Olarak Saptanan izolatlar

Etest makrometoda gore hVISA olarak saptanan izolat sayisi 19
(%20.2) olarak bulunmustur. Sekil 4.4’te Etest makrometod sonucu pozitif

bulunan bir MRSA izolatinin Etest makrometod fotograflari goérilmektedir.
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Etest makrometod ile hVISA olarak saptanan diger bir izolatin
fotograflari ise Sekil 4.5'te gosterilmistir. Teikoplanin Etest seridinin
bulundugu plaktaki inhibisyon bolgesine daha yakindan bakildiginda, seridin
sol tarafinda 32 ile 48 degerleri arasina denk gelen hizada, periferik
yerlesimli kiigUk bir koloni dikkati cekmektedir (Sekil 4.6). inhibisyon bélgesi
icerisinde bulunan bu koloni kanli agara pasajlanmis, Ureyen kolonilerin 24
ve 48. saatte fotografi cekilmistir. Fotograflar Sekil 4.7’de gdsterilmistir.
BUyuklu  kugukli dremenin  VISA/hVISA izolatlar igin tipik oldugu
bilinmektedir. Kiguk kolonilerin 24. saat sonunda belirgin degilken, 48.saatte
daha belirgin bir hal aldiklar; fakat yine de standart S.aureus kolonisi

boyutuna erigsemedikleri gozlemlenmistir.

Sekil 4.4. Etest makrometod ve PAP-AUC yontemiyle hVISA olarak
saptanan bir MRSA izolatinin Etest makrometod fotograflari
(Vankomisin ve teikoplanin inhibisyon bolgeleri igerisindeki
tremeler dikkati cekmektedir) A) Vankomisin MIK: 6 ug/ml, B)
Teikoplanin MiK: 16 ug/ml
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Sekil 4.5. Etest makrometod ve PAP-AUC vyontemiyle hVISA olarak
saptanan bir MRSA izolatinin Etest makrometod fotograflari
A) Vankomisin MiK: 6 pg/ml, B) Teikoplanin MiK: 12 pg/ml

Sekil 4.6. Sekil 4.5 B'de gosterilen fotografin blyutilmus sekli (Teikoplanin
Etest seridinin sol tarafinda, inhibisyon bdlgesi icerisinde Ureyen
klguk bir koloni dikkati gekmektedir)



33

24, saat 48. saat

Sekil 4.7. Sekil 4.6'da gorilen, inhibisyon bolgesi igerisindeki kiiglk koloninin
kanli agara pasajlanmasi sonucu olusan kolonilerin 24. ve 48.

saatteki gorunamleri

Ply 6rneginden izole edilen ve hVISA olarak saptanan baska bir susun
teikoplanin Etest (Etest makrometod) inhibisyon bdlgesi igerisinde treyen bir
kolonisi kanli agara pasajlanmistir. Kanli agarda Ureyen koloniler Sekil 4.8'de
gOsterilmigtir. Buyuk beyaz koloniler ile kuiglk sari kolonilerin birlikte Gremesi
dikkati cekmektedir.

Sekil 4.8. Ply orneginden izole edilen bir hVISA sugsunun teikoplanin Etest
(Etest makrometod) inhibisyon bdlgesindeki bir kolonisinden
alinan pasaj sonrasinda buyuk beyaz ve kuguk sari kolonilerin

birlikte Uremesinin gosteriimesi
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4.7. Etest Makrometoda Goére hVISA Olarak Saptanan izolatlarin,

Vankomisin MiK Degerleri ile iligkisi

Calismamizda, artan vankomisin MiK degerleri ile Etest makrometoda
gore hVISA olarak bulunan izolatlarin oraninin da arttigi saptanmistir.
Mikrodilisyon yéntemiyle saptanan vankomisin MIK degerleri ile Etest
makrometod pozitifligi arasindaki iliski Sekil 4.9'da; standart Etest yontemiyle
saptanan vankomisin MIK degerleri ile Etest makrometod pozitifligi
arasindaki iliski Sekil 4.10°’da gorulmektedir. Etest ile saptanan vankomisin
MIK degerlerinin yuvarlanmasi sonucu ortaya cikan degerlerle, Etest
makrometod pozitifligi arasindaki iliski ise Sekil 4.11°de gosterilmistir. Her
MiK degerine karsilik gelen siitundaki izolat sayilari belirtilmistir. Yesil renkli
sutunlarin igerisinde VSSA izolatlarinin; turuncu renkli sttunlarin igerisinde
ise hVISA izolatlarinin sayisi gosterilmigtir. Ayrica hVISA izolatlarinin oranlari
belirtiimistir. Her tg¢ grafik icin de (Sekil 4.9, 4.10 ve 4.11), Etest makrometod
ile hVISA olarak saptanan izolatlarin oraninin, artan vankomisin MiK
degerlerine paralel olarak artis gosterdigi saptanmistir. Bu artis istatistiksel
olarak anlamh bulunmustur (Ki-Kare testi; Sekil 4.9: p<0.001, Sekil 4.10:
p=0.005, Sekil 4.11: p=0.002).
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80 - | hvisA
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%
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30 1 59/64
50 - } %50
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14/28

0.5 1 2
Vankomisin MIK degeri

Sekil 4.9. Etest makrometod ile hVISA olarak saptanan izolatlarin,
mikrodiliisyon yéntemiyle elde edilen vankomisin MiK degerleri

ile iligkisi
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Sekil 4.10. Etest makrometod ile hVISA olarak saptanan izolatlarin, standart

Etest ydntemiyle elde edilen vankomisin MiK degerleri ile iliskisi
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Sekil 4.11. Etest makrometod ile hVISA olarak saptanan izolatlarin, standart

Etest yontemiyle elde edilen vankomisin MIK degerlerinin

yuvarlanmasi sonucu olugan degerler ile iligkisi
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4.8. ‘Popiilasyon Analizi Profili - Egri Altinda Kalan Alan’ Yéntemine
Gére hVISA Olarak Saptanan izolatlar

Metisiline direngli S.aureus izolatlar arasindaki gercek hVISA oraninin
saptanmasi amaciyla ¢alismamiza dahil edilen suslarin timune PAP-AUC
yontemi uygulanmistir. Bu yontemle 94 izolattan 20’si (%21.3) hVISA olarak
saptanmistir. Sekil 4.12’de referans hVISA susu olan Mu3 ile ¢alismamizda
saptanan bir hVISA izolatinin 0, 0.5, 1, 2, 2.5, 4 ve 8 ug/ml’lik vankomisin
konsantrasyonuna sahip BHIA’lardaki Gremelerinin fotograflari gorilmektedir.
Bu izolat ve Mu3 susunun, artan konsantrasyonlarda vankomisin i¢eren
BHIA'da Ureyen Kkolonileri sayilmis ve elde edilen sayisal degerlerin
logaritmik degerleri hesaplanmistir. Elde edilen degerler bir grafige
aktariimigtir. Calismamizda saptanan bu hVISA izolatinin egri altinda kalan
alani, Mu3 izolatinin egri altindaki alanina bolindiginde sonug¢ 1.286 olarak
bulunmustur. Bu sonu¢ 0.9 ile 1.3 arasinda oldug@u icin, izolatin bir hVISA

izolati oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.13’te ise Mu3 izolati ile, galismamizda hVISA olarak saptanan
bir izolatin PAP-AUC grafikleri gdsterilmistir. Saptanan bu hVISA izolatinin
egri altinda kalan alani, Mu3 susunun egri altinda kalan alanina
bélindiginde sonug 1.044 olarak bulunmustur. Elde edilen grafik dikkatli
incelendiginde egdri altinda kalan alanlar arasindaki fark goézle de

gOrulebilmektedir.
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8 ug/ml vankomisin

Sekil 4.12. Heterojen VISA olarak saptanan bir izolatin (Sekil 4.5) ve
referans hVISA susu olan Mu3’un, PAP-AUC ydntemi igin
hazirlanan 0, 0.5, 1, 2, 2.5, 4 ve 8 ug/ml vankomisin igeren

BHIA’da 48. saat sonunda ureyen kolonileri
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Sekil 4.13. Mu3 susu ve calismamizda saptanan bir hVISA izolatinin PAP-

AUC grafikleri (Egri altinda kalan alanlar her iki izolat igin de

hesaplandiginda AUC hVISA/AUC Mu3 = 1.044 olarak

bulunmus, bu deger de 0.9 ile 1.3 arasinda oldugu igin izolat
hVISA olarak kabul edilmistir)

Calismamizda PAP-AUC yontemiyle hVISA olarak saptanan suslarin
izole edildikleri klinik drnekler, izolasyon yillari, vankomisin ve daptomisin

MiK degerleri ile Etest makrometod sonuglari Tablo 4.5'te gdsterilmigtir.



39

Tablo 4.5. PAP-AUC yodntemiyle hVISA olarak saptanan suslarin izole
edildikleri klinik o6rnekler, izolasyon yillari, vankomisin ve
daptomisin MiK degerleri ile Etest makrometod sonuglari

izolat [Klinik 6rnek|izole edildigi] Vankomisin MIK Daptomisin MIK | E-Test Makrometod
no. tlird tarih Mikrodiliisyon| E-Test| Mikrodiliisyon| E-Test sonucu *
1 Kan 2001 2 15 05 0.19 N
2 Kan 2003 2 15 1 0.5 P
3 Kan 2005 2 15 1 0.75 P
4 Kan 2006 2 2 05 0.75 P
5 Kateter 2006 2 1 1 05 N
6 DTA 2006 2 15 1 0.75 P
7 Puy 2006 1 15 05 0.75 N
8 Gaita 2006 2 15 1 0.75 P
9 Pay 2006 1 1.5 1 1 N
10 Kateter 2006 1 15 0.25 0.38 N
11 Kan 2007 2 1.5 05 0.75 P
12 BOS 2007 2 1.5 1 0.38 N
13 Puy 2007 1 15 0.25 0.125 N
14 DTA 2007 2 2 1 1 N
15 Diger 2008 1 1.5 05 05 P
16 Puy 2008 2 15 05 0.25 P
17 Kan 2009 2 2 0.5 0.19 P
18 Kan 2009 2 1.5 1 0.75 P
19 BOS 2009 2 1 05 0.38 P
20 Puay 2009 2 15 1 0.38 P

* P Pozitif ; N : Negatif

Yirmi adet hVISA susunun 7’si kan, 5'i puy, 2’si BOS, 2’si kateter, 2’si
DTA ve 71’i gaita drneginden izole edilmigtir. Bir adet hVISA sugunun ise izole
edildigi klinik 6rnek tart bulunamamis ve ‘diger’ olarak siniflandiriimigtir.
Heterojen VISA suslarinin, izole edildigi klinik érnek tarlerine goére dagihmi
Sekil 4.14’te gorulmektedir.
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Sekil 4.14. Heterojen VISA suslarinin, izole edildigi klinik érnek tlrine goére
dagihmi
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En fazla hVISA izolatinin saptandidi yil, 7 izolatla 2006 yili olmustur.
Doért hVISA izolati 2007, 4 hVISA izolati da 2009 yilinda elde edilmistir. Diger
hVISA izolatlarinin 2’si 2008, 1’i 2001, 1'i 2003 ve 1'i de 2005 yilinda elde

edilmistir. izolatlarin yillara gére dagihmi Sekil 4.15'te gortilmektedir.
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Sekil 4.15. Heterojen VISA izolatlarinin yillara goére dagilimi

4.9. ‘Popiilasyon Analizi Profili - Egri Altinda Kalan Alan’ Yéntemine
Gore hVISA Olarak Saptanan lzolatlarin, Vankomisin MIK Degerleri
ile lligkisi

Mikrodiliisyon yéntemiyle saptanan vankomisin MiK degerleri ile; PAP-
AUC yontemine gore hVISA olarak saptanan izolatlar arasindaki iliski Sekil
4.16'da; bu izolatlarin standart Etest ydntemi ile saptanan vankomisin MiK
degerleri ile iligkisi ise $ekil 4.17'de gorulmektedir. Standart Etest ile
saptanan vankomisin MIK degerlerinin yuvarlanmasi sonucu ortaya cikan
degerlerin hVISA izolatlariyla iliskisi Sekil 4.18'de gdsterilmistir. Her MiK
deg@erine karsilik gelen situndaki izolat sayilari belirtiimistir. Yesil renkli

sutunlarin igerisinde VSSA izolatlarinin; turuncu renkli situnlarin igerisinde
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ise hVISA izolatlarinin sayisi gosterilmigtir. Ayrica hVISA izolatlarinin oranlari
belirtiimistir. Her G¢ grafik igin de (Sekil 4.16, 4.17 ve 4.18), PAP-AUC
yontemiyle hVISA olarak saptanan izolatlarin oraninin, artan vankomisin MiK
degerlerine paralel olarak artis gosterdigi saptanmigtir. Bu artig istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (Ki-Kare testi; Sekil 4.16: p<0.001, Sekil 4.17:
p=0.001, Sekil 4.18: p<0.001).
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Sekil 4.16. PAP-AUC ydntemine gore hVISA olarak saptanan izolatlarin,
mikrodilisyon yontemiyle saptanan vankomisin MIK degerleri

ile iligkisi
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Sekil 4.17. PAP-AUC ydntemine gore hVISA olarak saptanan izolatlarin,
standart Etest ydntemiyle saptanan vankomisin MIK degerleri

ile iligkisi
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Sekil 4.18. PAP-AUC yontemine gbre hVISA olarak saptanan izolatlarin,
standart Etest ile saptanan vankomisin MIK degerlerinin

yuvarlanmasi sonucu olugan degerler ile iligkisi
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4.10. ‘Populasyon Analizi Profili - Egri Altinda Kalan Alan’ Yontemi ile

Etest Makrometod Sonuglarinin Karsilastiriimasi

Heterojen VISA izolatlarinin saptanmasinda altin standart olarak kabul
edilen PAP-AUC yontemi, ¢alismamizda da referans yontem olarak kabul
edilmis; Etest makrometod bu yontemle karsilastirilmistir. Sonuglar Tablo 4.6

ve 4.7'de gortlmektedir.

Tablo 4.6. PAP-AUC yontemi ile Etest makrometod sonuglarinin

karsilastiriimasi

Mai;gﬁimd EAP-AUC_ TOPLAM
+ 12 7 19
- 8 67 75
TOPLAM | 20 74 94

Tablo 4.7. Etest makrometodun duyarlilik ve 6zgulluk degerleri

Duyarlilik | Ozgullik
0/0 Of'{}

E-Test
Makrometod n4 9.4

Duyarlilik : 20/ (20+8) x 100 = % 71.4
Tablo 4.6

Ozgiilliik : 74 / (74+7)x 100 = % 91.4
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5. TARTISMA

Ilk hVISA izolatinin 1997 yilinda Japonya'da tanimlanmasinin
ardindan, dunyanin gesitli bolgelerinden hVISA izolatlarinin klinik énemini
arastiran birgcok calisma yapilmigtir. Bunlarin 6nemli bir kisminda hVISA
izolasyonu; uzun bakteriyemi, hastanede kalis slresi ve enfeksiyona badli
gelisen ylUksek komplikasyon oranlari (endokardit, osteomyelit, kalp
yetmezIligi) ile iligkili bulunmustur (11, 12, 72, 73). Bazi g¢alismalarda ise;
standart MiK saptama ydntemleriyle vankomisine karsi duyarli bulunmasina
ragmen, yiiksek vankomisin MIK degerine sahip izolatlarla gelisen
bakteriyemilerin, diisiik vankomisin MIK degerine sahip izolatlarla gelisenlere
oranla ‘tedavi basarisizligi acisindan’ daha yuksek bir risk tasidigi
vurgulanmistir (70, 71). Bu bulgular, ‘artan vankomisin MiK degerleriyle
birlikte hVISA goértilme sikhdr da mi artiyor?’ sorusunu akla getirmistir.
Bugiine kadar yapilmis bircok calismada, vankomisin MiK degeri 2 pg/ml
olan MRSA izolatlari arasinda hVISA fenotipi sikliginin arttigi gosterilmistir
(84-86). Dolayisiyla vankomisin MIK degeri 2 pg/ml olan izolat oraninin

yuksekligi, hVISA riski agisindan dnemsenmesi gereken bir sonugtur.

Metisiline direncli S.aureus izolatlarinin vankomisin MiK degerleriyle
ilgili dinyanin farkh bolgelerinden bildirilen farkh sonuglar bulunmaktadir.
Ornegin 2008 yilinda yayinlanan ve ABD’de yapilan bir galismada kan, yara,
balgam ve idrar Orneklerinden izole edilen toplam 92 MRSA izolatinin
vankomisin MiK degerleri arastiriimistir (87). MIK degeri 2 pg/ml olarak
saptanan izolatlarin orani mikrodilisyon yontemi ile %9 olarak bulunurken,

standart Etest yontemiyle %68 olarak belirlenmistir.

Tayvan’da yapilan ve sadece kandan izole edilen MRSA’larin
vankomisin MIK degerlerinin mikrodilisyon yéntemiyle saptandigi bir
galismada izolatlarin %21’inin MiK degeri 2 ug/ml olarak saptanmistir (88).
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Ulkemizde yapilan ve yedi farkli merkezden toplanan MRSA kan
izolatlarinin dahil edildigi bir calismada izolatlarin %40.6’sinin vankomisin

MiK degeri mikrodiliisyon yéntemiyle 2 ug/ml olarak bulunmustur (89).

Hastanemizde vyapilan ve 1999-2009 yillari arasinda erigkin
hastalardan izole edilen 299 MRSA kan izolatinin dahil edildigi ¢alismada
izolatlarin %23.4’Gniin vankomisin MiK degeri mikrodiliisyon ydntemiyle 2

Mg/ml olarak saptanmigtir (90).

Bizim galismamizda ise, vankomisin MIK degerlerinin saptanmasinda
mikrodiliisyon ydntemi kullanildiginda MRSA izolatlarinin %29.8’inin MiK
degerinin 2 ug/ml  oldugu belirlenmistir. Standart Etest yontemi
kullanildiginda ise vankomisin MiK degeri 2 pg/ml olan izolatlarin orani
%52.1 olarak saptanmistir (Sekil 4.1). Vankomisin MIK degerlerinin
saptanmasinda kullanilan standart Etest yontemi ile mikrodilisyon yontemi
kargilastirildiginda, izolatlarin bir kismi (%56.4) icin tam uyum; bir kismi
(%43.6) icinse 1 dilisyon fark oldugu saptanmistir. Vankomisin igin *1
dilusyon farki dikkate alinarak standart Etest ve mikrodilisyon yontemleri

arasindaki uyum incelendiginde, %100 olarak bulunmustur.

Calismamizda, vankomisin MiK degeri 2 pg/ml olan izolat oraninin
yuksekligi (%29.8) dikkati cekmektedir. Bu yuksek oran, hVISA riski
agisindan da dnemsenmesi gereken bir sonugtur. Calismamiza dahil edilen
MRSA izolatlari arasindaki hVISA oraninin saptanmasi amaciyla tum
izolatlara PAP-AUC ydntemi uygulanmis ve 94 MRSA izolatinin 20’si (%21.3)
hVISA olarak saptanmistir. Mikrodiliisyon yéntemiyle vankomisin MiK degeri
2 pg/ml olarak saptanan izolatlarin yarisindan fazlasinin (%53.6) hVISA
oldugu gorulmastur (Sekil 4.16). Tum hVISA suslarinin %75’inin, vankomisin
MIK degeri 2 upg/ml olan suslar arasindan izole edildigi anlasiimistir.
Vankomisin MiK degeri 0.5 pug/ml olan suslarda hVISA izolati saptanmazken,
MIK degeri 1 pyg/ml olan suslar arasinda %7.8, MIK degeri 2 ug/ml olan
suslar arasinda ise %53.6 oraninda hVISA izolati saptanmigtir. Dolayisiyla
artan MiK degerleriyle birlikte hVISA oraninin da artti§i gézlenmis, bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 4.16, p<0.001).
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Daha 6nce de belirtildigi gibi, hVISA suslarinin gorulme siklig ile ilgili,
%0.71 ile %65 arasinda olmak Uzere farkli galismalarda oldukga farkli oranlar
bildiriimektedir (6, 9-11, 61, 63-66).

Avustralya’da yapilan ve 12 yil boyunca kan kulturlerinden izole edilen
MRSA izolatlarinin dahil edildigi ¢alismada hVISA orani %12 ; VISA orani ise
%1 olarak saptanmistir (86).

Kanada'da yapilan ¢ok merkezli ve 1995-2006 yillari arasinda izole
edilen MRSA’larin dahil edildigi bir ¢alismada hVISA orani %1.3 olarak
bulunmustur (91). Bu ¢alismada VISA izolati ise saptanmamigtir. Fakat bu
calismada tim izolatlara PAP-AUC ydntemi uygulanmamis, sadece tarama
yontemleri sonucu hVISA olabilecegi dusunilen izolatlara PAP-AUC yéntemi

uygulanmigtir.

Cin’de ulke genelinde birgok merkezin katildigi ve  MRSA kan
izolatlarinin deg@erlendirildigi ¢alismada hVISA prevalansinin %13.1; VISA

prevalansinin ise %0.5 oldugu belirtilmistir (92).

Amerika Birlesik Devletleri'nde yapilan genis kapsamli bir ¢calismada
ise 1986 ile 2007 yillar arasinda izole edilen MRSA izolatlari hVISA/VISA
prevalansi acgisindan incelenmis ve yillar igerisinde hVISA sikhginda bir
artisin olduguna dikkat cekilmistir (66). Heterojen VISA / VISA oranlar
sirasiyla 1986-1993 arasinda %2.2/0.4 iken 1994-2002 arasinda %7.6/2.3 ve
2003-2007 arasinda %8.3/0.3 olarak saptanmistir. Bu ¢alismada da sadece
Etest makrometod ile hVISA olarak saptanan izolatlara PAP-AUC ydnteminin

uygulanmig olmasi, Uzerinde durulmasi gereken bir noktadir.

Ulkemizde de hVISA/VISA prevalansinin aragtirildi§i  calismalar
bulunmaktadir. Sancak ve ark. (9), 2005 yilinda yaptiklari ve 256 MRSA
izolatini dahil ettikleri calismada 46 ( %17.97) hVISA susu saptamiglardir.
Bu calismada VISA izolati bulunmamigtir.

Kuscu ve ark’nin (93) yaptidi calismada ise 107 MRSA susu
hVISA/VISA agisindan taranmis ve 1 (%0.9) VISA ile 1 (%0.9) hVISA izolatina

rastlanmigtir. Fakat bu ¢alismada tarama yontemi olarak 6 pg/ml vankomisin
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iceren BHIA kullanilmig ve sadece bu yontemle suUpheli olarak belirlenen
suslara PAP-AUC yontemi uygulanmigtir. Tum suslar altin standart olarak
kabul edilen PAP-AUC ydntemine tabi tutulmadidi icin, direng gdsteren bazi
suslarin 6 pg/ml vankomisin igeren tarama plaklariyla yakalanamamig olmasi

mUmkUndar.

Ulkemizde yapilan ve 2007 yilinda yayinlanan bir calismada 92 MRSA
susu igerisinde hVISA/VISA’ya rastlanmamistir (94). Bu ¢alismada da yine
tarama plagi olarak 6 pg/ml vankomisin iceren BHIA kullaniimistir. Tarama
plaginda Ureme goOsteren izolatlara standart Etest yOntemi ve Etest
makrometod uygulanmistir. Tarama plagi olarak 6 ug/ml vankomisin iceren
BHIA kullaniimasi ve altin standart olan PAP-AUC yonteminin bu ¢alismada
kullanilmamig olmasi hVISA / VISA izolatlarinin gdzden kagiriimis olabilecegi

duguncesini akla getirmektedir.

Ulkemizdeki calismalarda belirtilen oranlarin da yurt disinda yapilan
calismalarda oldugu gibi oldukca farklihk goésterdigi goértlmektedir. Daha
once belirtildigi gibi farkli calismalarda farklh yodntemlerin kullaniimasi
sonuglari dogrudan etkilemekte ve ¢ok farkli oranlarin ortaya ¢ikmasina yol

acabilmektedir.

Cocuk hasta grubunda ise VISA/hVISA sikliginin arastirildiyi sadece 2
calisma saptanabilmistir. ilk calismada 71 TK-MRSA izolatina Etest
makrometod uygulanmis ve 2 (%2.82) hVISA izolati saptanmistir (15). Ikinci
calismada ise; MRSA bakteriyemisi saptanan 22 ¢ocuk hastadan izole edilen
suslar VISA/hVISA sikhi@l acisindan incelenmistir. Bu ¢alismada da yontem
olarak Etest makrometod kullaniimis ve 1 (%4.54) hVISA izolati saptanmistir
(16). Her iki cahismada da hVISA izolatlarinin tanimlanmasinda altin standart

olarak kabul edilen PAP-AUC yontemi kullaniimamistir.

Bizim calismamiz g¢ocuk hastalarda hVISA sikhdinin, altin standart
yontem olan PAP-AUC ile arastirildigi ilk c¢alisma olma &zelligini
tasimaktadir. Saptanan ylksek hVISA oraninin bazi sebepleri oldugu
dusundlmektedir. Birincisi, birgok ¢alismada tum izolatlara altin standart olan
PAP-AUC yo6teminin uygulanmadigi gorulmektedir (66, 91, 93). Cesitli tarama
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yontemlerinin uygulanmasinin ardindan sadece supheli izolatlara PAP-AUC
yonteminin uygulanmasi; hatta bazi c¢alismalarda bu yontemin hig
uygulanmamasi (10, 94) hVISA izolatlarinin gézden kaciriimis olabilecegini
dusundurmektedir. Bizim c¢alismamizdaki izolatlarin tamamina PAP-AUC
yonteminin uygulanmasi sonucu, daha fazla hVISA izolatinin yakalanmis
olmasi miumkiindir. ikincisi ise; calismamiza her hastadan tek MRSA izolati
dahil edilmesine ragmen, bu izolatlarin genetik yakinliklari aragtirilmamigtir.
Dolayisiyla ayni hVISA izolatlarinin birden fazla hastadan izole edilmis
olmasi mumkundur. Caligmamizda saptanan hVISA orani yuksekliginin
nedenlerinden biri de bu olabilir. izole edilen hVISA suslarinin genetik
yakinhginin aragtirlmasi amaciyla uygulanabilecek molekuler yontemlerin,

bu konuda yardimci olacagi dustunulmektedir.

Calismamizda hVISA oraninin  saptanmasi amaciyla Etest
makrometod da kullaniimigtir. Etest makrometod, hVISA izolatlarinin
saptanmasiyla ilgili yapilan birgcok c¢alismada diger yontemlerle
karsilagtinldiginda PAP-AUC yontemine daha yakin duyarhlik ve 6zgullik
degerlerine sahip bir yontemdir (9, 14, 55, 61). Calismamizda Etest
makrometodun sonuglari, altin standart yéntem olan PAP-AUC ile
karsilastinimig; duyarlihk ve 6zgullugu sirasiyla %71.4 ve %91.4 olarak
saptanmistir. Ayrica artan vankomisin MIK degerleriyle Etest makrometod
pozitifligi arasinda paralel bir iligki bulunmustur. Vankomisin MiK degeri 0.5
ug/ml olan suslarda Etest makrometod pozitifligi saptanmazken, MIiK degeri 1
ug/ml olan suslar arasinda %7.8; MiK degeri 2 ug/ml olan suslar arasinda ise
%50 oraninda Etest makrometod pozitifligi saptanmistir. Artan vankomisin
MIK degerleriyle, Etest makrometoda gore hVISA olarak bulunan izolat orani
da artis gostermis, bu artis istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (Sekil 4.9,
p<0.001). Etest makrometodun duyarllik ve 6zgullik degerleri umut verici
olmasina ragmen, dunyanin farkh yerlerinde yapilan c¢aligmalarda bu

degerlerde de farkliliklar gorulmektedir.

Amerika Birlegsik Devletlerinde yapilan ve sonuglari 2011 yilinda
yayinlanan bir ¢alismada, kandan izole edilen ve mikrodilisyon yontemi ile
vankomisin MIK degeri 2 ug/ml olarak bulunan 148 MRSA susu arasindaki
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hVISA sikhgr arastinimigtir (95). Calismadaki hVISA orani PAP-AUC
yontemiyle %15 olarak saptanmistir. Etest makrometodun sonuglari PAP-
AUC yontemi ile kargilastiriimig, duyarllik ve 6zgulligu sirasiyla %57 ve %96

olarak bulunmustur.

Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan bir diger ¢alismada kandan
izole edilen 485 adet MRSA susu arasindaki VISA/hVISA sikhi@i arastiriimis;
Etest makrometodun VISA/hVISA saptamadaki duyarlihdr %75, 6zgullugu ise
%89 olarak saptanmistir (96).

Bircok merkezin katildigi diger bir caligmada, daha onceden referans
yontemlerle vankomisin duyarliliklari belirlenen 5 VSSA, 5 hVISA ve 5 VISA
izolati kullanilmistir (58). Calismaya, bu izolatlarin her birinden 3’er adet
olmak Uzere toplam 45 adet izolat dahil edilmigtir (15 VSSA, 15 hVISA, 15
VISA). Bunlara ek olarak, VSSA izolati olan ATCC 29213, referans hVISA
izolati olan Mu3 ve referans VISA izolati olan Mu50’den birer adet olmak
Uzere 3 adet izolat da galismaya alinmistir. Toplam 48 adet izolat, diinyanin
cesitli yerlerinde bulunan ve bu izolatlarin vankomisin duyarhlik paternlerini
bilmeyen 12 adet laboratuvara gonderilmistir. Laboratuvarlardan bu izolatlari
vankomisin duyarliliklar yonunden incelemeleri istenmisgtir.
Laboratuvarlardan bazi agar tarama yontemleri ve Etest makrometodu da
kullanmalari istenmistir. Sonug¢ olarak tum laboratuvarlardaki sonuglarinin
ortalamasi alindiginda, Etest makrometodun hVISA izolatlarini saptamadaki
duyarliligi %69.3; 6zgullugu ise %89.09 olarak bulunmustur. Ayrica agar
tarama plaklariyla elde edilen sonuglarla karsilagtirildiginda, Etest
makrometodun sonuglarinin laboratuvarlar arasinda daha az degiskenlik

gOsterdigi vurgulanmistir.

Etest makrometodun hVISA izolatlarinin saptanmasindaki duyarhlik ve
Ozgullugu birgok calismada diger yontemlerden Ustun bulunmustur. Fakat
Etest makrometodda da farkli calismalarda farkh duyarliik ve 6zgulluk
degerlerinin ortaya ¢iktigi gértilmektedir. Gunumuzde uretici firma tarafindan,
Etest makrometodda kullaniimasi onerilen bakteri sispansiyonu hacmi 100

pi'dir. Fakat bazi calismalarda 50 pl veya 200 pl hacminde bakteri
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suspansiyonlarinin kullanildigi  gorulmektedir (10, 86). Dolayisiyla farkh
hacimlerde kullanilan bakteri sispansiyonlarinin (50, 100, 200 ul), duyarlilik
ve 6zgullik sonuglarinda da farkhliklara neden olabilecedi diustnutlmektedir.
Calismamizda Etest makrometodun duyarliigi (%71.4), 6zgullugune (%91.4)
gore dusuk bulunmustur. Bir tarama testinde aranan o6zellik duyarlihdinin
yuksek olmasidir. Calismamizda saptanan duyarlilik orani (%71.4) ¢ok disik
bir deger olmasa da, bu degerin artmasiyla bircok hVISA izolatinin daha
yakalanabilecegi tahmin edilmektedir. GuUnimuzde, Etest makrometod igin
uretici firma tarafindan onerilen bakteri sispansiyonu hacmi olan 100 pl’'nin
degistiriimesi duyarhligin artmasini saglayabilir. Bir bagska se¢enek de Etest
makrometodda, hVISA tanisinda kullanilan direng sinir degerlerinin
(vankomisin ve teikoplanin MIK =8 ug/ml veya sadece teikoplanin MiK =12
pg/ml) degistiriimesi olabilir. Bu veya baska bazi degisikliklerle Etest
makrometodun duyarhliginin artirilabilecegi ve daha uygun bir tarama testi

haline getirilebilecegi dusunulmektedir.

Calismamizda arastirilan bir diger konu, MRSA izolatlarinin
vankomisin MiK degerlerinde yillar icerisinde bir artis olup olmadigidir (MIC
creep). 2001 ile 2011 yillari arasinda vankomisin MIK degerlerinde
istatistiksel olarak anlaml olabilecek bir artis bulunamamistir (p=0.79,
Spearman testi). Son 2 yilda (2010 ve 2011) izole edilen MRSA suslarinin
vankomisin MiK degerlerinin geometrik ortalamalari sirasiyla 1 ve 0.71 olarak
bulunmus; onceki yillara gore bir duglus gozlemlenmistir. 2010 ve 2011
yillarinda sirasiyla sadece 3 ve 2 MRSA susu izole edilmistir (Tablo 4.1).
Dolayisiyla, izolat sayisinin diisik olmasi nedeniyle vankomisin MIK
degerleri ortalamalarinin guavenilirligi son 2 yil icin tartismalidir. 2001 yilindan
2009 yiina kadar, cocuk hastalardan ortalama 10 izolat/yil MRSA izole
edilirken; 2010 ve 2011 yillarinda sirasiyla sadece 3 ve 2 MRSA izole edilmis
olmasi, dikkati ¢ceken bir noktadir. Son 2 yilda izole edilen MRSA izolati
sayisi onemli oranda dusmustir. Bu disuslin nedeni tam olarak
bilinmemekle birlikte; enfeksiyon kontrol &nlemlerinin siki bir sekilde

uygulanmaya baslanmasi, dnemli nedenlerden biri olabilir.
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Gram pozitif bakteri enfeksiyonlarinda vankomisine alternatif
antibiyotiklerden birisi olan daptomisinin etkinligi de c¢alismamizda
arastinimistir. Daptomisin, sadece gram pozitif bakterilere etkili olup,
membranda ani bir depolarizasyona yol agmakta; bunu takiben DNA, RNA ve
protein sentezinin durmasiyla hucre Olimune neden olmaktadir.
Calismamizdaki MRSA izolatlarinin tamami, hem mikrodilisyon hem de
Etest yontemiyle, daptomisine duyarli olarak bulunmustur. Daptomisin igin £1
dilisyon ve #2 dilisyon farki dikkate alinarak mikrodiliisyon ile Etest MiK
degerleri arasindaki uyum incelendiginde, uyum oranlari sirasiyla %88.3 ve

%100 olarak bulunmustur.

Dinyanin farkli bodlgelerinde yapilan calismalarda da bizim
calismamizla uyumlu olarak, daptomisinin MRSA izolatlarina kargl yluksek

etkinlik gosterdigi saptanmistir.

Ulkemizin de icinde bulundugu toplam 11 Avrupa (lkesi ve israil'in
katildigi genis bir calismada 800 MRSA izolatinin tamami daptomisine

duyarli olarak bulunmustur (78).

Tayvan’da yapilan ve 2006-2008 yillari arasinda kandan izole edilen
470 MRSA izolatinin dahil edildigi calismada, izolatlarin %98.8’i daptomisine

duyarh olarak bulunmustur (79).

Amerika Birlesik Devletleri’nde vyapilan, 32 merkezin katilimiyla
gerceklesen ve 2005-2010 vyillari arasinda izole edilen toplam 22858
(%53.3'"0 MRSA) S.aureus izolatinin dahil edildigi genis kapsamli bir
calismada S.aureus izolatlarinin %99.94’Unln daptomisine duyarl oldugu

saptanmigtir (80).

Ulkemizde yapilan ve sirasiyla 175 ve 299 adet MRSA kan izolatinin
dahil edildigi iki gahismada daptomisine kargi direng saptanmamistir (89, 90).
Yine Ulkemizde yapilan ve 49 MRSA izolatinin daptomisin duyarliliklarinin
arastirldigi bir calismada, izolatlarin tamami daptomisine duyarli olarak

bulunmustur (97).
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Daptomisin, MRSA’larin da icinde oldugu diren¢li gram pozitif
bakterilere kargi gosterdigi yuksek etkinlik nedeniyle umut verici bir antibiyotik
gibi gorunmektedir. Metisiline direngli S.aureus izolatlarinda ilk segenek
olarak kullanilan glikopeptid sinifi antibiyotiklere karsi diren¢ sorununun
gundeme gelmesiyle birlikte, daptomisinin alternatif antibiyotikler arasindaki

oneminin daha da artacagi kanisindayiz.

Sonug olarak, calismamizdaki vankomisin MiK degeri 2 pg/ml olan
MRSA izolatlarinin %29.8’lik oraninin, dnemsenmesi gereken bir nokta
oldugunu diisiinmekteyiz. Vankomisin MIK degeri 2 pg/ml olan izolatlarin
%53.6’sinin hVISA olarak saptanmasi ve tim hVISA suslarinin %75’inin,
vankomisin MiK degeri 2 pg/ml olan suslar arasindan izole edilmesi bu
diguncemizi daha da kuvvetlendirmektedir. Daha Once deginilen ve
VISA/hVISA izolasyonunun klinik dneminin vurgulandigi birgok calisma da
g6z onunde bulunduruldugunda, bu izolatlarin saptanmasinin bluyuk onem
tasidigi anlasiimaktadir. Dolayisiyla vankomisin MiK degeri 2 pg/ml olarak
saptanan MRSA izolatlarinin hVISA olasihdl agisindan incelenmesinin,
klinikte uygulanacak tedavinin yonlendiriimesi agisindan buylk katkisi
olacaktir. Bu izolatlarin saptanmasinda tarama testi olarak Etest
makrometodun kullanilabilecegi dusunilmekle birlikte bu yéontem ile VSSA
olarak saptanan bir izolatin da, aslinda hVISA olabileceg@i akilda tutulmalidir.
Etest makrometodda kullanilan besiyeri, bakteri sispansiyonu hacmi ve/veya
direng sinir degerlerinin  degistirilerek  bu yontemin  duyarliiginin
artirilabilecegi  dusunidlmektedir. Bununla birlikte; hVISA izolatlarinin
tanimlanmasinda, PAP-AUC yontemine kiyasla daha az zaman alan,
uygulanmasi kolay ve duyarlilik ile 6zgulligu yuksek baska yodntemlerin
geligtirimesine  ihtiyag  oldugu  goérulmektedir.  TUm  mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda rutinde uygulanabilecek standart, uygulamasi kolay,
maliyeti dusuk, duyarliik ve 6zgulligu yuksek bir yontemin bulunmasiyla
hem hVISA izolatlarinin daha hizli bir sekilde saptanmasinin, hem de hVISA
epidemiyolojisinin  daha dogru bir gekilde degerlendiriimesinin 6nu
acllabilecektir.
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