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1.GIRIS

Staphylococcus aureus, tiim diinyada toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlara yolagan
en dnemli etkenlerden biridir. Ozellikle yogun bakim iinitelerinde olmak iizere metisilinedirengli
S.aureus (MRSA) enfeksiyonlari giderek artan oranlarda rapor edilmektedir (1,2).

Giliniimiizde MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde en sik kullanilan ilaglar vankomisin ve
teikoplanin olmak iizere glikopeptid grubu antibiyotiklerdir. Glikopeptidlerin yan1 sira linezolid,
daptomisin ve tigesiklin gibi yeni antibiyotikler de kullanilmaktadir. Ancak ne yazik Ki
stafilokoklarda antibiyotiklere kars1 goriilen hizli direng gelisimi hem glikopeptid grubu ilaglara
hem de yeni gelistirilen ilaglara karsi da ortaya ¢ikmugtir (3).

Bindokiizyiizdoksanalti yilinda VISA (Vancomycin-intermediate S.aureus) izolatlari
VISA suslarinin ortaya ¢ikmasindan kisa bir siire sonra 1997 yilinda Hiramatsu ve arkadaslari,
"heterojen VISA (hVISA)" olarak adlandirilan yeni bir vankomisin direng tipi tanimlamislardir.
"Mu 3" olarak adlandirilan ilk hVISA izolatindan sonra bir¢ok iilkeden degisen oranlarda olmak
iizere hVISA izolatlar1 bildirilmistir . Stafilokoklarda gézlenen bu direng gelisimini takiben ilk
kez 2002 yilinda Michigan'da bir diyaliz hastasinda vankomisine direngli S.aureus (VRSA)
izolat1 tanimlanmistir. Bugiine kadar, tiim diinyada VRSA enfeksiyonunun goriildiigii 11 olgu
mevcuttur (4,5,6,).

VRSA da bakteriler vankomisine karsi ¢ok yiiksek MIK degerlerine sahip oldugundan,
rutin duyarhilik testlerinde tespit edilebilmektedir. VISA/hVISA suslarinin ise laboratuvarlarda
uygulanan rutin duyarhilik testleriyle saptanmasi giictiir. Glikopeptid grubu antibiyotiklere kars:
yalanci duyarli olarak saptanmalari, bu suslarla gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde basarisizliga
yol agabilmektedir. Bu izolatlarin saptanmasi1 amaciyla, vankomisin i¢eren beyin-kalp infiizyon
agar (BHIA) ile tarama, standart E-test, makro E-test ve PAP-AUC (population analysis profile-
area under the curve; popiilasyon analiz profili-egri altinda kalan alan) olmak ftizere farkli
yontemler kullanilmistir. Popiilasyon analiz profili (PAP-AUC), bu suslarin tespitinde halen altin
standart yontemdir. Bu izolatlarin 6zellikle glikopeptid kullanimi yogun olan merkezlerdeki
prevalanslarinin bilinmesi, tedavilerin diizenlenmesine yardimci olabilir (7,8,9).

Bu ¢alismaya Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezine 2009-2013 agustos tarihleri
arasinda polikliniklerden bagvuran ve hastanede yatan hastalardan rutin olarak Tibbi

Mikrobiyoloji Laboratuvarina génderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 52 MRSA susu



almmistir. Bu suslarda agar tarama, standart E test, makro E-test, buyyon mikrodiliisyon ve PAP-

AUC yontemleriyle VISA ve hVISA izolatlariin sikliginin arastirilmasi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Stafilokoklar

2.1.1. Tarihge

Staphylococcus’lar1 1878’de Robert Koch tanimlamis, 1880°de Pasteur sivi besiyerinde
iretmis ve 1881°de Alexander Ogston fare ve kobaylar i¢in patojen olduklarini vurgulamistir.
Rosenbach 1884’de beyaz renkli kolonileri Staphylococcus albus, sari-portakal rengi kolonileri
ise Staphylococcus aureus olarak isimlendirmistir. Kraus ve Clairtmont tarafindan bakterinin
1900‘de alfa toksini, Glenny ve Stevens tarafindan 1935°‘de beta toksini bulunmustur.
Todd ve arkadaglarinca 1978’de yeni bir hastalik olarak "Toksik Sok Sendromu:TSS"
tanimlanmistir (10).

Staphylococcus cinsi ismini, hiicrelerinin tireme esnasinda {iziim salkimi gériiniimiinde
iiremelerinden almistir. Buna karsilik klinik 6rneklerde bakteriler tek tek, ciftler halinde veya kisa
zincirler seklinde goriilebilirler. Stafilokoklarin ¢ogu 0,5-1,5 pm ¢apinda, hareketsiz, fakiiltatif
anaerobik, yiiksek konsantrasyonda tuz igeren besiyerlerinde (6rn: % 10 NaCl) ve 18-40 °C
araliklarinda tireyebilmektedirler. Bu bakteriler insanlarin deri ve miikoz membranlarinda
bulunabilmektedirler. Ornegin S.aureus insanda burun deliklerinde, S.capitis yag bezlerinin
bulundugu yerlerde (6rn:alin), S.haemolyticus ve S.hominis apokrin bezlerinin bulundugu
yerlerde (6rn:koltuk altlar1) bulunurlar. Stafilokoklar insan i¢in 6nemli patojenlerden olup deri
yumusak doku, kemik, liriner sistem enfeksiyonlarima ayrica firsat¢1 enfeksiyonlar gibi hayati
tehdit eden sistemik hastaliklara neden olmaktadir (11).

S.aureus’larin antibiyotik direnci ilk kez, 1930’Iu yillarda klinik kullanima giren siilfona-
mid grubu antibiyotiklere karsi tanimlanmis ve bu direng¢ giinlimiizde linezolid, daptomisin gibi
yeni antibiyotiklere kadar uzanmistir. S.aureus izolatlar1 ile meydana gelen enfeksiyonlarda
goriilen mortalite hiz1 1941 yilinda penisilin G’nin klinikte kullanima girmesinden 6nce % 80’leri
bulmustur. Penisilin G kullanima girdikten sonra sonra S.aureus’a bagli 6liimciil enfeksiyonlar,
dramatik olarak azalma gostermistir. Bu siire¢ ¢ok uzun siirmemis, ilk kez 1942 yilinda
penisilinaz enzimi sentezleyen izolat saptanmistir. Bunu takip eden yillarda sadece hastane
kaynakli degil toplum kaynakli izolatlarda da penisilin direnci goriilmeye baslanmistir.Daha
sonraki yillarda penisilinaz {lireten izolatlarin sayis1 giderek artis gostermis, giinlimiizde % 90-
95’lere ulagmustir. Penisilinaz enziminin yol a¢tig1 bu direng sorunu, 1959 yilinda beta-laktamaz

enzimine dayanikli yari sentetik bir penisilin olan metisilin ile ortadan kaldirilmistir. Ancak,



metisilin kullanimmin baslamasindan sadece 2 yil sonra, 1961 yilinda Ingiltere’de Colindale
Hastanesinde ilk MRSA izolati (COL izolat1) tanimlanmistir. Bunu takip eden yillarda hastane
kaynakli MRSA izolatlar1 tiim diinyada goriilmeye baslanmistir. Bindokuytlizdoksanli yillardan
sonra ise toplum kaynakli MRSA izolatlar1 ortaya ¢ikmistir(12). 1956 yilinda vankomisin
kullannrma girmis, ancak ilk yillarda saf preperatlarinin hazirlanamamis olmasindan ve yan
etkilerinden dolay1 bir siire sonra terkedilmis, ancak MRSA grubu bakterilerin yaygin hale
gelmesiyle 1980’11 yillarin basinda tekrar kullanilmaya baglanmis ve bu enfeksiyonlarin basariyla
tedavi edilmesini saglamistir (13). Ancak stafilokoklar, bu ilaca karsi da direng gelistirmeye
baslamis ve vankomisin orta derece duyarli(intermediate) S.aurcus (VISA) ilk sus 1997°de
Japonya’dan bildirilmis; takip eden yillarda ABD, Fransa, Kore, Gliney Amerika, Brezilya ve
Iskogya gibi pek ¢ok iilkeden azalmis vankomisin duyarliligini bildiren ¢alismalar rapor edilmis;
bu da stafilokoklarda vankomisin direncinin global bir sorun olduguna isaret etmistir(14).
Ikibiniki yilma gelindiginde ilk kez vankomisin-direncli (resistant) S.aureus (VRSA) susu

tanimlanmistir(15).

2.1.2. Morfoloji ve tammlama

Stafilokoklar gram pozitif birden fazla diizlemde béliindiikleri i¢in {iziim salkimi
gorlinlimiinde diizensiz kiimeler yapan kiiresel hiicrelerdir. Siv1 kiiltiirlerde tekli, ikili, tetrat veya
zincir yapmis olarak da goriiliirler. Bakteri 0,5-1,5 um c¢apinda, hareketsiz, sporsuz, aerobik,
fakiiltatif anaerobik, yiiksek konsantrasyonda tuz igeren besiyerlerinde (6rn: % 10 NaCl) ve
18-40 °C araliklarinda iireyebilmektedir. Streptokoklardan ayirt edilmelerinde kullanilan katalaz
enzimi Uretirler. Gaz olusturmadan laktik asit {ireterek karbonhidratlar1 yavas hizla fermante
ederler (16).

Bircok rutin besiyerinde ireyebilirler, ancak en tipik tremeleri kanli agardadir.
Kanli agarda 18-24 saatte 1-4 mm ¢apinda yuvarlak, diizgiin, kabarik, mat, S tipinde koloniler
olustururlar. S.aureus koékenlerinin ¢ogunda sar1 pigment ve 3 hemoliz goriiliir. S. epidermidis ve
S. Saprophyticus’un bazi kokenlerinde de sar1 veya turuncu pigment ve hemoliz goriilebilir (11).
Kolonilere altin sarist rengini karotenoid pigmentleri vermektedir. Mikrokapsiile sahip suslar
mukoid koloni olusturabilirler.
Klinik materyalden stafilokoklar1 izole etmek i¢in selektif besiyeri olarak mannitol salt agar

kullanilabilir. Bu agar % 10 NaCl, mannitol ve pH indikatorii olarak fenol kirmizisini igerir. Bu



besiyerinde yiiksek konsantrasyonda NaCl varliginda iireyebilen S. aureus mannitolu fermente
ederek sar1 hale ile ¢evrili koloniler olusturur. % 5 koyun kanli agarda 24 saatte tirerken, mannitol
ve NaCl agar ve diger selektif besiyerlerinde lireme igin en az 48—72 saat inkiibasyon gerekli
olabilmektedir (17,18). Stafilokoklar kuruluga, 1siya (50 °C 1siya 30 dk dayanirlar) ve % 9
sodyum kloriire direnglidirler, fakat % 3 hekzakloklorofen gibi belirli baz1 kimyasallarla hemen
inhibe olurlar (16).

Dogada yaygin olarak bulunan stafilokok’lar; Planococcus, Micrococcus, Stomatococcus
ve Staphylococcus'un da iginde bulundugu Micrococcaceae ailesi iginde yer alan 4 cinsten
biridir. Ancak DNA-r RNA hibridizasyon, 16S rRNA sekans analizi ve kemotaksonomik
analizler (hiicre duvar yapisi, hiicresel yag asitleri) sonrasinda stafilokoklar; Gamella,
Macrococcus ve Salinicoccus ile birlikte Firmicutes filum’un da aile V, genus 1°de
(Staphylococcaceae) yer almistir (17,19,20,21,22).

Staphylococcus cinsinde en az 35 tiir vardir. Klinik 6nemi olan ii¢ tiir Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, ve Staphylococcus saprophyticus‘tur. Staphylococcus
aureus diger iki tiirden koagulaz pozitif olusuyla ayrilir (16). Staphylococcus spp DNA'sinda
guanin +sitozin oran1 (G+S) % 30-40 arasinda degismektedir. S. aureus’un genomunun guanin-
sitozin (G+C) orant % 32 dir. Yaklasik 2400 baz ciftli gen tastyan 2.8 Mb’lik sirkiiler bir
kromozom, genomun % 84.5’ini olusturan 2600 Open Reading Frame (ORF) bolgesi, profajlar,
plazmidler ve transpozonlara sahiptir. Bakteri en sik transdiiksiyon yolu ile viriilans ve direngten

sorumlu genlerini aktarir (23,2).

2.1.3.8taphylococcus aureus’un virulans faktorleri

2.1.3.1.Kapsiil ve Slime Tabakasi

S.aureus suslarinda 11 kapsiil serotipi belirlenmistir. Stafilokoklarin ¢ogu polisakkarit
yapida bir mikrokapsiile sahiptirler. Kapsiil in vivo ortamda daha belirgindir, ancak in vitro
kosullarda da saptanabilir. Kapsiil bakteriyi polimorfoniikleer 16kositlerin (PMNL) fagositozunu
engelleyerek korumaktadir. Serotip 1 ve 2 insanda nadiren hastalik olusturan tipler ile
iligkilidirler ve ¢ok kalin bir kapsiil ve mukoid goriiniislii koloniler olusturur. Serotip 5 ve 8 insan
enfeksiyonlarina en sik neden olan tiplerdir ve insan enfeksiyonlarmin yaklasik % 75’inden
sorumludur. Tip 8’in Toksik Sok Sendromu Toksini (TSST) liretimi, tip 5° in ise metisilin direnci

ile iligkili olduklar1 gdsterilmistir (30,31).



Slime tabakas1 ilk kez Christensen ve arkadaglari tarafindan gosterilmis gevsek bagl ve
suda coziinen bir film tabakasidir. Daha ¢ok KNS’larda (Koagiilaz Negatif Stafilokoklarin)
bulunur. Monosakkaritler, proteinler ve kiiciik peptidler igerir ve stafilokoklarin ¢ogu tarafindan
farkli miktarlarda yapilmaktadir, cok kuvvetli antijenik yapidadir. Bakterinin eklem, doku,
kateter, greft, sant, prostetik kapak gibi yabanci cisimlere tutunmasini saglamaktadir. Slime

tabakasi olusturabilen KNS suslarinin daha viriilan ve antibiyotiklere daha diren¢li olduklar1
bildirilmektedir (30,32).

2.1.3.2.Hiicre Duvanr Yapisi
Stafilokoklarin hiicre duvari; peptidoglikan, teikoik asit ve protein A komponentlerinden
olusur. Hiicre duvarinin ana komponenti duvarin % 50’sini olusturan peptidoglikandir.

(10,17,21).

2.1.3.2.1.Peptidoglikan tabaka

Peptidoglikan, 6zellikle gram-pozitif hiicre duvarmin yarisini olusturur. B 1-4 glikozid
baglar1 ile baglanan N-asetil glukozamin (NAG) ve N-asetil muramik asit (NAMA) alt
gruplarindan olusur. Disakkarid bir yapt ve NAMA’e bagli D ve L aminoasitlerinden olusmus
pentapeptid zincirden olusmaktadir. Gram-pozitif bakterilerde ¢ok sayida c¢apraz baglanmis
katmanlar bulunmakta ve hiicreyi daha saglamlastirmaktadir. Peptidoglikan tabakasinin
yapiminda gorev alan enzimler penisilin baglayan proteinler adini alir ve penisilin ile diger beta-
laktam antibiyotiklerin hedefidirler. Peptidoglikan endotoksin benzeri aktiviteye sahiptir;
endojen pirojenlerin liretimini stimule eder, komplemani, monositlerden interlokin-1 {iretimini ve

PMNL’lerin (polimorfoniikleer 16kositlerin ) agregasyonunu aktive eder (30,33).

2.1.3.2.2. Teikoik asit

Teikoik asit hiicre duvarinin % 30-50’sini olusturan diger bir 6nemli komponenttir.
Fosfodiester baglar ile bagl ribitol fosfat polimerlerinden olusur. Ribitol teikoik asit S. aureus
icin Ozglldiir. Teikoik asit yalnizca gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinda peptidoglikana
tutunmus halde bulunur. Hiicre yiizeyinde negatif yiik olusturarak cesitli metal iyonlarinin,
katyonlarin lokalizasyonunda rol oynar, hiicrenin boliinmesini saglayan otolitik enzimlerin

aktivitesini kontrol eder (17,21,34,35). Teikoik asit mukozalarda bulunan 6zgiil reseptorler



(fibronektin, fibrinojen, laminin, trombospondin, vitronektin, elastin, sialoprotein ve kollajen) ile
birleserek S. aureus’un konaga adherensini saglar. Inflamatuvar hiicrelerin kemotaksisini inhibe
etme, antikor iiretimini sitimiile etme gibi viriilans faktorii olarak ve hiicre duvarlarin rijit ve

cabuk yenilenebilir olmasinda 6nemli rol oynar (21,34,35).

2.1.3.2.3.Protein A

S.aureus’ta ii¢ tip stafilokokal protein A (SpA) saptanmistir. S.aureus’un hiicre duvarinda
bulunur. Kovalent olarak peptidoglikan tabakaya baglanmistir. Protein A nin kemotaktik,
antikomplemanter ve antifagositik etkileri vardir. IgG3 disindaki tim IgG ve IgA2 ile bazi
IgM’in Fc reseptorlerine baglanir. Protein A immunojeniktir. Ekstraseliiler Protein A’nin antikora
baglanmasi ayn1 zamanda immun kompleks olusumu ve sonrasinda da komplemanin tiikketimine
neden olur. S.aureus’ta Protein A’nmin varligi koaglutinasyon test prosediirlerinin temelini
olusturur. Bu teknik farkli antijenlere yonelik olan antikorlarin nonspesifik tasiyicisi olarak

laboratuvarda organizmalarin tanimlanmasi i¢in kullanilir (10,17,21).

2.1.3.3. Toksinler

S.aureus bes farkli sitolitik veya membran hasar1 yapan toksin (alfa, beta, delta, gama ve
Panton-Valentin Lokosidin (PVL)), iki eksfolyatif toksin, sekiz enterotoksin (A-G, G-1) ve toksik
sok sendrom toksin-1 (TSST-1) gibi ¢ok sayida toksin tiretebilmektedir (30).

2.1.3.3.1.Sitolitik veya Membran Hasar1 Yapan Toksinler:
Sitolitik toksinler daha 6nceden hemolizinler olarak tanimlanmistir ancak bu yanlis bir
tanimlamadir. Alfa, beta, delta, gama toksinin etkisi sadece kirmizi kan hiicreleri ile sinirh

degildir. Sitotoksinler nétrofilleri de hemoliz ederler (30).

2.1.3.3.1.1.Alfa Toksin:

S.aureus’un bir c¢ok susu tarafindan iiretilir. Ilk kez 1900°de Kraus ve Clairmont
tanimlamigtir. Hem bakteriyel kromozom hem de plazmid tarafindan kodlanabilen 33.000 Da
polipeptidden olusur. Bu toksin, kan damarlarindaki diiz kaslar1, eritrosit, 16kosit, hepatosit ve
trombositleri pargalar. Monositler bu toksine direnglidir. Memeli hiicrelerinde porlar olusturarak

inflamatuvar yanit1 indiikler. Por olusumunu takiben, hiicreden hizli bir sekilde K+ atilimi1 ve



hiicreye Na+, Ca+2 ve diger kiiclik molekiillerin alim1 gergeklesir. Sonugta hiicrelerde sisme ve
parcalanma meydana gelir. Eritrositler alfa-toksine en duyarli hiicrelerdir. Potansiyel
norotoksindir, subkutan olarak verilirse nekroza yol acar. Koyun kanli agarda iireyen bazi

S.aureus kolonilerinin etrafinda gézlenen B- hemoliz zonundan bu toksin sorumludur (30,31,32).

2.1.3.3.1.2.Beta toksin

Sfingomyelinaz C olarak da adlandirilan 35 kD’lik 1s1ya duyarl bir proteindir. Ik kez
1935’te Glenny ve Stevens tarafindan tamimlanmustir. Beta hemolizin sfingomiyelin ve
lizofosfotidilkolin icin spesifiteye sahiptir ve eritrosit, fibroblast, 16kosit ve makrofajlar1 da i¢eren
cogu hiicre i¢in toksiktir. Alfa hemolizinle birlikte stafilokokal hastaliklarin karakteristik 6zelligi

olan abse formasyonu olusumundan ve doku yikimindan sorumludur (17,21,36).

2.1.3.3.1.3.Delta toksin

Bu toksin koagiilaz negatif stafilokoklarin % 50-70’inde ve S.aureus suslarinin %
97’sinden fazlasi tarafindan iiretilen 3 kD’lik bir polipeptittir. ilk kez 1947°de Williams ve
Harper tarafindan tanimlamistir. Nispeten 1siya dayaniklidir. Antijenik 6zelligi yoktur.
Eritrositleri ve diger memeli hiicreleri oldugu kadar, hiicre i¢i membran yapilarini da etkileyen
genis spektrumlu sitolitik aktiviteye sahiptir. Delta hemolizin kismi nonspesifik membran
toksisitesi ile deterjan benzeri etki gostererek, hiicre membraninda porlar olusturur. Ayrica

adenilat siklaz1 aktive ederek cAMP salinimina neden olur ( 17,21,29,37).

2.1.3.3.1.4.Gamma Toksin:

[k kez 1938’ de Smith ve Price tarafindan tanimlanmis, Mollby Wadstron tarafindan elde
edilmistir. Gama toksin ve PVL bikomponent toksinlerdir. S (slow eluting proteins) ve
F (fast eluting proteins) olmak iizere iki polipeptid zincirinden olusurlar. Alt1 S protein (LukSPV,
LukE, LukM, HIgA, HIgC, LukSI) ve 5 F protein (LukFPV, LukD, LukF’PV, HigB, LukFTI)
tanimlanmistir. Bu toksinlerin noétrofil, makrofa; lizisi ve hemolitik aktiviteleri vardir.
Por olusumunu takiben permeabilite artig1 ve osmotik gegirgenligin bozulmasi sonucu hiicre lizisi

gerceklesir(29,31,32,38).



2.1.3.3.1.5.Panton — Valentin Lokosidin (PVL)

Panton-Valentin 16kosidini (PVL), insan polimorfoniikleer hiicreleri ve 1okositler
iizerindeki 0zgiil litik aktivitesiyle por olusturarak l6kositlerin yikimina ve doku nekrozuna yol
acar. PVL’ini kodlayan genler, Prevost ve arkadaslar1 tarafindan klonlanip, sekanslanarak
IukS-PV ve IukF-PV olarak adlandirilmistir. PVL toksini 16kotoksiktir, ancak hemolitik etki
gostermez. Hastane ortaminda saptanan MRSA suslarinin en az % 5’inde saptanirken toplum

kokenli MRSA suslarinin tamaminda saptanmaktadir (30,32,39).

2.1.3.3.2.Eksfolyatif Toksinler

[k kez 1971°de bulunan toksin Eksfolyatif toksin A (ETA) ve Eksfolyatif toksin B (ETB)
olmak iizere 24 kDa agirhiginda iki proteinden meydana gelen bir toksindir. Stafilokokal
enfeksiyonlarin vezikiiler ve eksfoliyatif deri lezyonlarindan (Stafilokokal haslanmis deri
sendromu) sorumludur. S.aureus tiirlerinde toksin iiretiminin prevalansi cografik cesitlilik
gostermekle birlikte genellikle % 5-10’dan azdir. Bu iki protein biyokimyasal ve immiinolojik
olarak farklidir, fakat biyolojik aktiviteleri birbirine benzer. ETA 1s1ya direngli ve kromozomal
iken, ETB 1s1iya duyarli ve plazmid kaynaklidir. Ortak ozellikleri siiperantijen olmalart ve
proteolitik aktiviteye sahip olmalaridir. Epidermiste stratum granulozum tabakasindaki hiicreler
arasindaki baglanmay1 saglayan desmoglein I’1 pargalarlar. Sonucta stratum granulozum derinin
alt tabakalarindan ayrilir. ETA ve ETB’den her ikisini veya sadece birini salgilayan S.aureus
suslar1 stafilokokal haslanmis deri sendromu (SHDS)’ na neden olur. Toksinin sitolitik ve
inflamasyon olusturucu etkisi yoktur. Bu yilizden lezyonlarda bakteri ve l6kosit goriilmez.
Epidermisin toksin ile karsilasmasi sonrasinda, koruyucu nétralizan antikorlar gelisir.
Stafilokokal haslanmis deri sendromu, kiiclik cocuklarda daha sik goriiliir, yetiskin ve biiyiik
cocuklarda nadir goriiliir (30,37,38).

2.1.3.3.3.Enterotoksin

S.aureus'ta 8 farkli enterotoksin (A-E, G-I) ve enterotoksin C’nin 3 subtipi
tanimlanmustir. Biitlin S.aureus suslarinin % 30-50’si bu toksinleri tiretmektedir. Enterotoksinler
100 °C’de 30 dakika 1sitmaya ve gastrik-jejunal enzimlerle hidrolize direnglidir. Bu nedenle

besin maddesi bir kere enterotoksin iireten stafilokoklarla kontamine olduktan sonra, yiyecegin



tekrar 1sitilmasi veya sindirim siireci, besin zehirlenmesi olusumunu 6nlemez. Stafilokoklar ile
kontamine olmus (dondurma, et gibi) besinlerin alinmasindan sonra 2-8 saatte kusma goriiliir,
bazen ishal de bu tabloya eslik edebilir. Enfeksiyon 24-48 saatte kendini sinirlar ve yalnizca
destek tedavisi yeterlidir. Enterotoksin A hastalikla en fazla iliskisi olan toksindir. Enterotoksin C
ve D kontamine siit {iriinlerinde bulunmustur. Enterotoksin B stafilokokal pseudomembrandz
enterokolit etkenidir. Belirli bir hayvan modeli bulunmadigindan toksin aktivitesinin kesin
mekanizmasi tam anlasilamamistir. Bu toksinler siiperantijen 6zelligi gosterirler. T hiicrelerinin
ve sitokin salimimiin nonspesifik aktivasyonuna neden olurlar. Mide ve jejenumdaki
karekteristik histolojik degisiklikler; epitelyum ve lamina propria altinda nétrofil infiltrasyonu ve
jejenumda firgamst sinir kaybini igerir. Mast hiicrelerinden inflamatuvar mediatorlerin
saliniminin, stafilokokal besin zehirlenmesinin &zelligi olan kusmadan sorumlu olabilecegi
distintiilmektedir (19,27,29,40).

2.1.3.3.4.Toksik Sok Sendrom Toksini-1 (TSST-1)

[Ik kez 1978 yilinda tanimlanmistir. Kromozomal kodlanir 22.000-Da agirliginda
proteolize dayanikli, ekzotoksindir. TSST-1 bir siiperantijendir, makrofaj ve T-lenfositlerden
nonspesifik sitokin saliniminin uyarilmasina neden olur. Toksik sok sendromu ates, hipotansiyon,
eritrodermi, mental konfiizyon ile karekterize multisistemik bir hastaliktir. Hastalik ilk olarak
hiperabsorbant tampon kullanan kadinlarda tesbit edilmekteyken giinlimiizde mensturasyonla
iligkilendirilemeyen TSS olgular1 artmistir. TSST-1 diisiik konsantrasyonlarda endotelyal
hiicrelerden si1zintiya neden olur, yliksek konsantrasyonlarda ise hiicrelere sitotoksik etki gosterir.
TSS da hipovolemik sok sonucu gelisen organ yetmezligi nedeniyle 6liim meydana gelebilir.
TSST-1 vajina veya yara bolgesinden mukozal bariyerlere penetre olabilir. Bu yiizden sistemik

etki ile TSS tablosuna neden olur (21,33).

2.1.3.4.Enzimler

2.1.3.4.1.Katalaz

Bu testle bakterinin katalaz enzimi icerip icermedigi arastirilir. Katalaz hidrojen peroksidi
oksijen ve suya parcalar. Lam iizerine bir damla % 3 liik hidrojen peroksit damlatilir, iizerine

bakteri kolonisinden bir miktar alinip konulur.
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Oksijen serbestlenmesini gosteren kabarciklarin olugmasi testin pozitif oldugunu gosterir. Katalaz
testi stafilokok ve mikrokoklarin (micrococcaceae) streptokok ailesinden ayirtedilmesini saglar.

Kan igermeyen besiyerinde lireyen bakteri kolonileri ile yapilir (16,33).

2.1.3.4.2.Koagiilaz

S.aureus hiicre duvarinda bulunan (clumping faktor-bagli koagiilaz) ve ektraselliiler
olarak salmnan (stafilokinaz- serbest koagulaz) iki c¢esit koagulaz enzimine sahiptir. Bagh
koagiilaz salinmayan hiicre duvarina bagli bulunan bir yiizey proteinidir. Bu faktor fibrinojene
direkt baglanarak fibrin aglar1 meydana getirir, boylece bakterinin kiimelesmesine yol acar.
Serbest koagiilaz ekstra selliiler olarak salinan hiicre dis1 bir proteindir. Plazma globulini olan
coagulase reacting factor (CRF) ile birleserek onu aktive eder, stafilotrombini olusturur.
Stafilotombinde trombin benzeri aktivite gostererek fibrinojeni fibrine doniistiiriir ve plazma
pihtilasir. Koagiilazin abse ¢evresinde fibrin ag1 olusturup enfeksiyonu lokalize ettigi ve bakteriyi
fagositoza karsi korudugu diisliniilmekle beraber viriilanstaki rolii tam anlasilamamaktadir.
Serbest koagiilaz 'tlip koagiilaz', baglh koagiilaz 'lam koagiilaz' olarak bilinir. Tiip koagiilaz
testinde serum fizyolojik ile 1:5 oraninda sulandirilmig tavsan plazmasina 24 saatlik kanli agar
plaginda olugsmus koloni eklenip emiilsifiye edilir, 37°C lik su banyosuna birakilarak 1,2,4,8 ve
24. saatlerde pihtinin olugmasi takip edilir. Lam koagiilaz i¢in temiz bir lam {izerine iki damla saf
su damlatilir, stipheli kolonilerden alinarak bu iki damlaya karistirtlip homojen hale getirilir.
Stispansiyonlarin birine bir damla plazma digerine bir damla serum fizyolojik damlatilip elde
cevirerek karistirtlir, 10-30 saniye sonra pozitif 6rnekte kiimelesme olur, kontrol damla homojen
kalir (16,17,28).

2.1.3.4.3.Lipaz

S. aureus suslarinin tamami koagiilaz negatif stafilokoklarin % 30’u bir ka¢ farkli lipaz
enzimi salgilarlar. Lipitleri hidrolize ederek stafilokoklarin viicudun sebase dokularinda
barinmasini saglayarak kutandz ve subkutandz dokularda yilizeyel cilt enfeksiyonu gelismesinde

rol oynarlar (17,21).
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2.1.3.4.4. Hyalurinidaz
Bag dokusunun hiicre olmayan matriksinde bulunan hyaluronik asidi parcalar. S. aureus
suslariin % 90’indan fazlas1 bu enzimi salgilarlar ve bakterinin bag dokusunda yayilmasini

kolaylastirir(21,27).

2.1.3.4.5.Deoksiriboniikleaz (DNaz)
Deoksiriboniikleaz (DNaz) ekzo ve endoniikleaz aktivitesi gosteren niikleik asitleri
3’-fosfomononiikleotidlere pargalayan, bir fosfodiesterazdir. Diger bazi tiirler de bu enzimi

iretiyor olabilir ancak S. aureus i¢in bu enzimin iiretimi 6nemli bir gostergedir (17,21,28).

2.1.3.4.6.Fibrinolizin

Ayn1 zamanda stafilokinaz olarak da isimlendirilir. Isiya direngli olan, plazmada bulunan
plazminojeni plazmine ¢evirerek aktive eden bir enzimdir. Hemen hemen tiim S.aureus tiirlerince
iiretilen fibrinolizin, dokulardaki fibrini eriterek enfeksiyonun yayilimini kolaylastirir, viriilansla

iliskili bir enzimdir (10,17,21).

2.1.3.4.7.Penisilinaz (p laktamaz)

Stafilokoklar B laktam grubu antibiyotiklere penisilinaz enzimi iireterek diren¢ gelistirir.
Penisilinin ilk kullanima girdigi 1941'de stafilokoklar biiyiik oranda penisiline duyarli iken
giinlimiizde bakterinin salgiladigi bu enzim sayesinde % 90’1n iizerinde bir diren¢ mevcuttur.
Yapilan immiinolojik ¢aligmalarda S. aureus’un en az {i¢ farkli tip beta laktamaz salgiladigi

gosterilmistir, direncin genetik aktarimi plazmid ve transpozonlarla gergeklesir (29).

Tablo 1. Staphylococus aureus 'un Virulans Faktorleri (40)

a-Yapisal bilesenler

Kapsiil Kemotaksisi, fagositozu ve mononiikleer hiicrelerin proliferasyonunu inhibe
eder, adheransi kolaylastirir.

Peptidoglikan Osmotik dengeyi korur, endojen pirojenlerin tiretimini stimiile eder
(endotoksine benzer aktivite). Lokosit kemoatraktanidir. Fagositozu inhibe eder.

Teikoik asit | Hiicre membranindaki katyonik konsantrasyonu diizenler, fibronektine

baglanir.
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Protein A

IgG1, IgG2 ve IgG4’iin Fc reseptorlerine baglanarak antikor aracili atilimi

(klirensi) inhibe eder, 16kosit kemoatraktanidir.

Sitoplazmik

membran

b-Toksinler
Sitotoksinler
(0,B,6,y,P-V
lokosidin)
Eksfoliatif toksin
(ETA, ETB)
Enterotoksinler
(A-E, G-1)

Toksik Sok
Sendrom
Toksin-1

c-Enzimler
Koagiilaz
Katalaz

Hyalurinidaz

Fibrinolizin
Lipaz
Niikleaz

Penisilinaz

Osmotik bariyerdir, hiicre i¢i ve disina transportu diizenler, biyosentetik ve

solunum enzimlerini igerir.

Lokosit, eritrosit, makrofaj, trombosit ve fibroblastlar1 iceren bir¢ok

hiicreye toksik etki gosterir.

Serin proteazlar, epidermisin stratum graniilosum tabakasindaki
interselliiler kopriilerin ayrilmasina neden olurlar.

Stiperantijenlerdir (sitokin salinimini ve T hiicrelerin proliferasyonunu
stimiile ederler); mast hiicrelerinden inflamatuvar mediatorlerin salinimini
uyarirlar; bulanti-kusma, intestinal peristaltizmde artma ve siv1 kaybina
neden olurlar

Stiperantijendir. Endotelyal hiicrelerde sizint1 veya hiicre yikimina neden

olurlar.

Fibrinojeni fibrine gevirir.

Hidrojen peroksiti su ve oksijene katalize eder.

Bag dokuda bulunan hyaluronik asitin hidrolizi ve mikroorganizmanin
dokuda yayiliminin kolaylastirilmasini saglar.

Fibrin kiimesinin ¢6ziilmesini saglar.

Lipitleri hidrolize eder.

DNA’y1 hidrolize eder.

Penisilini hidrolize eder.
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2.1.4. S.aureus’ un Neden Oldugu Enfeksiyonlar

2.1.4.1. Deri/ Mukoza ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari

S.aureus folikiilit, fronkiil, karbonkiil, impetigo, hidradenitis siipiirativa, mastit gibi deri
ve yumusak doku enfeksiyonlarina neden olur. Ekzemali ya da atopik dermatitli hastalarda
sekonder cilt enfeksiyonlarina neden olur. Cerrahi yara enfeksiyonlarinda S.aureus enfeksiyonu
goriilme oran1 % 15-20 civarindadir. Ayrica lokalize stafilokok enfeksiyonlar: seliilit, lenfanjit,

lenfadenit ya da nekrotizan fasiitle sonuglanabilir (31,41).

2.1.4.1.1.Follikiilit
Kil folikiilleri ve ¢evresinde smrlt kiiciik, kirmizi ve agrili lezyonlardir. Sistemik

semptomlar bulunmaz (10,27,29,42).

2.1.4.1.2.Fronkiil

Kil folikiiliinlin sinirlarini agan, 6zellikle yiiz, boyun aksilla ve kalgalarda agrili, kirmizi,
cevresi endiirasyonlu, 1-2 cm ¢apinda, nodiiler yapidadir. Daha sonra lezyonun orta kismi sar1 bir
renk alarak kendiliginden veya cerrahi insizyonla acilir ve piiriilan materyal ortaya cikar.

Otoinokiilasyonla ¢evresinde yeni lezyonlarin olusmasina yol agar (10,27,42).

2.1.4.1.3.Karbonkiil

Bir¢ok kil folikiiliinii bir arada tutan, 6zellikle boyunda deri alt1 dokulara ilerleyen, daha
sonra birden fazla siniisle digar1 agilan daha biiyiik lezyonlardir. lyilesmeleri sonrasinda sert skar
dokusu kalir. Ates, halsizlik, titreme ile birlikte gidebilir, bakteriyemiye neden olabilir. Bu kisiler
siklikla S.aureus burun tastyicisidirlar (10,42).

2.1.4.1.4.Impetigo
Ozellikle ¢ocuklarda gériilen yiizeyel bir deri infeksiyonudur. Kirmizi bir makiil seklinde
baslar, bu alan iizerinde ortaya ¢ikan vezikiiller hizla riiptiire olur, sarims1 bir krut tabakasiyla

kaplanir. Skar birakmadan iyilesir. Sistemik semptomlar goriillmez (10,27,29,42).
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2.1.4.1.5.Siipiiratif Hidraadenit

Apokrin ter bezlerinin siipiiratif enfeksiyonudur. Aksilla, perine ve genital bolgede cok
sayida fronkiile benzer lezyonlar goriiliir. Lezyonlar kendiliginden drene olur. Hipertrofik skar
dokusu ile iyilesir (29,42).

2.1.4.1.6.Mastit

Emziren annelerin % 1-3’inde dogum sonrasi ikinci ve igiincii haftalarda goriliir
(10,29,42).

2.1.4.1.7.Yara Enfeksiyonlari

Cerrahi yara enfeksiyonlar: ikinci veya ileriki glinlerde, 6dem, eritem ve agri ile ortaya
cikar. Ates siklikla goriliir. Deri enfeksiyonlar1 hizla yayilarak selliilit, lenfanjit, lenfadenit ve

hatta nekrotizan fasiit’e neden olabilir (29,42).

2.1.4.2. Sistemik Enfeksiyonlar

2.1.4.2.1. Kemik ve Eklem Enfeksiyonlar:

S.aureus'un travma veya penetran yaralanmalar sonrasinda kemik ve eklem dokusuna
direkt inokulasyonu enfeksiyona neden olur. Lokalize olarak baslayan enfeksiyon hematojen
yayilarak osteomyelit veya septik artrit seklinde goriilebilmektedir. S.aureus osteomyelit
vakalarinin % 50-70 kadarindan sorumludur. Cocuk ve erigkin nongonokokal septik artritlerde en

stk sorumlu etken S.aureus olup, erigkinlerde genelde romatoid artrite sekonder olarak

gelismektedir (10,25,42-45).

2.1.4.2.2. Solunum Sistemi Enfeksiyonlar:

Toplum kdkenli S.aureus pnomonisi daha ¢ok viral alt solunum yolu enfeksiyonlarindan
sonra, immiinsuprese, diyabet ve alkolizm gibi predispozan faktorlere sahip hastalarda
goriilmiistiir. Hastane kokenli S.aureus pndmonisi ise aspirasyon veya entiibasyon ile iliskili
olarak meydana gelmekte ve pulmoner enfeksiyon, abse olusumu ve plevral ampiyem gibi lokal
komplikasyonlara yol acabilmektedir (25,37,42,46) . S.aureus pnémonisi ilk olarak Influenza’nin
bir komplikasyonu olarak tanimlanmistir. 1918 Influenza pandemisi kayitlarinda geng

bireylerdeki 6liimlerin ¢ogu S.aureus’un neden oldugu siiper enfeksiyonlar ile iligskilendirilmistir,
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S.aureus toplumdan kazanilmis pnomonilerin % 10’undan, hastanede kazanilmis pndmonilerin

ise % 20-30’undan sorumludur (46,51).

2.1.4.2.3. Endokardit

Akut bakteriyel endokarditin en sik nedeni S.aureus'dur. Bakteriyel endokardit olgularinin
% 20-30’unda etken stafilokoklar, bunlarin da % 80-90’inda etken S.aureus’dur. S.aureus
bakteriyemisinin en ciddi komplikasyonlarindan biri infektif endokardittir. Romatizmal kalp
hastalig1, intravenoz ila¢ kullanimi, diyaliz, intravaskuler protez, yash hastalarda kapak sklerozu
S.aureus endokarditi i¢in predispozan faktorlerdir. Mitral veya aort kapak tutulumlarinda
mortalite % 40’lara kadar varmaktadir (47-49).

2.1.4.2.4 Bakteriyemi

Bakteriyemi lokalize enfeksiyonlara sekonder (abse, yanik, pnomoni gibi) veya direkt
olarak kateter, diger cerrahi girisimler veya intravendz ilag bagimlilarinda enjektor kullanimina
bagl olarak gelisebilir. S.aureus bakteriyemisi; hastane kaynakli ve toplum kaynakli bakteriyemi
seklinde iki grupta ele alinabilir. Hem toplum hem de hastane kdkenli bakteriyemiler, uygun

antibiyotik tedavisine ragmen yliksek morbidite ve mortaliteye sahiptir (17,25,28,43,50).

2.1.4.2.5. Menenjit
S.aureus’a bagli menenjit olgular1 genellikle, lokal kafa travmalar1 veya girisimleri

bakteriyemilerin komplikasyonu ya da intratekal santlara bagli olarak gelismektedir (17,21).

2.1.4.3. Toksinlere Bagh Olarak Gelisen Enfeksiyonlar

2.1.4.3.1. Stafilokokal Besin Zehirlenmesi

Enterotoksin B ve diger enterotoksinlerle 1siya direnclidir, kaynatma veya pisirme ile
inaktive olmazlar. Bu toksinlerle kontamine gidalarin yenilmesi sonucu besin zehirlenmesi
meydana gelir. Uygun olmayan kosullarda saklanmis siitlii tatlilar, dondurma, konserveler, etli
gidalar, patates salatasi besin zehirlenmesine en sik neden olan gidalardir. 2-6 saatlik
inkiibasyondan sonra bulanti, kusma, abdominal kramplar ve ishal bulgular1 ile hastalik baglar.
Karakteristik olarak ates ve ndrolojik bulgusu yoktur. Semptomlar genellikle 8-10 saatte

kendiliginden diizelir ve prognozu iyidir (17,21,36,43).
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2.1.4.3.2. Stafilokokal Haslanmis Deri Sendromu

Ilk kez 1878 yilinda Alman doktor Baron Gotfried Ritter Von Rittershain tarafindan
tanimlanmigstir. “Ritter’in hastalig1” olarakta anilmaktadir. Ciltte genis biilloz lezyonlar ve
stiperfisiyal deri katmaninda soyulma meydana gelir. Genelde neonatal ve infantlarda goriiliir.
Ciddi siv1 elektrolit kayb1 sonucunda hipovolemi ve % 1-10 oraninda 6liim goriiliir. Lezyonda

S.aureus gosterilemez. Toksin antijenik oldugundan olusan antikorlar koruyucudur

(17,21,25,28,37,52,53).

2.1.4.3.3. Toksik Sok Sendromu (TSS)

Toksik sok sendromu ilk kez 1978’de Todd tarafindan tarif edilmistir. Multisistem
bulgulu klinik bir tablodur. Ates, titreme, bag donmesi, bas agrisi, kusma, hipotansiyon, diyare,
eritroderma ve konjunktivit meydana gelir. Bu multisistem hastaligi kadinlarda menstruasyon
sirasinda tampon kullanimi ile iliskilendirilmistir. Bazi1 vakalarda menstruasyonla iliskisi
olmayan toksik sok sendromu gozlenmistir. Menstruasyonla iligkisi olmayan toksik sok
sendromunun S.aureus enfeksiyonu sonucu olusan selliilit, abse, lenfadenit, siniizit, trakeit,
pndmoni, ampiyem, artrit ve osteomyelit gibi klinik tablolar ile goriilebilecegi de bildirilmistir

(25,28,44,54,55,56).

2.1.5.Staphylococcus Aureus’ta Antimikrobiyal Direng

2.1.5.1.S.aureus "ta penisilin direnci

Stafilokokkal hiicre, peptidoglikan olarak tanimlanan, 20-40 nm kalinliginda agsi1 bir
yapiyla ¢evrilidir. Bu yapi, N-asetilmuramik asit (NAM) ve N-asetilglukozamin (NAG)
rezidiilerinden olugan bir polimerdir. Her bir NAM rezidiisiine kok peptid olarak adlandirilan bir
pentapeptid zinciri tutunmaktadir. Peptidoglikan tabakadaki glikan zincirleri, bir koék peptiddeki
L-lizin rezidiisiine ve diger bir kok peptiddeki D-alanin rezidiisiine tutunmus olan pentaglisin
capraz kopriisiiniin son glisin rezidiisii araciligiyla birbirine baglanmaktadir. Glisin rezidiilerini
kok peptidlerin L-lizin rezidiilerine baglayan pentaglisin ¢apraz kopriileri sitoplazmada
olusturulur. Capraz peptid kopriilerinin olusumu veya transpeptidasyon reaksiyonu ise
sitoplazmik membranin dis yiizeyinde gergeklesir ve penisilin baglayan proteinler (PBP)

tarafindan katalize edilir. Yiiksek molekiiler agirliklt PBP’lerin, biri transpeptidasyonda (¢apraz
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baglanma), digeri transglikozilasyonda (glikan zincirinin uzamasi) rol oynayan iki
protein“domain” bulunmaktadir. Penisilin ve diger beta-laktam antibiyotikler, kdk peptidin
terminal D-alanil-D-alanin ucunun analogudur ve transpeptidazin aktif bdlgesine baglanmak
iizere yarigarak PBP’lerin transpeptidasyon “domain”ini ve diisilk molekiiler agirlikli PBP’lerin
karboksipeptidaz aktivitesini inhibe edip, capraz baglanmay1 engeller. Peptidoglikan tabakada
capraz baglanmanin ger¢eklesmemesi mekanik olarak zayif bir hiicre duvari, sitoplazmik igerigin
hiicre disina kagist ve hiicrenin 6liimii ile sonuglanir (57-60). S.aureus’ta bir beta-laktamaz olan
penisilinaz enzimi yapimina bagli penisilin direnci ilk kez 1944 yilinda bildirilmistir. Beta-
laktamaz, genellikle bir plazmid iizerinde tasinan indiiklenebilir bir gen olan bla tarafindan
kodlanmaktadir. Penisilinaz, penisilini ve diger penisilinaza duyarl bilesikleri inaktif penisiloik
aside pargalayan, salinabilir bir enzimdir. bla geninin, blaRIl ve blal olmak iizere iki regiilator
determinant1 bulunmaktadir. blaRI, membran reseptoriinii kodlarken, blal, gen represoriinii
kodlamaktadir. Penisilin varliginda, membran blaRIl reseptoriiniin ekstraseliiler pargasi,
intrasitoplazmik parcasinin otokatalitik ayrigimini tetikler. Aciga ¢ikan intrasitoplazmik peptid
bir metalloproteinaz gibi davranir, bir represor olan blal’yr ayristirarak gen ekspresyonu
tizerindeki baskiy1 kaldirir ve beta-laktamaz sentezinin ger¢eklesmesiyle beta-laktam direnci
gelisir. Penisiline direncli S.aureus suslarinin izole edildigi olgular baslangigta sinirli sayida ve
sadece hastane kaynakli iken, direngli suslarin rastlanma siklig1 zaman i¢inde artmis ve toplum
kaynakli enfeksiyonlardan da izole edilmeye baslanmistir. Giiniimiizde, hastane veya toplum

kokenli S.aureus izolatlariin % 80’1 penisilinaz {ireten suslardir (61).

2.1.5.2.Metisilin Direnci

Metisilin duyarli S.aureus’larda (MSSA), bes tane penisilin baglayan protein (PBP)
bulunmaktadir. MRSA izolatlarinda ise bunlara ek olarak PBP2a veya PBP2’ olarak adlandirilan
78 kDa agirlikta olan farkli bir PBP sentezlenmektedir. PBP2a beta-laktam yapisindaki
antibiyotiklere karsi diisiik afinite gosterir. Dolayisiyla beta-laktam grubu antibiyotiklerin
varliginda, yiiksek afiniteli PBP’lerin fonksiyonunu gorerek peptidoglikan sentezini devam ettirir
(62). PBP2a, 2.1 kb biiyiikliigiinde olan mecA geni tarafindan kodlanir. mecA geninin ekspres-
yonu mecR1 ve mecl genleri ile kontrol edilir. mecR1 geni, sinyal doniistiiriici
(signal transducer) bir protein olan MecR1’i, mecl geni de represor bir protein olan Mecl’y1
kodlamaktadir. Beta-laktam grubu antibiyotik ortamda yokken Mecl, hem mecA hem de mecR1

genlerinin transkripsiyonunu inhibe eder (63,64). MecR1, transmembran yerlesim gosteren bir
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proteindir. Ortamda bulunan beta-laktam yapisindaki antibiyotikleri hiicre dis1 yerlesim gosteren
penisilin baglayan domaini sayesinde algilar ve otomatik olarak par¢alanir. Bunun sonucunda
sitoplazmik yerlesim gosteren metalloproteaz domaini aktif hale doniisiir. Metalloproteaz, mecA
geninin operator bolgesine bagli bulunan MecI’y1 pargaladiktan sonra mecA geninin operator
bolgesine baglanarak mecA’nin transkripsiyonuna yol agar. Hem mecR1 ve mecl geni, 1S1272
veya 1S431 insersiyon dizileri nedeniyle delesyona ugrayabilirler ki bu da mecA geni iizerindeki
baskinin ortadan kalkmasi ile sonuglanir (63-66). mecA geni, bakteri kromozomunda stafilokokal
kaset kromozomu mec (Staphylococcal Cassette Chromosome mec; SCCmec) iizerinde yer alir.
S.aureus izolatlarinda SCCmec kaseti, her zaman attBscc (bacterial chromosomal attachment
site) olarak adlandirilan kromozomal bdolgeye entegre olur. attBscc, fonksiyonu bugiin igin
tanimlanmamis olan orfX (open reading frame X)’in 3’ ucunda yerlesim gosterir(67). SCCmec
kasetinin biiyiikliikleri 20 kb’dan, 67 kb’a kadar degiskenlik gosterir. mecA ise yaklasik olarak 2
kb biiyiikliigiinde olup SCCmec elementinin kiigiik bir boliimiinii olusturur (68).

Kaset kromozom rekombinaz (casette chromosome recombinases; ccr) ve mecA gen
komplekslerinde goriilen yapisal degisikliklere gore bugiin i¢in tanimlanmis 11 farkli (Tip I-XI)
SCCmec tipi bulunmaktadir. Bunlar arasinda sadece SCCmec tip II ve III, ¢oklu antibiyotik
direncine yol acan plazmid (pUBI110, pI258, pT181) ve transpozonlari (Tn554, ¥YTn554)
icermektedir. pUB110 plazmidi, ant(4’) genini tasir ve kanamisin, tobramisin ve bleomisine karsi
direnci saglar. pI258, penisiline ve civa gibi agir metallere karsi direngten sorumludur.
pT181 ise tetrasiklin direncine yol agar. Tn554 transpozonu ermA genini tasir ve konstitiitif ve
indiiklenebilir makrolid, linkozamid ve streptogramin direncinden sorumludur. WYTn554 ise
kadmiyum direncini saglar (63,65,69).

Stafilokokal kaset kromozom mec (SCCmec), mec gen kompleksi, ccr gen kompleksi ve
junkyard ya da joining regions olarak adlandirilan J bélgesi olmak fiizere {i¢ bolgeden meydana
gelir. S.aureus’larda tanimlanan SCCmec elemanlarinin bityiik bir boliimii (orfX)J3-mec-J2-ccr-
J1 seklinde komposizyon gosterir. SCCmec tip VII ve tip IX bu durumun disinda kalir. SCCmec
tip VII’de ccr gen kompleksi J3 ile J2 arasinda, SCCmec tip IX’da ise mec gen kompleksi J2 ve
J1 arasinda yerlesim gosterir. SCCmec kasetleri ccr gen kompleksi ve mec gen kompleksi
farkliliklarina gore tiplere, J bolgesindeki farkliliklara gore de alttiplere ayrilmaktadir (64,67,69).
SCCmec kasetinde bulunan ccr genleri, S.aureus genomuna SCCmec entegrasyonundan ve

ayrilmasindan sorumludur. S.aureus genomunda open reading frame’in 3’ ucuna SCCmec
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kasetinin entegrasyonunu saglar. S.aureus izolatlarinda ccrA, ccrB ve ccrC olmak iizere 3 farkli
ccr geni bulunmaktadir. DNA dizi analizleri % 50 benzerlik gosterir. ccr gen kompleksleri,
tanimlandiklar1 tarih sirasina gore numaralandirilirlar. Bugline kadar iki farkli grup
tanimlanmistir. Bunlarin birisi ardisik ccrA ve ccrB genlerini igerirken diger grup ccrC genini
icermektedir. ccr genlerinde goriilen allel farkliliklarina gore tip 1 (ccrA1B1), tip 2 (ccrA2B2), tip
3 (ccrA3B3), tip 4 (ccrA4B4), tip 7 (ccrA1B6), tip 8 (ccrAlB3) ve tip 5 (ccrC) olmak tizere 7
farkli allotip tanimlanmustir (67,70,71,).

mec gen kompleksi ise mecA ve onun regiilatuar genleri ile insersiyon dizilerinden meyda-
na gelir. Simif A mec gen kompleksi (mecl- mecR1-mecA-1S431) prototipi olusturur ve mecA,
mecR1, mecl genleri ile mecA geninin asagisinda bulunan degisken bolge (hypervariable region
[HVR]) ve 1S431 adli insersiyon dizisini igerir. Sinif A mec gen kompleksi ve diger mec gen
kompleksleri arasindaki fark, 1S1272 ve 1S431 IS elemanlarinin mecA regiilatuar genlerinin
bulundugu bolgeye insersiyonlari sonucunda mecl’nin tamamiyla delesyona ugramasi ve
mecR1’in ise kismi delesyona ugramasi sonucunda ortaya c¢ikar. Smif B mec gen kompleksi
(1S1272-AmecR1-mecA-1S431), simif A mec gen kompleksinden farkli olarak mecA geninin
yukarisma  IS1272°nin  insersiyonu sonucunda delesyona ugramig mecR1  genini
bulundurmaktadir. Sinif C mec gen kompleksi (1S431-AmecR1-mecA-1S431), ise mecA geninin
yukarisina IS431°nin insersiyonu sonucunda delesyona ugramig mecR1 genini igerir. Bugiine
kadar C1 ve C2 olmak iizere 2 farkli simif C mec kompleksi tanimlanmistir. Sinif C1 mec gen
kompleksinde mecA geninin yukarisina yerlesim gosteren IS431, mecA geninin asagisinda yer
alan 1S431 ile ayn1 yonde bulunur. Sinif C2 mec gen kompleksinde ise mecA geninin yukarisinda
bulunan 1S431, mecA geninin asagisinda yer alan 1S431 ile ters yonde yerlesim gosterir. Sinif D
mec gen kompleksi sadece S.caprae’de bulunur. Son olarak 2010 yilinda sigirdan izole edilen
LGA251 adli S.aureus izolatinin DNA dizi analizi sonucunda blaZ-mecAgazsi-mecR1,cazs1-
meclcazs1 yapist gosteren Sinif E mec gen kompleksi tanimlanmistir (65,67,69).

SCCmec elemanlart mec ve ccr gen kompleksleri disinda junkyard ya da joining regions
olarak adlandirilan J bolgelerini icerir. Bu bodlgede antimikrobiyal diren¢ determinantlari
bulunabilmektedir. J1, sag kromozomal baglantisi ile ccr gen kompleksi arasinda, J2, ccr gen
kompleksi ile mec gen kompleksi arasinda ve J3, mec gen kompleksi ile sol kromozomal bag-
lantis1 arasinda yer alir. J bolgelerinde yer alan farkliliklara gore SCCmec alttipleri tanimlan-

maktadir (65,69).
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Giintimiizde SCCmec kaynagi hala bilinmemektedir. S.aureus’un S.sciuri’den bu elementi
kazandigi diigtiniilmektedir. Hayvanlarda kommensal olarak bulunan S.fleuretti’den kazanildigina
dair goriisler de bulunmaktadir. S.sciuri’de mecA geni bulunur ancak gen ekspresyonu
gerceklesmedigi icin metisilin duyarhidir. S.fleuretti metisilin direnglidir ve MRSA N315 izolati
ile % 99.8 oraninda niikleotit benzerlik gostermektedir. Bu son bulgular mecA kaynaZinin
S.sciuri’den ziyade S.fleuretti olabilecegini diisiindiirtmektedir (67,72,73).

Tablo 2. S.aureus suslarinda tanimlanmis olan SCC mec tipleri

SCCmec | ccr gen kompleksi = mec gen

tipi kompleksi izolatlar

2.1.5.2.1.Metisilin Direng¢ Fenotipini Etkileyen Diger Faktorler

Metisilin direncinin fenotipik olarak ortaya konmasi bakteriler arasinda degiskenlik gos-
termektedir. MRSA suslarinin hepsi PBP2a olusturmalarina ragmen, metisilin direnci degisik
derecelerde ortaya ¢ikmaktadir ya da bir baska sekilde ifade etmek gerekirse, metisilin direnci,

homojen ve heterojen olmak iizere iki farkli fenotip olarak goriilmektedir (74,75).
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Homojen direngte, hiicrelerin hepsi yiiksek konsantrasyondaki metisilin varliginda
iireyebilme 6zelligi gostererek yiiksek diizeyde direng ortaya koyarlar. Heterojen direngte ise, o
bakteri toplulugunda bulunan tiim hiicreler mecA genini tasimalarina ragmen bu toplulugun
sadece belirli bir kisminda metisilin direnci goriiliir. Heterojen diren¢ gosteren MRSA toplu-
lugunda, hiicrelerin ¢ogunlugu (% 99.9 veya daha fazlasi) diisiik metisilin konsantrasyonlarina
(1-5 pg/ml) duyarli iken, 10% ile 10%de bir sikhikta olmak iizere hiicrelerin bir kismu yiiksek
metisilin konsantrasyonlarina ( > 50ug/ml) direng gostermektedir (74,75).

Heterojen direng gosteren suslar, NaCl veya siikrozlu besiyeri kullanilmasi, diistk
sicaklikta inkiibasyon gibi bazi 6zel kiiltiir kosullarinin saglanmasi durumunda homojen direng
gosterir hale gelirler. Farkli ortam kosullarina gore direncin ortaya konulmasinda meydana gelen
bu degisiklik, gegicidir ve tamamen fenotipiktir. Bu durumdan da anlagilacagi gibi, metisilin

direncinin fenotipik olarak ortaya konulmasinin regiilasyonu oldukga karigiktir (12).

2.1.5.2.1.1. Beta Laktamaz Plazmidi

Beta-laktamaz enzimi, blaZ adli gen tarafindan kodlanir. blaZ, blaR1 ve blal olmak {izere
iki gen tarafindan kontrol edilir. blal geni, beta-laktamaz geninin transkripsiyonunu inhibe eden
Blal proteinini kodlar. blaR1 geni ise transmembran yerlesim gosteren BlaR1 proteininin
sentezinden sorumludur. BlaR1, beta-laktam yapisindaki bir antibiyotigin ortamda bulunmasi
durumunda ona baglanir ve hiicre disindan hiicre i¢ine sinyal iletimini saglayarak beta-laktamaz
enziminin sentezinin baslamasina yol acar. Yani beta-laktamaz enzimiyle ortaya ¢ikan direng
indiiklenebilir bir direnctir. blaZ-blaR1-blal sistemi mecA-mecR1-mecl sistemiyle benzerlik
gosterir. Dolayisiyla, blaR1 ve blal genlerinin, ayn1 zamanda metisilin direncinin fenotipik olarak
ortaya konmasinda da rol aldigi diistiniilmektedir. Beta-laktam yapisindaki antibiyotik ile
indiiksiyon yapildiginda, blaR1-blal sisteminin uyarilmasi, mecR1-mecl sisteminden daha hizli
olmaktadir (Beta-laktamaz ekspresyonu 15 dakika, PBP2a yapimi1 48 saat). Yani beta-laktam
yapisindaki antibiyotik ortamda bulundugunda PBP2a’nin eksprese edilmesi ¢cok yavas olmakta-
dir (74-77).

Metisilin direngli S.aureus’larin ¢ogunda blaZ-regiilatuar sistemini tasiyan plazmidin
bulunmas1 ve mecR1-mecl sisteminin defektif olmas1 nedeniyle mecA geninin esas olarak blaz-
regiilatuar sistemiyle indiiklendigi disiiniilmektedir. Ancak beta-laktamaz genlerini tasiyan

plazmid, alic1 hiicreye verildiginde PBP2a yapimi1 konstitiitif halden indiiklenebilir hale gegmekle
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birlikte, PBP2a konsantrasyonu ya da direncin indiiklenebilir olma durumu ile direng profili
arasinda bir iliski kurulamamistir. PBP2a yapimi konstitiitif olabilir ama sus heterojen direng
gosterebilir. Bu da metisilin direncinin fenotipinin belirlenmesinde bagka faktorlerin de yer
aldigin1 géstermektedir (75,77).

2.1.5.2.1.2. Fem Faktérleri

Konstitiitif ya da indiiklenebilir olsun olmasin, PBP2a miktar1 ile ortaya ¢ikan metisilin
diren¢ fenotipi (homojen-heterojen) arasinda bir iliskinin gosterilememesi metisilin direncinin
ortaya konulmasii etkileyen olas1 diger faktorlerin arayisina girilmesine yol agmustir.
Transpozonlarla inaktivasyon yoluyla metisilin direngli suslardan duyarli suslar elde edilmesi,
mec disindaki genlerin tanimlanmasia yol agmistir. mec bolgesi diginda bulunan bu genler,
“auxiliary’’ veya “factors essential for the expression of methicillin resistance’” ya da kisaca
“fem” genleri olarak tanimlanmistir. fem faktorleri, mec A geninden farkli olarak hem duyarh
hem de direngli suslarda bulunmaktadir. Bugiine kadar femX (fmhB,) femA, femB, femC, femD,
femE ve femF olmak tizere farkli fem genleri tanimlanmistir. Giiniimiizde femE disindaki genlerin
fonksiyonlar1 belirlenmistir. fem faktorleri, hiicre duvar sentezinin degisik basamaklarinda rol
alirlar. Ornegin femA, femB ve femX (fmhB) ¢apraz baglarda yer alan pentaglisin olusumunda
gorev alirlar. Pentaglisin zincirine, FemX ilk glisini, FemA 2 ve 3. glisini, FemB de 4 ve 5.glisini
ekler. Dolayisiyla fem mutantlarinda hiicre duvarinin peptidoglikan yapisinda degisikler meydana

gelir (74,75,77,78).

2.1.5.2.1.3. Otolitik Aktivite

Homojen metisilin direnci gosteren izolatlarin heterojen direng gosterenlere kiyasla daha
disiik otolitik aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Bugiin i¢in fonksiyonu tanimlanmamis, 38 kDa
biiytikliigiinde bir protein sentezleyen |Im geninin inaktivasyonu sonucunda otolizde artis
goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda llm mutant suslarda metisilin direncinde azalma oldugu

saptanmustir (74,75,77,79)

2.1.5.2.1.4. Cevresel Kosullar
Tuz konsantrasyonu, pH, besiyerinin icerigi, ozmolarite ve ortam sicakligi gibi ¢evresel
faktorler de metisilin direncini etkilemektedir. Yiiksek tuz konsantrasyonu ve diisiik sicaklik gibi

baz1 kosullarin hiicre otolizisindeki degisikliklerle iliskili oldugu diisiiniilmiistiir. Ornegin ortama
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% 4 NaCl’lin eklenmesi, PBP2a miktarin1 arttirmamasina ragmen, direncin eksprese edilmesini
arttirmaktadir. Yiiksek tuz konsantrasyonunun ya da 30°C’de inkiibasyonun, otolizinleri inhibe

ederek etki gosterdigi diistiniilmektedir (75,77,79).

2.1.5.2.2. Metisilin Direncinin Belirlenmesi

2.1.5.2.2.1. Disk Difiizyon Yontemi

Oksasilin Disk Difiizyon Yontemi

MRSA izolatlarin1 saptamak icin 1 pg oksasilin diski kullanilir. Bakteri stispansiyonu 0,5
McFarland bulaniklifa ayarlanir ve Mueller-Hinton agar (MHA)’a ekim yapilarak 35°C de
24 saat inkiibe edilir. CLSI onerilerine gore inhibisyon zon cap1 > 13 mm ise duyarli, 11-12 mm

ise orta duyarli, <10 mm ise direngli olarak kabul edilir (113).

Sefoksitin Disk Difiizyon Yontemi

30 pg sefoksitin diski kullanilmaktadir. Ayni1 sekilde bakteri suspansiyonu 0,5 McFarland
bulanikliga ayarlanir ve Mueller-Hinton agar (MHA)’a ekim yapilarak 35 °C’de 24 saat inkiibe
edilir. CLSI tarafindan belirlenen direng sinir degerlerine gore inhibisyon zon capt > 22 mm ise

duyarli, <21 mm ise direngli olarak kabul edilir (113).

2.1.5.2.2.2.S1v1 Mikrodiliisyon Yontemi

Bu yontemde %2 NaCl iceren katyon katkili Mueller-Hinton sivi besiyeri (CAMHB)
kullanilir. inokulum miktar1 5x 10° CFU/ ml olmalidir ve 35 °C’de 24 saat inkiibasyon onerilir.
Antibiyotik olarak oksasilin tercih edilmektedir. MIK degeri < 2 pg/ml ise duyarli, > 4 pug/ml ise
direngli olarak kabul edilir (113).

2.1.5.2.2.3.Agar Tarama Yontemi

Bu yontemde, 6 ug/mL oksasilin ve % 4 NaCl igeren MHA kullanilir. Bakteri
stispansiyonu 0.5 McFarland bulanikliga ayarlanarak ekim yapilir, 24 saat 35°C’de inkiibe edilir.
Herhangi bir koloni iiremesi halinde test edilen sus metisiline direngli olarak kabul edilir. Testin

duyarlilik ve 6zgiilliigii oldukga yiiksektir (113).
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2.1.5.2.2.4.E-Test Yontemi

Prensip olarak E-test yontemi mikrodiliisyon ve disk difiizyon ydntemlerine benzer.
Antimikrobiyal duyarlilig1 test etmek igin ince plastik test stripleri kullanilir. Striplerin alt
yiizeyinde antimikrobiyal konsantrasyonlar kademeli olarak bulunur. Ust yiizeyi ise
konsantrasyon indeksi veya olgek ile isaretlenmistir. Disk difiizyon testine benzer sekilde agara
bakteri inokiile edilir ve stripler yerlestirilir. Bir gece inkiibe edilir ve strip etrafindaki elips
seklindeki inhibisyon zonu incelenir. Elipsin E-test stribini kestigi nokta MIK olarak belirlenir
(114).

2.1.5.2.2.5.Lateks Agliitinasyon Yontemi

Lateks aglutinasyon testleri PBP2a’nin lateks ile kaplanmis monoklonal antikorlar ile
reaksiyon vermesi esasina dayanir. Kisa bir stirede sonug verir. Koloni siispansiyonundan PBP2a
ekstraksiyonu yapildiktan sonra lateksle kaplanmig olan monoklonal antikorlarla agliitinasyon
tesbit edilir (76).

2.1.5.2.2.6.Kromojenik Besiyerleri

Kromojenik besiyerleri hem se¢ici hemde ayirt edici besiyerleridir. MRSA saptanmasi
icin birgok kromojenik besiyeri bulunmaktadir. Icerisindeki ayiraglar sayesinde farkli koloni
renkleri olusturarak tiir ayrimi yapilmasina olanak saglarlar. Bir kisminda segici antibiyotik
olarak sefoksitin bulunurken bir kisminda oksasilin bulunmaktadir. Ancak oksasilin kolay
bozulabildigi ve sefamisinler PBP2a’y1 daha iyi indiikledigi i¢in sefoksitin i¢eren besiyerleri daha
cok kullanilmaktadir. Besiyerine ekim yapildiktan 24 saat sonra MRSA kolonileri renkli
goriiniimleri ile kolaylikla ayirt edilebilir. Ozgiilliigii yiiksektir, bu yiizden 24 saatte dogrulama
yapilmasina gerek yoktur. Inkiibasyon 48 saate uzatilirsa ozgiilliik diiser, ayrica MRSA
saptanmasina katkisi da ¢ok azdir (115).

2.1.5.2.2.7.Molekiiler Yontemler

MRSA saptanmasinda bir ¢cok PCR tabanli testler tanimlanmistir. Bu testler PBP2a’y1
kodlayan mecA geni ile S.aureus’ a 6zgii nuc, coa, sa442, femA, femB gibi genleri tesbit eden
multipleks PCR testleridir (115).

Zhang ve arkadaslar1 2004 yilinda stafilokok tiiriine 6zgii 16S rRNA, S.aureus ’a spesifik
nuc genini, metisilin direncini tesbit etmek i¢in mecA genini ve mupirosin direnci i¢in MupA
genini hedef alan bir primer ve kuadripleks PCR yontemini gelistirmislerdir. Bu yontem S.aureus
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KNS ayrimini yaparken ayn1 zamanda metisilin direncini ve MRSA tasiyicilarinin tedavisinde
kullanilan mupirosin direncini de belirlemektedir. Yontemin 6zgiilliigi ve duyarliliginmi % 100
bulmuslardir (116).

Giiniimiizde dogrudan siirlintii 6rneklerinden MRSA saptanmasina imkan saglayan gercek
zamanli PCR testleri de tanimlanmistir. Bu testler klasik PCR yontemine gore daha hizli ve daha
az kontaminasyon riski tasimaktadir. FDA (Food and Drug Administration) onayli iki gergek
zamanli PCR testi bulunmaktadir; GeneOhm MRSA (Becton Dickinson) ve GeneXpert
(Cepheid). Bu testlerde mecA’yr tasiyan SCCmec elemanmin ¢evresindeki S.aureus’a 6zgii
diziler hedeflenmektedir. Cepheid GeneXpert SCCmec insersiyon bolgesi olan AttBScc
bolgesini, GenOhm MRSA ise SCCmec’in 3° ucundaki orfX bolgesini saptamaktadir. Bu
testlerden GeneXpert, 6zel egitimli bir teknisyen olmaksizin herhangi bir laboratuvarda
uygulanabilirken, GeneOhm MRSA ancak egitimli teknisyenlerce uygulanabilecek bir testtir.
Ayrica GeneOhmMRSA yonteminde S.aureus orf X ile baz1 Staphylococcus epidermidis orf X
bolgelerinde benzerlik olmasi nedeniyle yalanci pozitif sonuclar olabilir. Her iki testin maliyeti
de yiiksektir. GenoType MRSA Direct (Hain Life Science, Nehren, Almanya) diger bir ticari
molekiiler yontemdir. Bu test hedef olarak SCCmec I-IV’un amplifiye edildigi bir revers
hibridizasyon testidir. Sonuglar 6-7 saatte ¢ikmaktadir (115,117). Bu yontemlerin disinda PNA-
FISH ve Evigene MRSA yontemleri de bulunmaktadir. PNA-FISH (floresan in situ
hibridizasyon) (AdvanDx) KNS/S.aureus ayirimi yapilabilen tiire 6zgii ribozomal RNA dizilerine
tutunan floresan isaretli peptid niikleik asit problarinin kullanildig: bir yontemdir. Kan kiiltiiriinde
ireme saptandiktan ve gram boyali preparatlarda gram-pozitif kok goriildiikten sonra
uygulanabilen bir yontemdir. Ayrica Evigene MRSA (AdvanDx) ile kuyucuklara kaplanmig
problar ve sinyal amplifikasyon yontemi ile kisa siirede sonug¢ alinabilmektedir. ELISA

formatinda MRSA saptanmasina olanak saglamaktadir (115).

2.1.5.3.S.aureus’ta Vankomisin Direnci

Vankomisin, yillar boyunca MRSA’nin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde etkin
bir sekilde kullanilmistir. Ancak, 1997 yilinda Japonya’dan vankomisine orta diizey direngli ilk
S.aureus susu (“vancomycin intermediate resistant S.aureus [VISA]”) (MIK=8 pg/mL)
bildirilmistir. Bu ilk bildirimin ardindan, farkli merkezlerden de VISA olgular rapor edilmistir.
S6z konusu olgularda VISA’nin ortaya ¢ikisi, MRSA enfeksiyonu i¢in uzun siiredir almakta
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olduklar1 vankomisin tedavisi ile iligkilendirilmistir. VISA’da direng gelisim mekanizmasinin,
bakteriyel hiicre duvarinda kalinlasma, buna bagli olarak vankomisinin hiicre duvarinin dig
yiizeylerinde yakalanarak sitoplazmik membrandaki asil hedeflerine ulasamamasi oldugu
diistintilmektedir. VISA suslarinda hiicre duvar1 kalin ve diizensizdir. Peptidoglikan
biyosentezinde degisiklik, capraz bag sayisinda azalma vardir. Capraz bag sayisi daha az
oldugundan serbest D-ala-D-ala rezidiilerinin miktar1 daha fazladir. Vankomisinin serbest D-ala-
D-ala rezidiilerine baglanmasiyla, asil hedeflerine ulasmasindaki inhibisyonun orta diizey dirence
neden oldugu kabul edilmektedir. VISA suslarinin endojen mutasyon veya antibiyotik baskisina
bagl seleksiyon sonucunda ortaya ¢ikmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Vankomisine direngli ilk
S.aureus (“vancomycin resistant S.aureus [VRSA]”) (MiK=64 upg/mL) izolat:1 2002 yilinda
bildirilmis ve sonrasinda farkli merkezlerden VRSA izolatlar1 rapor edilmeye baslanmistir.
VRSA’da direncin ortaya ¢ikmasindan sorumlu mekanizmanin, vankomisine direngli
enterokokun (“vancomycin resistant enterococci” [VRE]”) vanA genini iceren Tnl1546
transpozonunun entegre oldugu konjugatif plazmidin S.aureus’a transferi oldugu
diistiniilmektedir. Vankomisin, sentezlenmekte olan peptidoglikan zincirinin terminal D-alanin-
D-alanin rezidiilerine baglanarak bakteriyel hiicre duvar sentezini inhibe etmektedir. vanA geni
varhiginda D-alanin-D-alanin yerine, vankomisinin afinitesinin ¢ok diisiikk oldugu D-alanin-D-
laktat sentezlenmekte ve bu durumda vankomisin direnci ortaya c¢ikmaktadir.“Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI)” tarafindan S.aureus i¢in 2007 yilinda belirlenen direng
smir degerlerine gore vankomisin MIK degeri <2 pg/mL olan izolatlar vankomisine duyarli;
vankomisin MIK degeri 4-8 pg/mL olan izolatlar VISA; vankomisin MIK degeri >16 pg/mL
olan izolatlar ise VRSA olarak kabul edilmektedir (57,61).

2.1.6.Epidemiyoloji

1990’11 yillarda baslamak {izere hastane kaynakli MRSA (Hospital acquired MRSA)
enfeksiyonlarmin yanit sira toplum kaynakli MRSA (Community acquired MRSA; )
enfeksiyonlar1 goriilmeye baglanmistir. Toplum kaynakli-MRSA, ilk kez 1982 yilinda Savoralatz
ve ark. tarafindan intravendz ila¢ kullanicilarinda tanimlanmistir. Daha sonra 1993 yilinda Udo
ve ark. tarafindan Bati Avustralya yerlilerinde tanimlanmistir. Ancak toplum kaynakli-
MRSA’lara dikkatlerin ¢ekilmesi 1997-1999 yillar1 arasinda Minesota ve Kuzey Dakota’da
olmak iizere ABD’de dort saglikli cocukta toplum kaynakli-MRSA izole edilmesi ile gercek-
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lesmistir. Bu ¢ocuklarda septik artrit, bakteriyemi, septik sok ve nekrotizan pnémoni gibi ciddi
infeksiyonlar goriilmiis ve bu enfeksiyonlar ne yazik ki 6liimle sonuglanmistir (12). Bunu takip
eden yillarda toplum kaynakli-MRSA enfeksiyonlarmin goriilme sikliginda iilkeler arasinda
farkliliklar ortaya ¢ikmustir. Son yillarda ABD’de toplum kaynakli-MRSA enfeksiyonlarinda
ciddi artislar meydana gelmistir. Avrupa’da ise halen diisiik oranlarda toplum kaynakli-MRSA
goriilmekle birlikte Danimarka ve Isveg gibi iilkelerde tiim MRSA’lar igindeki toplum kaynakli-
MRSA orani artig gostererek % 29-56 gibi yiiksek rakamlara ulasmistir. Prevelans erigkinlere
oranla ¢ocuklarda daha yiiksektir. Ornegin Tayvan’da ¢ocukluk c¢agi enfeksiyonlarinda toplum
kaynakli-MRSA oran1 1999-2000 yilinda % 9.8 oraninda saptanirken 2004-2005 yilinda % 56
olarak tespit edilmistir (22,81-83).

Toplum kaynakli MRSA izolatlarinin molekiiler mikrobiyolojisi hastane kaynakli -
MRSA’lardan oldukga farklilik gosterir. Hastane kaynakli -MRSA izolatlarinda, genellikle tip I,
Il veya Il SCCmec genetik eleman: bulunmaktadir. Toplum kaynakli-MRSA izolatlarinda ise
yiiksek oranda tip IV ve tip V SCCmec genetik eleman1 bulunmaktadir. Diisiik oranlarda (< % 5)
olmak iizere tip I, tip II ve tip III SCCmec tasiyan toplum kaynakli-MRSA izolatlar1 da
saptanmistir. Hastane kaynakli -MRSA izolatlarinda da nadir de olsa tip IV SCCmec goriilebilir.
Ornegin ST5 pediatrik klonunda ve Ingiltere’de en sik goriilen klon olan ST22 (EMRSA-15)de
tip IV SCCmec bulunmaktadir. Dolayistyla tip IV SCCmec saptanmasi toplum kaynakli-MRSA
i¢in bir gosterge degildir (65,84 ,85).

Toplum kaynaklit MRSA izolatlarinda bulunan ve bakterinin viriilansinda rol oynayan bir
toksini kodlayan bir diger 6nemli gen Panton-Valentine leukocidin (PVL) genidir. PVL, 6nemli
bir viriilans faktorii olup invaziv deri ve yumusak doku infeksiyonlari ile nekrotizan pnémoni ile
iliskili bulunmustur. Toplum kaynakli-MRSA izolatlarinin tiimiinde PVL geni bulunmamaktadir.
Yapilan c¢aligmalarda toplum kaynakli-MRSA izolatlarinin % 40-90’inda PVL geni
saptanmistir(12).

Toplum kaynakli MRSA klonlar1 hastane kaynakli -MRSA’lardan farklilik gosterir.
Omegin ABD’de yapilan ¢alismalarda, toplum kaynakli-MRSA enfeksiyonlarinin genellikle
USA300 [ST8-1V, PVL(+)] ve USA400 [ST1-1V, PVL(+)] olmak iizere 2 pulsotip ile meydana
geldigi, hastane kaynakli MRSA enfeksiyonlarinin ise baslica USA100 [ST5-11] ve USA200
[ST36-IV] pulsotipleriyle olustugu saptanmistir. Dolayistyla toplum kaynakli-MRSA’larin
hastane kaynakli -MRSA’lardan bagimsiz olarak toplum kaynakli-MSSA’lardan gelistigi diisii-
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niilmektedir. Genetik farkliliklarin yami sira toplum kaynakli-MRSA’lar, hastane kaynakli -
MRSA’lardan olusturduklar1 enfeksiyonlar agisindan da farklilik gosterir. Toplum kaynakli-
MRSA’lar genellikle cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari (apse, follikiilit vb) ile pndmoniye yol
acarken, hastane kaynakli -MRSA’lar solunum yolu enfeksiyonlari, kan dolasimi enfeksiyonlari
ve cerrahi yara enfeksiyonlari gibi klinik tablolara yol agarlar (84,86).

Bunun yani sira toplum kaynakli-MRSA epidemiyolojisi oldukga heterojen bir yapiya
sahiptir. Baz1 bolgelerde tek klon hakimiyeti goriiliitken (Or:ABD’de USA300), Avustralya’da
oldugu gibi (> 100 klon) bazi bolgelerde birden fazla klon goriilmektedir. ABD’de toplum
kaynakli-MRSA izolatlarinin > % 85’1 USA300 pulsotipidir. Batt Avrupa’da ise ST80 (Avrupa
klonu) klonu baskindir. Dogu Asya’da ise baskin olan klon ST59-V (Tayvan klonu)’dir. Bunun
yani1 sira ST30-1V (Southwest Pacific klonu) de sik olarak gortilmektedir. ST30-IV klonu Giiney
Amerika kitasinda ve Avustralya’da da baskin olan klondur. Toplum kaynakli-MRSA izolatlar1
tip IV ya da tip V SCCmec kaseti tasimaktadir. Tip V, genellikle Asya ya da Avustralya’dan izole
edilen suglarda saptanirken, ABD ve Avrupa’dan izole edilen suslarda nadiren goriilmektedir
(12,63,84).

Son yillarda toplum kaynakli-MRSA izolatlar1 6zellikle ABD ve Tayvan’da olmak iizere
hastanelere girmeye baslamistir. Ornegin ABD’de USA300 izolatlar1 artik hastane kaynakli
enfeksiyonlara yol agmaya baslamistir. San Francisco’dan yapilan bir ¢calismada toplum kaynakli-
MRSA izolatlarmin % 78.5’1 USA300, % 12.1°’1 CC5 olarak saptanirken, hastane kaynakl -
MRSA izolatlarinin % 43.4’1i USA300, % 40.8’1 CC5 olarak belirlenmistir. ABD’de 11 sehirde
hastanelerin acil servislerinde yapilan bir ¢aligmada MRSA izolatlarinin % 98’inin toplum
kaynakli-MRSA oldugu saptanmistir. Yine Atlanta’da bir hastanede MRSA bakteriyemilerinin %
28’sinden USA300 izolatlarinin sorumlu oldugu tespit edilmistir (86,87). Bunun yani sira toplum
kaynakli-MRSA izolatlar;, Hollanda, Danimarka, Norve¢ gibi hastane kaynakli-MRSA
prevelans: diisiik olan {ilkelerde son yillarda goriilmeye baslayan MRSA prevelansindaki artigin
sebeplerinden biri olarak goériilmektedir (63,85,88). Ornegin Faria ve ark.(27)’nmin 2005 yilinda
Danimarka’da yaptiklar1 bir calismada MRSA klinik izolatlarinin biiylik bir boliimiiniin toplum
kaynakli-MRSA izolatlar1 oldugu saptanmuistir.

Yakin zamanda Onem kazanan bir diger konu iftlik hayvanlariyla iligkili MRSA
(Livestock MRSA; LA-MRSA) izolatlaridir. Ciftlik hayvanlari ile iligkili MRSA izolatlar1 6zellikle
domuzlarda ve sigirlarda saptanmistir. CC398 klonunda yer alan bu izolatlar tip V SCCmec
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tagirlar. Bu izolatlarda PVL bulunmaz. CC398 klonunda yer alan LA-MRSA izolatlar ilk kez
2003 yilinda insanlarda da saptanmistir. MRSA CC398 izolatlart en sik Avrupa iilkelerinde
goriilmektedir. Avrupa’da goriilen MRSA izolatlar1 iginde MRSA CC398 oran1 bdlgesel
farkliliklar gosterir. Hollanda, Belgika ve Danimarka olmak iizere bazi iilkelerde daha sik izole
edilmektedir. Ornegin Hollanda’da MRSA izolatlarmin % 20’sini ST398 olusturmaktadir.
Ozellikle domuz giftlikleri basta olmak iizere hayvan ciftliklerinde ¢alisan bireylerde daha sik
rastlanmaktadir. MRSA pozitif olarak belirlenen domuz ciftliklerinde ¢alisan bireylerde % 23-38
oraninda kolonizasyon saptanmistir. Ayni1 zamanda CC398 pozitifliginin yliksek oldugu
bolgelerde basta saglik merkezlerinde olmak lizere MRSA epidemiyolojisi de etkilenmektedir.
Omegin Almanya’da domuz ciftliklerinin yogun oldugu bir bolgede yer alan bir hastanede bu
durum MRSA insidansinda ii¢ kat artisa yol agmistir. Dolayisiyla MRSA CC398’in hastanelere
tasinmasi, bu suslarin nozokomiyal yayilimiyla sonug¢lanabilir (12,81,82,85,88).

1961 yilinda Ingiltere’de izole edilen ilk MRSA susu, SCCmec tip I icermektedir. Bu
MRSA klonu bugiin i¢in Archaic klonu olarak bilinir ve 1960’larda tiim diinyaya yayilan klon-
dur. 1982 yilinda SCCmec tip II tagiyan N315 susu Japonya’da izole edilmistir. Bu klon New
York-Japonya klonu olarak adlandirilir ve tiim diinyada yaygin olarak bulunur. Bundan ¢ yil
sonra SCCmec tip III tasiyan 85/2082 adli sus Yeni Zelanda’da tanimlanmistir. 1990’11 yillara
gelindiginde ise SCCmec tip IV tasiyan klonlar goriillmeye baslanmistir. SCCmec tip V ise ilk kez
2004 yilinda Avustralya’da WIS olarak adlandirilan izolatta gosterilmistir. Bunu takip eden
yillarda SCCmec tip VI, VII, VIII, IX, X ve XI tanimlanmigtir (12).

Gilintimiizde MRSA tiim diinyada yaygin olarak goriilmekte olup, prevelansi iilkeler ara-
sinda farklilik gostermektedir. EARSS (European Antimicrobial Resistance Surveillance System)
2008 verilerine gore Avrupa’da MRSA oranlarn iilkeden ilkeye farklilik gostermektedir.
Avusturya, Liiksemburg ve Slovenya’da MRSA direnci % 10’un altinda saptanmistir. Belgika,
Cekoslovakya, Fransa, Almanya, Macaristan, Polonya ve Isvicre’de direng % 10 ile % 25 ara-
sinda saptanirken Hirvatistan, Bulgaristan, Ingiltere, irlanda, Ispanya, italya, Kibris, Romanya,
Tiirkiye ve Yunanistan’da % 25 ve iizerinde direng tespit edilmistir. Malta ve Portekiz’de ise bu
oran % 50’lere ulasmistir. Hollanda, Danimarka ve Isve¢ olmak iizere Kuzey Avrupa iilkelerinde
MRSA prevelanst % 2’in altindadir. Son yillarda Fransa, Ingiltere, Avusturya, Irlanda ve
Yunanistan gibi baz1 Avrupa iilkelerinde hastane kaynakli MRSA prevelansinda diislis

saptanirken diger Avrupa lilkelerinde goriilen direng oranlart hemen hemen ayni kalmistir. Cin ve
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Afrika {ilkelerinde % 25-50 oranlarinda diren¢ saptanmaktadir. Amerika’da ve bazi Asya
iilkelerinde ise bu oran % 50’lere ulasmistir. Ozellikle Sri Lanka (% 86.5), Giiney Kore (% 77.6),
Vietnam (% 74.1), Tayvan (% 65), Tayland (% 57) ve Hong Kong (% 56.8) olmak iizere Dogu
Asya’da yiiksek oranlarda metisilin direnci goriilmektedir. Ulkemizin de dahil oldugu Akdeniz
iilkelerinde goriilen antibiyotik direncinin ortaya konuldugu ARMed calismasindan elde edilen
verilere gore S.aureus kan izolatlarindaki metisilin direng orani 2003-2005 yillar1 arasinda
sirastyla % 43, % 40 ve % 35 olarak tespit edilmistir. SENTRY caligmasinda da Tiirkiye’de
goriilen MRSA oraninin % 30.9 oldugu saptanmistir (12) .

Giliniimiizde MRSA epidemiyolojisinin arastirilmasinda bir¢ok yontem kullanilmaktadir.
Bunlardan multilokus dizi tiplendirmesi (Multilocus sequence typing; MLST) S.aureus’un klonal
yayilimini gosteren en iyi yontem olarak kabul edilmektedir. Bu yontemde, yedi housekeeping
genin (arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi, ygiL) DNA dizi analizi yapilir. Yedi housekeeping genden
besinde benzerlik saptanirsa izolatlar ayni1 klonal komplekste (CC) yer alir. MLST analizi
sonucunda incelenen bu yedi gende nokta mutasyonlari sonucunda goriilen farkliliklara gore
sekans tipleri (ST) tanimlanmaktadir. identik allel profiline ve SCCmec kasetine sahip olan
izolatlar ayn1 MRSA klonu olarak kabul edilmektedir. Ayn1 genetik soyda yer alan izolatlar ST
tipi, direng fenotipi ve SCCmec tipine goére simiflandiriimaktadir (ST-MRSA/MSSA- SCCmec)
(63,69).

Klonal kompleks 8’in bir iiyesi olan ST8-MSSA, Archaic klonu olarak bilinen ilk MRSA
izolatinin (ST250-MRSA-I) atas1 olarak belirlenmistir. Sadece yqgiL geninde meydana gelen bir
nokta mutasyonu ST8’1 ST250’den ayirir. Tiim diinyada 6nemli enfeksiyonlara yol agmis olan
ST8’de yer alan MSSA izolatlar1 zaman i¢inde SCCmec tip I, 1l ve IV kasetlerini kazanarak
metisilin direncgli hale gelmistir. ST250 ile iligkili olan bir diger klon ise 1980’11 yillarda ortaya
¢ikan Iberian (ST247-MRSA-I) klonudur. ST250 ile ST247 arasinda tek fark gmk geninde olan
nokta mutasyonudur. Brezilya-Macaristan klonu (ST 239-MRSA-IIl) da CC8 klonal
kompleksinde yer alir (63,65,80).

Yapilan ¢alismalarda major MRSA klonlari, CC5, CC8, CC22, CC30 ve CC45 ile iliskili
bulunmugtur. Giliney Avrupa, ABD ve Giiney Amerika’dan olmak iizere 3000 izolatin analizi
sonucunda izolatlarin yaklasik % 70’i Iberian (CC8 [ST247-MRSA-IA]), Brezilya (CC8 [ST
239-MRSA-111A]), Macaristan (CC8 [ST239-MRSA-I1II]), New York-Japonya (CC5 [ST5-
MRSA-I1]) ve pediatrik (CC5 [ST5-MRSA-IV]) klonlar1 olmak iizere 5 major pandemik klona
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ait oldugu goriilmiistiir. Tiim diinyada en sik saptanan klonlar CC5 ve CC8’dir. Bu klonlar birgok
ST igerirler. Diinyanin farkli bolgelerinde ve farkli {ilkelerde birbirinden farklt ST’ler
goriilmektedir. CC30-ST36 ABD’de ve Ingiltere’de yaygin olarak saptanmaktadir. CC45 ise
ABD ve Avrupa iilkelerinde, CC8, CC5 ve CC22 Asya’da en sik goriillen MRSA klonlaridir.
Latin Amerika’da CC5 (STS5), CC8 (ST239) ve CC30 MRSA klonlar1 bulunmaktadir.
Tiirkiye’den yapilan caligmalarda ise llkemizde ST239 klonunun hakim oldugu
goriilmiistiir(12).

Zaman icinde iilkelerde ve hastanelerde goriilen klonlar degisim gostermistir. Ornegin
Macaristan’da goriilen ST239-MRSA-I11 yerini ST5-MRSA-II ve ST228 MRSA-I almistir. Yine
Japonya’da 1990’11 yillarin basinda goriilen STS-MRSA-II klonu yerine ST-30-MRSA-IV klonu
goriilmeye baglanmistir (63).

MRSA izolatlar1 tiim beta-laktamlar ve tedavide kullanilan diger antibiyotik siniflarina da
direnc¢li oldugu i¢in, yeni antibiyotiklerin devreye girmedigi uzun yillar boyunca glikopeptid
antibiyotikler (vankomisin ve teikoplanin) tek tedavi secenegi olarak kalmistir. Vankomisine
duyarliligr azalmis (vancomycin intermediate S.aureus; VISA) olan ilk izolatlar 1997 yilinda
Japonya’dan bildirilmistir. Bu ilk bildirimi, cesitli {ilkelerde yapilmis ve benzer yontemlerle
azalmis duyarliligr ortaya koyan diger ¢aligmalar izlemistir. VISA fenotipinin tam mekanizmasi
bilinmemekle birlikte, S.aureus diizenleyici genlerdeki mutasyonlara bagli olarak, bu suslarda
hiicre duvariin kalinlastigi, duvardaki ¢apraz bag sayisinin azaldigir ve bu kalinlasan duvarin
ortamdaki vankomisin molekiillerini sitoplazmik membranin i¢ yiizeyindeki esas hedefleri olan
yeni prekiirsorlere ulasamadan tiikettigi lizerinde durulmaktadir. Hiicre duvarinin katmanlari
arasinda biriken vankomisin molekiilleri ayrica adeta bir tika¢ gibi davranarak yeni ilag¢
molekiillerinin gecisine de izin vermemektedir. VISA fenotipi 6zellikle agr 11 varlig ile iligkili
olarak CC5 klonal soyunda goriilmektedir (89).Ulkemizde de bu konuda ¢esitli bildirimler vardir.
Oranlar % 0-6 arasinda degismektedir (90,105,119). Populasyon analizi ile % 18’e ulagan azalmis
duyarhilik bildirilmistir (119). Ancak MiK degerleri 0.125-4 mg/L olarak bildirilen bu h-VISA
suslarinin klinik 6nemine ait yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir.

VISA susglarinin klinik 6nemi tartisilirken, 2002 yilinda ABD’de bir VRE susundan bir
MRSA susuna vanA operonunun aktarilmasiyla ilk klinik VRSA susu bildirilmistir. VRSA

gelismesi icin vanA gen kiimesini iceren Tn 1546’nin stabil olarak bir stafilokok plazmidine
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aktarilmasi1 gereklidir. Giiniimiize kadar bu tip raporlarin sayis1 az oldugu igin stabil aktarimin
pek sik olmadigi soylenmektedir (89).

ABD’inden su ana kadar VRSA ile enfekte en az yedi hasta bildirilmistir. VRSA’lu ilk
olgu 2002 yilinda Michigan’da diabetes mellitus, periferal arter hastalig1 ve kronik renal yetmez-
ligi bulunan bir hemodiyaliz hastasindan bildirilmistir. Bakteri hem kateter ¢ikis yeri siiriintii
kiiltiirinden, hem de yeni enfekte oldugu diisiiniilen kronik ayak {ilserinden izole edilmistir.
Hastanin ayak iilserinden ayn1 zamanda VRE susu da izole edilmis olup, her iki susun vanA geni
DNA sekans diziliminin benzer oldugu gosterilmistir. Hastanin cevresel kiiltiirleri ve viicut
boélgelerinin tarama sonuglar1 ¢apraz bulasi gosterebilecek bir kiiltiir pozitifligini ortaya
koymustur. VRSA susunun ikinci izolat1 2002 yilinda Pennsylvania’dan bildirilmistir. Bu bakteri
olas1 osteomyeliti bulunan kronik ayak iilserli bir hastadan soyutlanmistir. Buyyon diliisyon
yontemi ile saptanan vankomisin MIK diizeyi 32 pg/mL olarak saptanmistir. Kronik ayak iilser
kiiltiirinde aynt zamanda VRE de izole edilmistir. Ancak bu hastada vankomisin kullanim
Oykiisii saptanmamistir. VRSA saptanan ligiincii olgu 2004 yilinda New York kaynaklidir. Uzun
stire yogun bakim {iinitesinde yatmakta olan bu hastanin idrar kiiltiirtinde VRSA izole edilmistir.
Bakterinin MIK degeri 64 pg/mL ol¢iilmiistiir. Ik {i¢ sus izole edildikten sonra dért olgu
Michigan’da 2005-2006 yillarinda belirlenmistir. VRSA saptanan olgularin yapilan kiiltiirlerinde
VRSA ile birlikte VRE suslari da izole edilmistir (13).

2.1.7.MRSA Tedavi Secenekleri

Ulkemizde yapilan cesitli ¢alismalarda MRSA’nin tiim hastane enfeksiyonu etkenleri
arasindaki orani, % 10.5 ile % 37.6 arasinda degisirken, izole edilen tiim S.aureus izolatlari
arasindaki orani ise % 43 ile % 90 arasinda degismektedir (92,93). Yine iilkemizin de i¢inde
bulundugu toplam 4640 gram-pozitif kok izolatinin dahil edildigi 12 iilkede yapilan ¢ok merkezli
bir arastirmada Irlanda’da % 54.7, Israil’de % 46, Ingiltere’de % 42.5, italya’da % 38.3,
Fransa’da % 31.5, Isve¢’te % 2.1, Tiirkiye’de ise % 30.9 oraninda MRSA gériildiigii saptanmustir
(94). S.aureus izolatlarinda son yillarda giderek artis gosteren antibiyotik direnci, bu bakterilerin
yol actig1 enfeksiyonlarin tedavisinde ciddi sorunlar yasanmasina yol agmaktadir. Dolayisiyla bu
durum giintimiizde stafilokokal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek yeni antibiyotiklerin

arayigina girilmesine yol agmustir (95).
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2.1.7.1.Daptomisin

Streptomyces roseosporus’un fermentasyon iiriinii olan siklik yapida bir lipopeptittir.
Klinikte ilk kez 2003 yilinda kullanilmaya baslanmis, ancak iki y1l gibi kisa bir siire sonra bir
olguda direng gelisimi bildirilmistir (96). Daptomisin, Ca+2 bagiml bir aktivite gosterir. Ca+2
iyonlar1 ilacin negatif yiikiinli azaltarak daptomisinin hiicre zariyla daha iyi etkilesim
gostermesini saglar. Daptomisinin hiicre zar1 biitiinliigine DNA, RNA ve protein sentezi
inhibisyonu olmak {izere birden fazla mekanizmayla etki ettigi diistiniilmektedir. Hiicre duvarina
etki eden antibiyotiklerden farkli olarak daptomisin hiicre yikimina yol agmadan hizli bakterisidal
etki gostermektedir (91,97).

Daptomisine karsi diren¢ nadirdir. Spontan direng sik degildir ve in-vitro 1x10™%" dan
daha diistik hizda ortaya ¢ikmaktadir, ancak antibiyotik konsanstrasyonunun arttig1 seri pasajlarda
direng ortaya ¢ikarilabilir (61).

Genel olarak daptomisin gram-pozitif bakterilere karsi genis spektrumlu bir etkinlige
sahiptir. Gram-negatif bakterilere karsi ise etkisi bulunmamaktadir. Yapilan in vitro ¢aligmalarda,
daptomisinin stafilokok ve enterokoklarda vankomisin, linezolid ve kinupristin-dalfopristin esit
ya da bu ilaglardan daha yiiksek bakterisidal aktivite gosterdigi saptanmistir. Gram-pozitif
bakterilerle meydana gelen deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinin ve MRSA dahil olmak tizere
S. aureus izolatlarinin neden oldugu bakteriyemi ve sag kalp endokarditlerinin tedavisinde
kullanilmak {izere onayr alinmistir (97). ilacin kan-beyin bariyerini gecisi diisiik diizeydedir.
Gebelikte kullanim1 agisindan FDA'ya gore B kategorisinde yer almaktadir. Diger antibiyotiklere
direng gosteren gram-pozitif bakterilere etki etmesi, etki spektrumunun genis olmasi, hizli ve
konsantrasyona bagli bir bakterisidal etkiye sahip olmasi ve diren¢ gelisiminin nadir goriilmesi,
daptomisinin en 6nemli &zellikleri arasinda yer alir (99).

CLSI kriterlerine gére MIK degeri < 1 pg/ml olan izolatlar daptomisine duyarl olarak
kabul edilmektedir. S.aureus izolatlarinda daptomisin MIK degeri > 1 pg/ml olan yani
daptomisine direncli olan izolat sayisi halen nadir olarak saptanmaktadir. Kanada ve Amerika'da
yapilan bir ¢aligmada, S.aureus izolatlar1 arasinda daptomisin direng oran1 % 0.01'den az olarak
belirlenmistir. Ulkemizden yapilan ¢aligmalarda ise MRSA izolatlar1 arasinda daptomisin direnci
saptanmamistir(100). Daptomisin direng mekanizmalar1 heniiz tanimlanmamigstir. Daptomisin
direnci gosteren S.aureus izolatlariin bazilarinda bir¢ok genetik degisiklik belirlenmistir.

Bunlardan biri mfrF genidir. mfrF geni, lizil-fosfatidil-gliserol sentetaz enzimini kodlar ve
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membran fosfolipidlerinden fosfatidil gliseroliin L-lizinilasyonundan ve bu fosfolipidlerin hiicre
membraninin dis yapragina translokasyonundan sorumludur. Saptanan ikinci degisiklik ditABCD
operonunun asirt ekspresyonudur. Bu operon, teikoik asitlerin alanilasyonundan sorumludur ki
bu, hiicre yiizey yiikiiniin belirlenmesine katkida bulunur. Ugiincii mutasyon histidin kinaz genini
kodlayan yycG genidir ve hiicre duvar dongiisiinde rol alir. Dordiincti mutasyon rpoC ve rpoB
genlerindedir. Bu genler RNA polimeraz alt iinitelerini kodlar. Bu genlerdeki mutasyon ile
daptomisin duyarliligi arasindaki iligki ise heniiz anlagilamamistir (100). Baz1 ¢caligmalarda VISA
izolatlarinda daptomisin direncinin saptanmasi ve bu izolatlarda mfrF geninde mutasyon
goriilmemesi nedeniyle iki direncin iliskili olabilecegi diisiinlilmiistiir. Vankomisine bagli olarak
meydana gelen duvarda kalinlasma sonucunda daptomisinin hiicreye difiizyonunda azalma

olabilecegi fikri ortaya atilmistir (100).

2.1.7.2.Kinupristin/ Dalfopristin

Kinupristin/dalfopristin(K/D), semisentetik streptograminler olan kinupristin  ve
dalfopristinin  30:70 oraninda kombinasyonundan olusan, parenteral uygulanabilen bir
antibiyotiktir. 50S ribozomal alt uniteye baglanarak protein sentezini inhibe ederek etkisini
gosterir (101). Etki spektrumu oldukg¢a genistir. Gram-pozitif bakterilerden Enterococcus faecium
(vankomisin, eritromisin, gentamisin direngli suslar dahil), MRSA, metisiline duyarli S. aureus
(MSSA), streptokoklar ve Corynebacterium jeikeium’a, gram-negatif bakterilerden ise
Moraxella, Legionella ve Neisseria tiirlerine, Enterobactericeae ailesi liyelerine ve anaerop
bakterilerden B. fragilis, Lactobacillus tiirleri, Propionibacterium acnes, C. perfiringens ve C.
difficile’ye kars1 etki gostermektedir. Ozellikle goklu ilag direncine sahip mikroorganizmalarla
meydana gelen enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmasi 6nerilmektedir (98).

[laca karsi gelisen diren¢ mekanizmalar1 arasinda; ribozoma baglanma bdlgesinin
metilasyonu, ila¢g modifikasyonu ve ilacin digsa atiminda artma yer alir. Hedef bdlgede meydana
gelen degisim en sik karsilasilan diren¢ mekanizmasidir ve metilaz genleriyle (erm; eritromisin
ribozomal metilaz) gerceklesir. Stafilokoklarda ermA ve ermC genleri bulunmaktadir.
Sentezlenen metilaz enzimleri 23S rRNA'nin besinci kangalinda bulunan A2058 noktasinda
adenin metilasyonuna yol a¢maktadir. Ribozomda meydana gelen bu degisiklik sonucunda
makrolidler, linkozamidler ve streptograminlere karsi direng gelisir. Bu nedenle bu dirence

"MLSg direnci" adi verilmektedir. Bu direng, transpozon ya da plazmid yoluyla bir bakteriden
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digerine gecis gosterebilir. MLSg direnci konstitiitif ya da indiiklenebilir olabilir. Konstitiitif
diren¢ durumunda makrolid, linkozamid ve streptograminlere karsi ¢apraz direng goriiliir.
Indiiklenebilir direng sz konusu oldugunda ise 14-15 iiyeli makrolidlere kars1 direng goriiliirken,
16 tiiyeli makrolidlere, linkozamidlere ve streptogramine karsi diren¢ goriilmez. Bunda rol
oynayan mekanizma 14-15 iiyeli makrolidlerin metilaz enziminin sentezini gii¢lii bir sekilde
indiiklemeleridir. ~ Yapilan  c¢aligmalarda, stafilokoklarda  genellikle diisik oranda
kinupristin/dalfopristin direnci saptanmaktadir. Ulkemizde yapilan ¢aligmalarda ise bu oran % O-
5 arasinda belirlenmistir (100).

2.1.7.3.Linezolid

Linezolid, oksazolidinon grubunda yer alan sentetik bir antimikrobiyal ajandir. Protein
sentezini baglangi¢ asamasinda bloke ederek bakteriyostatik etki gosterir. 50S ribozomal alt
iinitesinin 23S rRNA'sina baglanarak 30S baslama (initiation) kompleksiyle birlesir ve 70S
baslama kompleksinin olusmasina engel olur. Etki mekanizmasinin farkliligindan dolay1 diger
protein sentez inhibitorleriyle arasinda ¢apraz direng goriillmez. VRE, MRSA, VISA ve VRSA
dahil olmak iizere gram-pozitif koklara etki gostermektedir (102,103).

Linezolidin FDA onayli olan kullanim endikasyonlar1 arasinda MRSA’nin neden oldugu
komplike yumusak doku enfeksiyonlar1 ve nozokomiyal pndmoniler, penisiline direncli
Streptococcus pneumoniae (PRSP)’nin neden oldugu toplumdan kazanilmis pnomoniler ile buna

eslik eden bakteriyemiler ve vankomisine direngli enterokok (VRE) bakteriyemileri yer alir (98).

Son yillarda linezolid direnci gosteren metisiline direngli stafilokoklarin saptanmasina
karsin, hastane ve toplum kaynakli MRSA izolatlarinda linezolid direncine nadir rastlanmaktadir.
Linezolid direnci genellikle derin organ tutulumu, yabanci cihaz (foreign device) varligi veya
uzun linezolid tedavisi durumlarinda saptanmistir. Yapilan ¢alismalarda, ABD ve diger iilkelerde
S.aureus izolatlarinda linezolid direnci < % 0.1 olarak belirlenmistir. Ulkemizde yapilan cesitli in

vitro duyarlilik ¢aligmalarinda ise MRSA izolatlarinda linezolid direnci saptanmamigtir (100).

Direng, 23S rRNA'nin besinci kangalinda meydana gelen niikleotid degisiklikleri
sonucunda ortaya ¢ikar. S.aureus'larda en sik G2576T mutasyonu saptanmistir. Bunun disinda
T2500A, T2504, G2242A ve G2603T mutasyonlar1 da tanimlanmistir. Ayrica ribozomal
proteinlerde (L3 ve L4) meydana gelen degisiklikler de dirence yol acabilir. S.aureus'larda 23S
rRNA'nin bes ya da alt1 kopyas1 bulunmaktadir. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar arttik¢a
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linezolid MIK degerlerinde artis goriilmektedir. Hatta linezolid kullanim siiresi ile mutasyona
ugrayan rRNA gen sayisi arasinda iliski saptanmistir (100). Bunun disinda stafilokoklarda
plazmid yoluyla cfr geninin aktarilmasi sonucunda da linezolid direnci goriilebilir. Cfr, 23S
rRNAmin A2503 bolgesinin metilasyonuna (ribozomal metilasyon) yol agar. Bu degisiklik
sonucunda fenikol, linkozamid, oksazolidinon, pléromutilin ve streptogramin A olmak iizere bes
farkli antibiyotik grubunun hedef bolgeye baglanmasi engellenmis olur. Giintimiizde cfr geni
nedeniyle linezolide direngli S.aureus izolatlartyla ortaya ¢ikan hastane kaynakli salginlar
bildirilmistir (100).

2.1.7.4.Tigesiklin

Tigesiklin (GAR-936), minosiklin tiirevi olup, tetrasiklinlerin yeni jenerasyonu olan
glisilsiklin grubuna ait bir ilagtir. Tetrasiklinlerin temel ¢ekirdegindeki dokuzuncu pozisyonda
yapilan modifikasyon sonucunda ilacin etki spektrumu genislemis ve tetrasiklinlerde goriilen
diren¢ mekanizmalarina kars1 dayaniklilik kazanmistir. Yapisal olarak minosiklin tiirevi bir ilag
olmasina ragmen, minosiklin ve tetrasikline oranla ribozoma bes kat daha kuvvetli baglanir.
Bakterilerde ribozomal korunma ve efluks mekanizmalar1 gibi tetrasiklin direncinden sorumlu iki
farkli direng¢ mekanizmasina karsi dayanikli olmasi ilacin 6nemli bir 6zelligidir (28,106).
Tigesiklinin, bu 6zelligi, ilacin dokuzuncu pozisyonunda yapilan modifikasyonun sagladig: ii¢
boyutlu engellemeye baglanmaktadir. Ribozomun 30S alt {initesine baglanip, aminoagil transfer
RNA’nin hedefine baglanmasini engelleyerek protein sentezini inhibe eder ve bakteri liremesini
durdurur (104).

Tigesikline kars1 direng, disa atim pompalarinin yapimindaki artis ile iligkilidir. Yurt
disindan yapilan ¢esitli ¢aligmalarda, S.aureus izolatlarinda % 0-0.02 oranlarinda tigesiklin
direnci tespit edilmistir. Yine Ingiltere ve irlanda'dan yapilan bir ¢alismada, MRSA kan izolatlari
arasinda % 0.4 oraninda tigesiklin direnci saptanmigtir. Ulkemizde yapilan calismalarda ise

S.aureus izolatlarinda tigesiklin direnci saptanmamuistir (100).

2.1.7.5.0ritavansin

Oritavansin, kloroeremomisinin, 4’-kloro-bifenil-karboksialdehit ile rediiktif alkilasyonu
sonucu elde edilmis semisentetik bir glikopeptiddir. Peptidoglikan biyosentezindeki
transglikolizasyon asamasint ve hiicre duvar sentezini engelleyerek etki gosterir (106).

Oritavansin, hizli ve konsantrasyona bagli bakterisidal etki gosterir. Enterokoklarda 2-4 saat,
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stafilokoklarda ise 8 saat olmak iizere konsantrasyona bagli post antibiyotik etkisi s6z konusudur.
Gentamisin ile sinerjistik etki gostermesi nedeniyle bu ilagla kombine kullanimi direngli mutant
gelisimini 6nlemektedir. Glikopeptit direngli stafilokoklara duyarli olan izolatlar kadar etkilidir.
Bugiine kadar stafilokok izolatlar1 arasinda oritavansine diren¢ saptanmamustir (97).

2.1.7.6.Telavansin

Telavansin bir lipoglikopeptiddir. Peptidoglikan zincir dnciillerine baglanarak hiicre duvar
sentezinin inhibisyonu ve hiicre membran1 depolarizasyonu olmak iizere ikili etki mekanizmasina
sahiptir (107). Stafilokoklarda ise lipit sentezini bozarak hiicre membraninda harabiyet olusturma
yoluyla etkili oldugu gosterilmistir (108). MRSA, VISA, VRSA ve pnémokoklar dahil olmak
tizere gram-pozitif bakterilere karsi bakterisidal etkiye sahiptir (107).

2.1.7.7.Ramoplanin

Ramoplanin, Actinoplanes tiirlerinden elde edilen glikolipodepsipeptidtir. Ramoplanin,
vankomisinden farkli olarak bakteri duvar sentezini D-alanin- D-alanin kismina baglanmadan
inhibe eder. Bu etkisini N-asetilglikozamil transferaz enzimini inhibe ederek gostermektedir.
E. faecium, E. faecalis, S. aureus, KNS ve Clostridium tiirlerine kars1 bakterisidal etkiye sahiptir.

Ramoplanin ile diger glikopeptid antibiyotikleri arasinda ¢apraz direng mevcut degildir (98).

2.1.7.8.Dalbavansin

Dalbavansin teikoplanin benzeri glikopeptid A40926’in modifikasyonu ile elde edilir.
Teikoplanin gibi dalbavansin vanB-pozitif enterokoklara ve stafilokoklara karsi etkilidir.
Farmakokinetik profili yaklasik yedi giindiir; bu nedenle gram pozitif enfeksiyonlarin tedavisinde
haftalik uygulamayr miimkiin hale getirmektedir. Pek ¢ok anti-gram pozitif ajandan daha etkin
oldugu, komplike cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarinda linezolid kadar etkin oldugu ortaya

konmustur (61).

2.1.7.9.Seftobiprol

Seftobiprol, genis spektrumlu yeni bir sefalosporindir. Beta laktamaz direncgli parenteral
bir sefalosporin olan bu ajan penisilin baglayici proteinler PBP2a ve PBP2x’e kars1 yiiksek afinite
gostermektedir. Bakterisidal etkili bir antibiyotik olan seftabiprol, diger sefalosporinlere benzer

sekilde etkinlik gosterir. MRSA, VISA, VRSA, PRSP, E. faecalis ve gram-negatif bakteriler
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dahil olmak iizere etki spektrumu genis bir sefalosporindir. Stafilokok ve pnomokoklardaki beta-
laktam direncinden sorumlu olan sirasiyla PBP2a ve PBP2x’e yiiksek afinite gosterir.
Sefalosporin halkasinin tiglincli pozisyonunda bulunan vinilpirolidinon bolimii PBP2a yapisina
baglanmay1 saglarken, yedinci amino grubunda bulunan aminotiadiazol boliimii ise genis
spektrumlu beta-laktamazlara dayanikliligini arttirmaktadir. ilacin, faz 3 ¢alismalar1 halen devam
etmektedir. Yapilan calismalarda MRSA’nin da neden oldugu komplike cilt ve yumusak doku

enfeksiyonlarinda vankomisinle benzer klinik sonuglar elde edilmistir (61,98).

2.1.7.10.iklaprim

Iklaprim (AR-100 ve Ro 48-2622) yeni bir diaminopirimidin bilesigidir. Trimetoprime
benzer sekilde dihidrofolati, tetrahidrofolata katalize eden dihidrofolat rediiktaz enzimini selektif
olarak inhibe eder. Basta stafilokoklar olmak iizere sadece trimetoprim direngli suslara karsi
aktivite gostermeyip MRSA, VISA, heterojen direngli VISA ve VRSA’lara karsi da etkinlik
gosterir. Iklaprim, trimetoprim, beta-laktam, makrolid, florokinolon ve glikopeptid direncli
izolatlar da dahil olmak {izere gram-pozitif bakterilere karsi genis bir in vitro etkinlige sahipken,
gram-negatif bakterilere kars1 ise sinirli etkinlik gosterir. Gram-pozitif bakterilere kars: etkinligi,
genellikle trimetoprim, linezolid, Kinupristin/dalfopristin, eritromisin, klindamisin  ve
vankomisine esit ya da istiin bulunmustur. Iklaprim igin diren¢ sinir degerleri heniiz
belirlenmemistir. Bugiine kadar yapilan farmokodinamik caligmalar, iklaprimin zamana bagh

bakterisidal etki gosterdigini diistindiirtmektedir (97).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1.Bakteri Suslar:

Calismamizda retrospektif olarak Ocak 2008 - Agustos 2013 tarihleri arasinda Indnii
Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvarma gonderilmis ¢esitli
orneklerden izole edilip -80°C de stoklanmis 52 adet MRSA susu kullanildu.

Bu o6rnekler oncelikle mecA, nuc ve 16s genleri agisindan molekiiler olarak test edildi.
MecA, nuc ve 16s genlerinin her {i¢ii igin pozitif olan suslar metisilin direngli S.aureus kabul
edilerek bu suglara vankomisin agar tarama, vankomisin mikrodiliisyon ve standart E testleri
uygulandi. Vankomisin agar taramada treyen S.aureus suslarina VISA ve h-VISA yoniinden

popiilasyon analiz profili yapildu.

3.2.Mikrobiyolojik Kiiltiir ve identifikasyon Islemleri

Laboratuvara gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden yapilan kiiltiirlerde iireyen stafilokok
stipheli kolonilerden oncelikle Gram boyama yapilmistir. Gram boyamada tiziim salkimi seklinde
kiimeler olusturmus gram pozitif kok kolonileri lama yayilmis, iizerlerine % 3’lik H,0;
damlatilarak gaz kabarcigi olusturan Kkatalaz pozitif bakteriler stafilokok olarak
degerlendirilmistir. MRSA nin tespiti i¢in stafilokok olarak kabul edilen suslara antibiyotik
duyarlhlik testi ve tiip koagiilaz testi yapilmistir. Bu suslarin metisilin duyarliligini tespit etmek
icin CLSI’nin Onerilerine gore disk diflizyon yontemiyle sefoksitin diski (30 pg) kullanilmistir.
Saf kolonilerden serum fizyolojik i¢inde 0,5 McFarland standart bulanikliginda bakteri soliisyonu
hazirlanarak Mueller-Hinton besiyerine ekim yapilarak tizerine 30 pg sefoksitin diski yerlestirilip
35°C' de 24 saat normal atmosfer sartlarinda inkiibe edilmistir. Sefoksitin diski ¢evresindeki
inhibisyon zonu < 21 mm olan suslar MRSA, > 22 mm olanlar MSSA kabul edilmistir. Tiip
koagiilaz testi i¢in gram pozitif, katalaz pozitif koloniler 1/4 insan plazmasina eklenerek etiivde
35 %C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi piht1 olusturan bakteriler S. aureus, pihti
olusturmayan s1vi seklinde kalan bakteriler KNS olarak kabul edilmistir. MRSA susu olduguna
karar verilen suslar siitlii besiyerinde —80 °C’de saklanmigtir. Calisma yapilacak  suslar

deepfreezden ¢ikarilarak kanl besiyerine ekim yapilip canlandirilmalar: saglanmustir.
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3.3.Multipleks PZR ile mecA, nuc ve 16S Gen Bélgelerinin Cogaltilmasi

3.3.1.DNA'min Elde Edilmesi

Stok besiyerinden Mueller Hinton agar besiyerine ekim yapilan bakteriler 35°C'de 24 saat
normal atmosfer sartlarinda inkiibe edildi, 500 ul steril serum fizyolojik i¢ine bir 6ze dolusu
bakteri eklendi. Kisa bir siire vorteksledikten sonra 15 dk sonografik isleme tabi tutuldu. Her 12
ornek icin 1800 pl AVE buffer eklenerek QIAsympany cihazinda otomatik DNA'nin
ekstraksiyonu yapildi.

3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Hedef Bolgenin Cogaltilmasi

Amplifikasyon i¢in kullanilan primerler

mecA-1 5-GGGATCATAGCGTCATTATTC-3'

mecA -2  5-AACGATTGTGACACGATAGCC-3

nuc-1 5'-TCAGCAAATGCATCACAAACA-3

nuc-2 5-CGTAAATGCACTTGCTTCAGG-3'

LAB16SF  5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'

LAB16SR  5-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3'

MecA-1 ve mecA-2 primerleri kullanilarak mecA bolgesi g¢ogaltildi ve metisilin
direnglerine bakildi. nucl ve nuc2 primerleri kullanilarak da koagiilaz genleri gosterildi
Multipleks PZR yapmak iizere PZR karigimi;
mecA-1 1ul, mecA -2 1pl, nuc-1 1ul, nuc-2 1ul, LABI16SF 1 ul, LAB16SR 1ul, 2X Buffer
12,5 pl, coral load 2,5 ul, H20 1,5 ul toplam karisim 22,5 pl olacak sekilde tiiplere dagitim
yapildi ve her bir 6rnege 2,5 ul DNA eklendi.

Tamamlanan ana karisim daha sonra asagidaki sartlarda sicaklik dongiisiine tabi tutuldu.
Denatiirasyon 94° C'de 3 dk 1 sikliis
Denatiirasyon 94° C' de 30 sn 35 sikliis
Baglanma 55° C'de 30 sn 35 sikliis
Uzama 72°C'de 1 dk 35 sikliis
72° C'de 10 dk 1 sikliis
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3.3.3.DNA’nin Goriintiilenmesi

Bu caligmada PZR sonucu ¢ikan {riinleri incelemek igin Agaroz jel elektroforezi
kullanildi. Bunun igin de 3 gr agaroz ve 150 ml 10TBEX kullanilarak % 2 lik agaroz jel
hazirlandi. TBE i¢inde agarozun kaynatilmasi ile hazirlanan solusyona 20 pl Etidyum bromiir
eklendi. Oda sicakliginda 50°C’e kadar sogutulduktan sonra agar tablasina dokiildi. Jelin bir
tarafina elektroforez tarag: yerlestirilip bir siire sonra katilasan jelden tarak dikkatlice ¢ikarildi.
Jel daha sonra, i¢inde 1TBEX bulunan tanka yerlestirildi. Her bir 6rnekten10 pl alinarak jele
yiiklendi. Ayrica molekiil biiyiikliikleri bilinen marker DNA‘larda (Fermentas 1 kb ladder)
orneklerle karsilastirma yapabilmek icin jelin bir yuvasima yerlestirildi. Orneklerin ve markerin
jele yiiklenmesinden sonra elektroforez tanki gii¢ kaynagina baglandi. 100 volt akim siddetiyle 3
saat sliresince verilen elektrik akimindan sonra jel tanktan alinip DNA bantlar1 goriintiillenmek

iizere jel goriintii sisteminde incelendi.

3.4.Buyyon Mikrodiliisyon

Kanli agar besiyerinde bir gece bekletilmis kolonilerden Mueller-Hinton buyyon igine
alinarak 0,5 McFarland yogunlukta bakteri soliisyonu elde edildi. Steril distile su i¢inde 512
pg/ml konsantrasyonda vankomisin soliisyonlar1 hazirlandi. Mikrodiliisyon i¢in U tabanli plaklar
kullanildi. Mikrodiliisyon su sekilde yapildi:
1. Mikroplagin 1’den 12’ye kadar olan yatay kuyucuklarma 50’er pl Mueller-Hinton buyyon
eklendi.
2. 512 pg/ml konsantrasyonda vankomisinden (Liofilchem s.r.i. ROSETO D.A. (TE) ITALY) 50
pl alinarak ilk kuyucuga konuldu. Birinci kuyucuktan 50 pl alinip ikinciye, oradan ayni miktar
almip tciinciiye ve bu sekilde 11. kuyucuga kadar seri diliisyon yapildi. Onikinci kuyucuk pozitif
kontrol olarak kullanildi ve bu kuyucuga antibiyotik eklenmedi. Boylece ilk 11 kuyucukta
vankomisin konsantrasyonlar1 0,25-128 pg/ml olarak elde edildi.
3. 10 ml Mueller-Hinton broth besiyerine 50ul 0,5 McFarland bakteri siispansiyonu eklendi. Kisa
bir siire vorteksledikten sonra bu siispansiyondan 50°er pl alinip 12 kuyucugada ilave edildi.
4. Mikroplagin iizeri steril bir plakla kapatildiktan sonra 35 OC’de 24 saat inkiibe edildi.
5. Her bir susa ait iiremenin olmadig1 en diisiik konsantrasyon MIK olarak degerlendirildi. Klinik

ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) kriterlerine gore vankomisin MiK degeri okundu.
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3.5.Standart E test

Kanli agarda bir gece bekletilmis kiiltirden {tireyen taze kolonilerden alinarak
0,5 McFarland bulanikligina ayarlanmig bakteri siispansiyonu hazirlandi. Mueller Hinton agar
yiizeyine yayildi. Vankomisin E-test stripleri (Liofilchem s.r.i. ROSETO D.A. (TE) ITALY)
yerlestirildikten sonra 35°C'de 24 saat inkiibe edildi. MIK degerleri belirlendi ve CLSI’nin
onerdigi MIK degerleriyle karsilastirildi. S. aureus’ta < 2 pg/ml olanlar duyarli, 4-8 pg/ml
olanlar orta derecede duyarli, > 16 pg/ml olanlar da direncli kabul edildi. Kontrol susu olarak

S.aureus ATCC 29213 kullanild.

3.6.Vankomisin Agar Tarama

Bu yontem, Hastaliklarin Kontrol Merkezi (Centers for Disease Control and Prevention
CDC) onerileri dogrultusunda 6 pg/mL vankomisin i¢eren beyin kalp infiizyon (BHI-V6 Oxoid)
besiyerinde yapildi. Bunun i¢in 6 pg/ml vankomisin igeren beyin-kalp inflizyon (BHI) agar
hazirlandi. Kanli agarda bir gece bekletilmis kiiltiirden iireyen taze kolonilerden alinarak 0,5
McFarland bulanikligina ayarlanmis bakteri silispansiyonu hazirlandi. Siispansiyondan 10 pl
alinip 6 pg/ml vankomisin igeren beyin-kalp inflizyon agara ekildi, 35°C'de 24 ve 48 Saat inkiibe
edildi. Eger 24 saat sonra gozle goriiniir iireme varsa izolatlar potansiyel VISA olarak
degerlendirildi. Eger 48 saat iginde sayilabilir (1-30 CFU) iireme goriiliirse izolat olasi
hetero- VISA olarak degerlendirildi. 48 saat sonunda iireme goriilmezse izolat vankomisine
duyarl olarak degerlendirildi.

Kalite kontrol suslari olarak genetik olarak van A icerdigi tespit edilen vankomisine

direngli Enterococcus(VRE) ve S.aureus ATCC 29213 (vankomisine duyarli) kullanildi.

3.7.Makro E Test Metod

VISA tarama ydntemi olarak makro E test yontemi kullanildi. Iki McFarland
bulanikligina esdeger bulaniklikta hazirlanan bakteri siispansiyonundan 200 pL alinarak 90 mm
capinda BHI agar plaklarina yayildi. Yaklasik 10 dakika biyogiivenlik kabininde besiyeri ylizeyi
kuruyuncaya kadar beklendi ve E test stripleri yerlestirildi. Plaklar 48 saat 35°C de inkiibe edildi
ve MIK degeri 8 pg/mL ve iizeri olan suslar VISA/hVISA kabul edildi (109).
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3.8. Popiilasyon Analiz Profili

Bu oran daha 6nceden Wootton ve arkadaslarinin tanimladigi sekilde belirlenmis ve bu
yontem, VISA ve h-VISA suslarimin belirlenmesinde altin standart olarak kabul edilmistir.
PAP-AUC yontemi, BHI-V6 besiyerinde iireyen siipheli hVIS/VIS izolatlarinin duyarlilik
diizeylerini dogrulamak amaciyla uygulandi. Stipheli izolatlarin 0.5 McFarland bulanikligina
ayarlanmis siispansiyonlarindan ve 10 kat seri dilusyonlarindan 50°ser pl, 1, 2, 4, 5, 6, 8 ve 10
pg/ml vankomisin i¢ceren BHI agar besiyeri yiizeylerine yayildi. Bakteriler, 35°C’de 48 saat
inkiibe edildikten sonra, koloni sayimlar1 gergeklestirildi. Plaklarda her bir konsantrasyonda
iireyen kolonilerin sayilar1 y eksenine, antibiyotik konsantrasyonlar1 ise x eksenine yerlestirilerek
grafikleri ¢izildi. Her bir sus i¢in egri altindaki alan (AUC) Microsoft Excel programiyla
hesaplandi. Elde edilen deger, standart hVISA susu olan Mu3 icin hesaplanan AUC degerine
bolinerek bir oran elde edildi. Bu oran < 0.90 ise vankomisine duyarli stafilokok,
0.90-1.3 ise hVISA, > 1.3 ise VISA olarak kabul edildi (110,111,112).

Calismada kontrol olarak Mu3(hVISA), Mu50(VISA), ve S.aureus ATCC 29213 suslari

kullanildi.
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4. BULGULAR

Calismaya alimnan MRSA izolatlar1 yara, abse, trakeal aspirat, balgam, kan, idrar, katater,
burun siiriintiisi, steril viicut s1visi, dren ve parasentez sivisindan izole edilmistir. izole edilen 52

MRSA susunun izole edildigi 6rnek tipine gére dagilimi tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Ornek tipine gére MRSA suslarinin dagilimi

Ornek Tipi Hasta Sayisi
Yara 21
Kan 15
Trakeal aspirat 9
Dren 3
Parasentez 2
idrar 1
Katater 1
Toplam 52

Klinik 6rneklerden elde edilen 52 MRSA susunun 13" cerrahi servis- yogun bakim,
8'1 organ nakli servis yogun bakim, 8'i dahili servis-yogun bakim, 6's1 ortopedi servisi, 6's1
reanimasyon servisi, 3’0 yanik dnitesi, 2'si enfeksiyon servisi, 6's1 diger servislerden

olusmaktadir. Izole edilen 52 MRSA susunun servislere gore dagilimi grafik 1°de verilmistir.

Grafik 1. Servislere gore MRSA suslarinin dagilimi

Hasta Say1s1

14
12 A

b,

& &

O MO0
|

H Hasta Say1s1

& °0
& < eé?"’ K & & Ny
S %Q,{‘ _ C;F'é\ é“@ & &&-c:’ —.f’ép
Ay > » * <? X
N 5 &
& &9 &
O‘K

45



4.1.PZR Sonuglari:

Klinik orneklerden izole edilen MRSA’larda multipleks PZR yontemi kullanilmistir.
mecA-1 ve mecA-2 primerleri kullanilarak mecA bolgesi cogaltilmis ve metisilin direnci
bakilmis, nucl ve nuc2 primerleri kullanilarak koagiilaz genleri gosterilmis ve LAB16SF ve
LAB16SR primerleri kullanilarak 16S bakteriyal DNA bolgesi gosterilmistir.

Agaroz jel elektroforezinde; 886 baz ¢iftlik bolgede bir bandin gozlenmesi 16S bakterial
DNA nin (+), 527 baz ¢iftlik bolgede bir bandin gézlenmesi mecA (+), 255 baz ciftlik bolgede
bir bandin gézlenmesi nuc (+) olarak belirlendi. mecA genini tasiyan suslar metisilin direngli, nuc
genini tasiyanlar S. aureus olarak degerlendirildi. PZR {irlinlerinin agaroz jeldeki goriintiileri

resim 1 ve resim 2'de gosterilmistir.

Resim 1. 1-12 . 6rnegin PZR goriintiileri

+ + + 1 2 3 + + 4 5 6 7 8 9 10 11 * NK M

" 1353bp
165-886 bp YOOUYWYIPYTrTTowwwwe®  872bp
" 603bp

mecA-527 bp = e e A o e o D e S D OO
nuc-225bp  « w-------- e 310 bp
234 bp
118bp

+: S.aureus *:MRKNS #:Bakteri M:Marker
Resim 2. 12-22 . 6rnegin PZR goriintiileri
* 12 * 1314 * 15 16 17 18 19 * # 20 21 22 + + M

165-886 bp

mech -527 bp

nuc-225bp

+: S.aureus *:MRKNS #:Bakteri M:marker
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52 susta sirasiyla 886 bp bolgede bir bant, 527 bp'lik bdlgede bir bant ve 225 bp'lik bolgede bir
bant gozlenmesiyle bu suslar 16S (+), mecA (+ ), nuc (+) ve bu suslar metisiline direngli
S.aureus (MRSA) olarak degerlendirildi.

4.2.Standart E-test, Buyyon Mikrodiliisyon Agar Tarama ve Makro E-test
Sonuglari:

52 tane mecA (+) S.aureus susunun vankomisin duyarliligini test etmek i¢in vankomisin
standart E-test ve vankomisin buyyon mikrodiliisyon islemleri yapildi. MIK degerleri belirlendi
ve CLSI’nin énerdigi MiK degerleriyle karsilastirildi. MIK degeri < 2 ug/ml olanlar duyarli, 4-8
ug/ml olanlar orta derecede duyarli, > 16 ug/ml olanlar da direngli kabul edildi.

Standart E-test yonteminde tiim suslarin MIK degerleri 2 pg/ml den diisiiktii. Tiim suslar
vankomisine duyarli olarak tespit edildi. 18.,22.,24.,43. ve 48. Orneklerin MIK degerleri
1 pg/ml olarak tespit edildi. 17. 6rnegin MIK degeri 0,75 pg/ml olarak tespit edildi.

Standart E-test ve buyyon mikrodiliisyon sonuglari benzer sekilde idi. Tiim suslar buyyon
mikrodiliisyon yontemi ile de vankomisine duyarli olarak tespit edildi. Bu yontemle de

17.,18.,22.,24.,43.,48.6rneklerin MIK degerleri 1 ng/ml olarak tespit edildi.

Vankomisin MIK degerlerinde yillar i¢inde bir artis olmadig1 goriildii. Bu suslarin E-test
ve Broth mikrodiliisyon yontemiyle yapilan yillara gore MIK ortalamalari grafik 2 'de
verilmistir.

Grafik 2. 52 tane mecA pozitif S.aureus susunun E-test ve Broth mikrodiliisyon yontemiyle

yapilan yillara gére MIK ortalamalari.
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52 tane mecA (+) S.aureus susa 6 pg/mL vankomisin i¢eren beyin kalp infuzyon agar
(BHI-V6) tarama testi yapildi. ilk 24 saatte 8 6rnekte, 48. saatte ilave bir 6rnekte daha tireyerek
toplamda 9 ornekte 6 pg/mL vankomisinli agar taramada lireme gozlendi. Yirmidort saatte

11.,17.,18.,24.,36.,37.,48.,49. 6rneklerde 48. saatte 43. 6rnekte lireme gozlendi.

6 ug/mL vankomisin igeren beyin kalp infiizyon tarama agarda iireyen 9 susa makro E-
test ve populasyon analiz profili uygulandi. Makro E-testte bu 9 sustan 5 tanesinin MiK degeri >
8 ng/ml olarak degerlendirildi. Dort susun MIK degeri <8 pg/mL olarak degerlendirildi.

4.3.PAP-AUC Sonuclari

6 png/mL vankomisin i¢eren beyin kalp inflizyon tarama agarda iireyen 9 susa uygulanan
populasyon analiz profili sonucuna gore bu bakterilerin egri altindaki alanlarinin Mu3
susununkine orani 11. sus i¢in 1,05, 17. sus i¢in 1,29, 18. sus i¢in 1,1, 24. sus i¢in 1,26, 36. sus
icin 1,2, 37. sus icin 1,2, 43. sus i¢in 1,15, 48. sus i¢in 1,1,49. sus icin 1,1 olarak belirlendi. Bu
suslarin egri altinda kalan alanlar1 0.90 - 1.3 araliginda idi ve bu 9 sus (% 17.30) hVISA
olarak degerlendirildi.

Populasyon analizi yapilan bakterilerden 48.6rnegin 1,2,3,4,5,6,8,10 mg/l vankomisin
iceren BHIA'daki iireme goriintiisii resim 3'te ve agar taramada iireyen 9 susun PAP-AUC alan

grafikleri grafik 3, grafik 4ve grafik 5°’te gosterilmistir.

Resim 3: 48 nolu &rnegin 1,2,3,4,5,6,8,10 mg/l vankomisin igeren BHIA da 35°C’de 48 saat

inkiibasyon sonucu lireme goriintiileri.

Vankomisinli Smgh %’mﬂg "
BHIA, 2m, ™ ankomisinh
Vansl{lomumh Vankomisinli I?HXA
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Grafik 3.11.,17. ve 18.suslarin PAP-AUC grafikleri
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Grafik 4. 24.,36.,37.,43.,48.,49. suslarin PAP-AUC grafigi
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Grafik 5. Mu3(hVISA) , Mu50 (VISA) , standart S.aureus susu (ATCC 29213) PAP-AUC
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Bizim c¢alismamizda da hVISA olarak tanimlanan suslarin izole edildigi hastalar
hastanemizin bilgisayar veri tabanindan geriye yonelik incelendiginde elde edilen verilere gore
11. ornekte hasta tiretra darli§i nedeniyle iiretroplasti operasyonu gec¢irmis ve hastanin insizyon
yerinde MRSA izole edilmis, hastaya vankomisin tedavisi baglanmis yan etkiler ortaya c¢ikinca
teikoplanine ge¢ilmis ve hasta yaklasik olarak 20 giin glikopeptit antibiyotik tedavisi almistir.
18. drnekte 5 yil dnce elektrik carpmasi sonucu sag ayak 2-3 parmagi ampiite edilen 5. parmakta
acik yarasi olan hastaya plastik cerrahi tarafindan fleb yapilmis takiplerinde akintist olmusg
ortopedi birinci parmaga debridman metatarsal fistiilektomi uygulamis ve hastanin alinan
kiiltiirlerinde MRSA izole edilmistir. 43. 6rnekte 78 yasindaki diyabetik, her iki dize daha 6nce
total diz protezi uygulanan hastaya sol dizde ¢ikik gelismesi sonucu ekternal fiksator takilmig ve
hastanin yara yerinde ve pin diplerinde akinti meydana gelmis ve hastanin akintilardan yapilan
kiiltiir sonuglarma gore hem yara yeri hemde pin diplerinden MRSA izole edilmis hasta yaklagik
olarak 23 giin vankomisin tedavisi almis ve daha sonra teikoplanine gecilmistir. 36.6rnekte
Irak’tan gelen yiiz, boyun, kol ve bacaklarinda % 60 2. ve 3. dereceden yaniklar1 olan hastaya
plastik cerrahi tarafindan defalarca yanik debridmani ve eskaratomi islemleri uygulanmis ve
hastanin kan kiiltiirinden MRSA izole edilmistir. 37. 6rnekte daha once nazofarenks kanseri
nedeniyle bir kiir kemoterapi alan hasta ndtropeni ve ates tanilartyla medikal onkoloji servisine
yatirilmis hastanin balgam kiiltiirinde MRSA izole edilmis ve hastaya linezolid baglanmustir.
Diger dort hastanin verilerine 2009 yilinda hastanemizin veri kayit taban sisteminde degisiklikler

yapildigi i¢in ulagilamamustir.
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5. TARTISMA

S.aureus'larda antibiyotik direnci ilk kez 1930'lu willarda klinik kullanima giren
stilfonamid grubu antibiyotiklerle baslamis, 1941 yilinda kullanilmaya baslayan penisilin G ile
S.aureus enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasindan ¢ok kisa bir siire sonra penisilaz lireten
suslarin ortaya ¢ikmasiyla penisilin direnci goriilmeye baslanmistir. Ikibinli yillara gelindiginde
ise S.aureus suslarinin % 90-95’inin penisilinaz enzimini sentezledigi goriilmistiir. Penisilinaz
varligi nedeniyle ortaya c¢ikan direng sorunu, 1959 yilinda beta-laktamaz enzimine dayanikli
semisentetik bir penisilin olan metisilin ile ¢oziilmiistiir. Ancak bu durum ¢ok uzun siirmemis ve
1961 yilinda ilk MRSA susu tanimlanmistir (62). Vankomisin 1956 yilinda tedavi alaninda
biiyiikk beklentilerle klinik kullanima girmis olan ilk glikopeptid tiirii antibiyotiktir. Ancak o
donemlerde elde edilen ve “Misissipi ¢amuru” olarak adlandirilan vankomisinin saf olarak elde
edilememesi ve yan etkilerle fazlaca karsilasilmasi sorun olusturmustur. Karsilasilan yan etkilere
ragmen gram pozitif bakterilerde elde edilen basarili klinik yanit sonrast FDA 1958 yilinda bu
ilacin kullanimina onay vermigtir. O donemlerde preparatin saf olmayisi, yan etkilerinin fazla
olmasi ve daha biiyiik beklentileri igeren metisilin gibi bir ajanin kullanima girmesiyle
vankomisin giincelligini kisa silirede kaybetmistir. Bununla birlikte metisiline karsi
Staphylococcus aureus suslarinda karsilasilan direng sorunu vankomisinin giincelligini tekrar 6n
plana ¢ikarmistir. Bindokuzytizseksenli yillarin basindan itibaren vankomisin kullanima girmistir.
Uzun yillar glikopeptid alaninda tek basina kullanimda olan vankomisine 1978 yilinda
teikoplanin eklenmistir. Teikoplanin 1984 yilindan itibaren klinik ¢aligmalarda kullanilmaya
baglanmistir (13). Giliniimiizde ise MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde en sik kullanilan ilaglar
vankomisin ve teikoplanin olmak tizere glikopeptid grubu antibiyotiklerdir. Glikopeptidlerin yam
sira linezolid, daptomisin ve tigesiklin gibi yeni antibiyotikler de kullanilmaktadir. Ancak ne
yazik ki stafilokoklarda antibiyotiklere kars1 goriilen hizli direng gelisimi hem glikopeptid grubu
ilaglara hem de yeni gelistirilen ilaglara kars1 ortaya ¢ikmistir. Bindokuzyiizdoksanalti yilinda
VISA izolatlarn ve 2002 yilinda da VRSA izolatlar1 goriilmeye baslanmistir. Yeni
antibiyotiklerden linezolid ilk kez 2000 yilinda klinik kullanima girmis ve bundan bir y1l gibi ¢ok
kisa bir sure sonra ilk linezolide direngli MRSA izolati tanimlanmistir. Buna benzer bir sekilde
daptomisin ilk kez 2003 yilinda klinik kullanima girmis ve bundan iki yil sonra bu ilaca kars1 da

direng ortaya ¢ikmustir (62). Metisilin direnci, mecA geni tarafindan kodlanir ve kromozomaldir.
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MecA geni S.aureus ve tiim metisiline direngli koagiilaz-negatif stafilokok (MRKNS) suslarinda
bulunmaktadir. Bu geni tasiyan izolatlar yeni bir penisilin baglayan protein (PBP) yapimi
nedeniyle tiim beta-laktam ajanlara direnglidir. Ancak metisilin direnci, ¢evre kosullarindan
etkilenmesi nedeniyle her zaman rutin testlerle saptanamamakta ve dolayisiyla metisiline direngli
bir stafilokok, duyarli olarak tanimlanabilmektedir. Bu nedenle polimeraz zincir reaksiyonu,
stafilokoklarda metisilin direncinin belirlenmesinde duyarlilik ve 6zgiilliigi yiiksek bir yontemdir
(121).

Metisilin direncinin tespiti i¢in rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda oksasilin disk
diflizyon, sefoksitin disk diflizyon, oksasilin agar tarama, PBP2a lateks agliitinasyon, otomatize
sistemler ve referans yOntem olarak mecA geninin PZR ile saptanmasi kullanilmaktadir.
Ilk kez 1962 yilinda, penisilinaza dayamkli metisilinin kullanima girmesinden iki yil sonra
metisiline direngli S. aureus suslar1 saptanmustir. ilk zamanlarda, bu direngli suslarin tespitinde
her ne kadar metisilin kullanildiysa da takip eden yillarda, saklama sirasinda par¢alanmaya daha
direncli olmast nedeniyle yerini oksasiline birakmistir. Ancak bu direng, ilk olarak metisiline
kars1 saptanmis olmasi nedeniyle isimlendirmede degisiklik yapilmaksizin “metisilin direnci”
olarak devam etmistir. Son yillarda ilave bazi avantajlari nedeniyle oksasilin yerine sefoksitin

diskinin kullaniminin daha avantajli olacag belirtilmektedir (139).

Vankomisine kars1 azalmis duyarliliga sahip ilk Staphylococcus aureus susu 1996 yilinda
Japonya’dan bildirilmis, daha sonra degisik iilkelerden, giderek artan sayida glikopeptidlere
azalmig duyarlilik gosteren stafilokok izolatlari rapor edilmeye baslanmistir. Bu suslarin rutin
laboratuvar yontemleriyle saptanmasi mimkiin degildir. Bu suslarin neden olduklari
enfeksiyonlarda glikopeptid antibiyotiklerinin kullaniliyor olmas1 tedavi basarisizliklarina neden
olmaktadir. Ulkemizde de vankomisinin olduk¢a yaygin olarak kullaniliyor olmasi, yakin

zamanda kars1 karsiya kalabilecegimiz ciddi bir sorun i¢in uyarici 6zelliktedir.

CDC ve “Clinical and Laboratory Standards Institute , S.aureus izolatlar1 i¢in vankomisin
minimum inhibitdr konsantrasyon degeri < 2 pg/mL ise duyarli (VSSA), MIK degeri 4-8 ug/ml
ise orta duyarli (VISA) ve MIK > 16 pg/ml ise direngli (VRSA) olarak kabul etmektedir.
Heterojen VISA (hVISA) terimi ise, vankomisine duyarlt bir S.aureus susunun vankomisine

duyarli olmayan alt populasyonu i¢ermesi durumunu tanimlamaktadir (110).
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Stafilokoklarda vankomisine karsi azalmig duyarhilik, disk diflizyon metoduyla
saptanamamaktadir. Gerek VRSA, gerekse VISA/hVISA suslarinin tarama ve saptanmasinda
otomatize sistemler, agar diliisyon, mikrodiliisyon, populasyon analizi profili ve makro E-test
olmak iizere farkli yontemler kullanilmaktadir. CDC tarafindan VISA taramasi i¢in 6 pg/ml
vankomisin igeren BHI agara 0.5 McFarland bulanikliktaki bakteri siispansiyonundan ekim
yapilarak 24 saatlik inkiibasyon sonrasi degerlendirme onerilmektedir. VVankomisinli tarama
besiyerlerinin duyarlilik ve 6zgiilliikkleri yiiksek degildir, ancak uygulamanin kolay, hizli ve ucuz
olmasi ve CDC tarafindan Onerilmesi nedeniyle kullanimlari devam etmektedir (120).
Tarama testleri konusunda yapilan bir ¢alismada 2, 4 ve 6 pg/ml vankomisin igeren besiyerleri
karsilastirilmistir ve 6 pg/ml vankomisin igeren BHI agarin tarama i¢in daha uygun oldugu
belirtilmistir (134).

Calismamizda 52 S. aureus susundan 8’1 24 saat sonunda 1 tanesi 48 saat sonunda
6 ng/ml vankomisin igeren BHI agarda iiremis ve bunlarin yapilan PAP-AUC degerlendirmeleri
sonucunda h-VISA olduklari belirlenmistir. PAP-AUC yontemi giiniimiizde hVISA saptanmasi
icin altin standart yontem olarak kabul edilmekle birlikte, rutinde uygulamasi zor, pahali ve
zahmetli bir yontemdir. Makro E test ise hVISA saptanmasiyla ilgili yapilan bir ¢ok calismada
diger yontemlerle karsilastirildiginda PAP-AUC’a daha yakin duyarlilik ve 6zgiilliige sahiptir
(62).

Bu izolatlarin 6zellikle glikopeptid kullanim1 yogun olan merkezlerdeki prevalanslarinin
bilinmesi, tedavilerin diizenlenmesine yardimci olabilir. hVISA suslar ilk kez Japonya’dan rapor
edildikten sonra, bir¢ok iilkeden bu konuyla ilgili geriye doniik epidemiyolojik ¢aligmalar
yapilmistir. Calismalarda kullanilan yontemlerin farkliligi, hVISA suslarinin prevalanslarinin
karsilagtirilmasinda zorluklar yasanmasina neden olmaktadir. Hiramatsu ve arkadaslari sekizi
tiniversite hastanesi olmak {izere 203 hastaneden, 1149 MRSA izolatinda yaptiklar1 ¢aligmada,
iiniversite hastanelerinde hVISA prevalansim1 % 9.3, digerlerinde ise % 1.3 olarak bulmuglardir
(110). Song ve arkadaslari tarafindan, 12 Asya iilkesindeki merkezlerden toplanan 1357 MRSA
izolatiyla yapilan calismada ise, 347 izolat (% 25.6), 4 pg/ml vankomisin iceren BHI agar
plaklarinda tirerken, bunlardan 58 (% 4.3)’1 hVISA olarak saptanmistir (123).

Fransa’da yapilan bir ¢alismada, 30 izolattan higbirinde VISA susu tespit edilemezken,
yine ayni iilkeden yapilan bagka bir ¢alismada, 1983-2002 yillar1 arasinda toplanan 1445 MRSA
izolatindan sadece biri VISA olarak tespit edilmistir (126,127). Avrupa genelinde, 20 iiniversite
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hastanesinden, 302 MRSA izolatinda yapilan prevalans arastirmasinda ise hVISA ya da VISA
susu saptanmamustir (128). Italya’da 179 MRSA susundan 2 (% 1.1)’si; Tayland’da ise 155
MRSA susundan 3 (% 1.9)’ii hVISA olarak bulunmustur (129,130).

Feng ve arkadaslarimin 2013’te toplam 456 MRSA izolati ile yaptiklar1 ¢calismada 105
izolat (% 23) 6 ug/ml vankomisin igeren BHIA da iiremis ve bu suslara yapilan PAP-AUC de
21 sus (% 4.6) hVISA olarak dogrulanmistir (124). K.Riederer ve arkadaslar1 2011°de kan
kiiltiirtinden izole edilen 457 MRSA susu ile yaptiklar1 calismada Makro E test metodu ile 7
izolati VISA(% 1,4), 33 izolati hVISA olarak tespit etmislerdir. Makro E test metodunun
sensitivitesini % 75, spesifitesini % 89 olarak tespit etmislerdir. Ayn1 ¢alismada hVISA/VISA
izolatlarin1 tespit etmede 3mg/l ve 4 mg/l vankomisin iceren BHIA tarama besiyerlerinin spesifite
ve sensitivitelerini karsilastirmiglar BHIA-4 i¢in sensitivite % 100, spesifite % 94.6, BHIA-3 i¢in
sensitivite % 27,5, spesifite % 100 olarak bulmuslardir (127).

Tiirkiye’de ilk hVISA susu Giilay ve arkadaslari tarafindan 1998 yilinda rapor edilmistir.
Giilay ve arkadaslar1 Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi'nde klinik &rneklerden izole ettikleri
95 MRSA susunda vankomisin direncini 4-8 pg/ml vankomisin i¢eren BHIA da arastirmislardir.
Agar taramada iireyen bes susta (% 5.3) mikrodiliisyon yontemi ile vankomisin ¢alismislar ve bu
suslarda vankomisine azalmis duyarlilik saptamislardir (MIK: 8 pg/ml) (131).

Sancak ve arkadagslar1 2005 yilinda 256 MRSA susunu 4 pg/ml vankomisin igeren
BHIA’da taramislar ve 145 susun 48. saatte tiredigini saptamiglardir. Bu suslara yapilan makro E-
test sonucu 46 (% 17.9) sus hVISA olarak tespit edilmis ve bu 46 sus populasyon analiz profili ile
dogrulanmustir (119).

Nakipoglu ve arkadaslar1 2004 yilinda Istanbul iiniversitesi Tip Fakiiltesinde cesitli klinik
orneklerden elde ettikleri 135 stafilokok susunu (81 S.aureus, 54 KNS ) 4-8 pg/ml vankomisin
iceren agar tarama ve popiilasyon analiz profili ile test etmisler ve sadece bir (% 1,2) hVISA
tespit etmislerdir. Buna karsin alti KNS susunda heterojen direng bildirmisler, VISA ise tespit
etmemislerdir (90).

Mirza ve arkadaslarinin Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi hastanesinde 2001-2011
yillar1 arasinda ¢ocuk hasta grubundan izole edilen 94 MRSA ile yaptiklar1 ¢alismada, calismaya
dahil edilen MRSA izolatlarinda vankomisin MIK degerlerinde yillar iginde bir artis olmadig1
( MIC creep) , hem mikrodiliisyon hem de standart E test yontemi ile izolatlarin tamaminin

vankomisine ve daptomisine duyarli bulundugu gosterilmistir. PAP-AUC yontemi ile 20 (% 21)
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hVISA izolati saptanmig, PAP-AUC yontemi ile E test makro ydntem sonuglar
karsilastirildiginda E test makro yontemin duyarliligi % 71,4 6zgilligi ise % 91,4 olarak tespit
edilmistir. hVISA izolatlarinin % 75'inde vankomisin MIK degeri 2 pg/ml olarak saptanmus,
vankomisin MIK degeri 2 pug/ml olan izolatlarin ise % 53,6’sm1 hVISA olarak tespit etmislerdir
(118).

Sancak ve arkadaglari, yedi farkli iiniversite hastanesinden 2007-2010 yillar1 arasinda 175
tane MRSA kan oOrneginde PAP-AUC ile hVISA oranin1 % 13,7 (24/175) bulmuslardir.
Vankomisin MIK degeri 71 (% 40,6) susta 2 pg/ml bulunmus. hVISA oranlar1 MIK degeri > 1
pg/ml olan izolatlarda daha yiiksek oranda saptanmis, makro E test yonteminin duyarliligi % 58,3
ozgiilliigii % 92,1 olarak bulunmustur. Mikrodiliisyon ve E test ile elde edilen MIK degerleri
arasindaki ylizde uyumu hem vankomisin hem de daptomisin i¢in yiiksek bulunmustur. MRSA
izolatlarinin tiimiiniin daptomisine duyarli oldugu saptanmis ve MRSA enfeksiyonlarinin
tedavisinde glikopeptid grubu antibiyotiklere alternatif bir ilag olabilecegi vurgulanmistir. hVISA
tanimlanmasinda tercih edilmesi gereken yontemin PAP-AUC oldugu ancak uygulanmasi pratik
olmadigindan, daha hizli ve dogru sonug¢ veren yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ oldugu
vurgulanmistir (115).

Calismamizda 52 tane mecA pozitif S.aureus susuna 6ug /ml vankomisin iceren BHIA
taramasi yapilmis suslardan sekiz tanesi 24. saatte, bir tanesi 48. saatte agar tarama besiyerinde
iireyerek toplamda dokuz (% 17,3) sus agar tarama ile hVISA siipheli olarak tespit edilmistir.
Hem mikrodiliisyon hem de standart E test yontemi ile izolatlarin tamami vankomisine duyarl
bulunmustur. Alti tane susun vankomisin MIK degeri 1 pg /ml olarak tespit edilmis ve bu
suslarin bes tanesi PAP-AUC ile hVISA olarak tespit edilmistir. Tarama pozitif olan suslar ile
yapilan makro E test yontemi ile dort tane susun vankomisin MIK degeri > 8 pg /ml hVISA ,
dort tane susun vankomisin MIK degeri < 8 pg /ml olarak bulunmus ve bu suslar vankomisine
duyarli olarak tespit edilmistir. Agar tarama pozitif olan dokuz susa yapilan PAP-AUC
sonuglarina gore dokuz susta (% 17,3) hVISA olarak tespit edilmistir.

VISA suslarindaki diren¢ mekanizmasi, vanA geni olmaksizin, genetik mutasyonlarin ve
belirli genlerin farkli sekilde ifade edilmesi sonucu hiicre fizyolojisindeki degisiklik ve
vankomisin molekiiliiniin hedefine wulagmasim1 engelleyecek sekilde hiicre duvarinin
kalinlasmasidir. Farkli yedi iilkeden 16 VISA (BSC kriterlerine gére VRSA) izolatiyla yapilan bir

calismada, bu izolatlarin 10-84 giin antibiyotiksiz ortamda pasajlanmalar1 sonras1 vankomisin
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MIK degerlerinin diistiigii (MIK < 4 mg/L) gozlenmistir. Ancak 16 sustan biri hari¢ hepsinde,
popiilasyon analizi ile vankomisine direngli alt populasyonlarin hala bulundugu gosterilmistir. Bu
bulgular, vankomisinin segici baskis1 kaldirildiktan sonra bile, pasajlanmis suslarda vankomisine
direngli hiicrelerin siklikla olustugunu gostermektedir. Dolayisiyla hiicre duvar1 kalinlagmasinin,
klinik VISA suslarinda yaygin bir fenotipik 6zellik oldugu ve S.aureus suslarinda fenotipik bir
belirleyici faktor olabilecegi belirtilmektedir (122).

Ongiit ve arkadaslar1 2007-2011 yillar1 arasinda kan kiiltiirlerinden izole edilen 84 MRSA
susunun vankomisin MIK degerlerini degerlendirmisler, VISA tarama ydntemi olarak makro
metod E test yontemini kullanarak VRSA veya VISA tespit etmemislerdir (133).

Walsh ve arkadaglari, 284 MRSA ve vankomisine duyarliligi azalmis 45 stafilokok
izolatiyla yaptiklar ¢ift-kor ¢alismada, agar dilusyon, sivi mikrodiliisyon, standart E-test, makro
E-test, agar tarama yontemi ve populasyon analiz ¢aligmalar1 gibi farkli yontemlerin, duyarlilik
ve Ozgiilliigiinii karsilastirmiglardir (111). Bu yontemlerin sonuglarini, Wootton ve arkadaglarinin
tarif ettigi PAP-AUC metodu ile karsilastirmiglar (112) ve BHI-V6 ile agar tarama yonteminin
duyarliligin1 % 22, 6zgilligiini % 97; 5 pg/ml vankomisin iceren Mueller Hinton agar tarama
yonteminin duyarliligini % 20, 6zgiilliiglini % 99; basitlestirilmis populasyon analizi metodunun
duyarliligin1 % 71, 6zgilligiinii % 88; standart E-test i¢in duyarlilik ve 6zgilligi sirastyla % 82
ve % 93; makro E-test i¢in ise bu oranlart sirasiyla % 96 ve % 97 olarak bildirmislerdir (111).
Vankomisin duyarlilik sinirlari, CLSI kriterlerine gore degerlendirildiginde, agar diliisyon
yonteminin duyarlilifi ve 6zgilligii % 20’ye % 100, sivi mikrodiliisyon yonteminin ise % 11°e
% 100 oldugu gosterilmistir. Yine ayni c¢alismada, makro E-test yontemi ic¢in en uygun
besiyerinin beyin-kalp infiizyon agar oldugu vurgulanmistir (111).

VRSA, VISA ve hVISA izolatlarinin yani sira ortaya ¢ikan bir bagka problem ise son
yillarda 6zellikle bazi merkezlerde ortaya cikan vankomisin MIK degerlerinde gériilen
yiikselmedir. Cesitli klinik &rneklerden izole edilen S.aureus izolatlarmin vankomisin MIK
degerleri, CLSI diren¢ smir degerlerinin altinda olmasina ragmen, yillara gore degerlendirme
yapildiginda vankomisin MIK degerlerinde yiikselmeler oldugu gdzlenmistir. Duyarlilik
araliginda kalmak kosuluyla vankomisin MIK degerlerinde yiikselme goriilmesi “MIC creeping”
olarak adlandiriimaktadir. Yapilan gesitli ¢alismalarda vankomisin MIK degerleri 1 ve 2 pg/ml
olan MRSA izolatlar1 ile meydana gelen enfeksiyonlar karsilastirildiginda, vankomisin tedavi

basarisizliginin, vankomisin MIK degerleri yiiksek izolatlarla meydana gelen enfeksiyonlarda
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daha yiiksek oldugu saptanmistir. Ornegin; yapilan bir calismada vankomisin MIK degeri > 2
ng/ml olan MRSA’larla meydana gelen enfeksiyonlardaki klinik yanit (% 62), MiK degeri < 2
ug/ml olanlarla elde edilenden (% 85) daha diisiik bulunmustur (62).

Kraus ve arkadaslar1 ¢alismalarinda, 2001 ve 2005 yillar1 arasinda kan kiiltiirlerinden
izole edilen 662 MRSA izolatinda vankomisin MIK degerlerini belirlemislerdir. Arastirmacilar,
caligmada 2001 yilinda MIK degeri 1 pug/mL olan suslarm oram % 16 iken, 2005 yilinda bu
oranin % 69’a yiikseldigini, 2001 yilinda MIK degeri >1ug/mL olan sus saptanmazken, 2005
yilinda suslarin %7’sinin MIK degerinin 1 pg/ml’nin iizerinde oldugunu saptamislardir (132).

Ongiit ve arkadaslar kan kiiltiirlerinden izole edilen 84 MRSA susunun vankomisin MIK
degerlerinin bes yillik bir donemde degerlendirildigi caligsmalarinda izolatlarin vankomisin
duyarliliklarim1 E test ydntemi ile belirlemislerdir. MRSA izolatlar1 igin vankomisin MIK tepe
degerinin 2007-2010 yillar1 arasinda sabit kaldigi ve 1 pg/mL oldugunu, 2011 yilin da ise 1
ng/mL ve 1,5 pg/mL olarak degisiklik gosterdigini saptanmislardir. Her bir yila ait ortalama MIiK
degerleri karsilagtirildiginda anlamli fark bulunmazken genel degerlendirmede yillara gore
izlenen artisin anlaml oldugu goriilmiistiir. MiK creep fenomeninin varligi merkezden merkeze
degismektedir. Yukaridaki c¢alismalarda elde edilen sonuglarin aksine, MRSA suslarinda
vankomisin MIK degerlerinde degisimin olmadigini bildiren ¢alismalarda bulunmaktadir (133).
Bizim ¢alismamizda Vankomisin MIK degerlerinde yillar i¢inde bir artis olmadig1 goriildii. Hem
mikrodiliisyon hem de standart E test yontemi ile izolatlarin tamami vankomisine duyarh
bulundu.

Vankomisin, MRSA enfeksiyonlarinin parenteral tedavisinde primer sec¢eneklerden
biridir. Ancak vankomisinin bakterisidal aktivitesinin yavas olusu, direncli suslarin ortaya ¢ikisi
ve MIK creep fenomeni nedeniyle, etkinligi ile ilgili kaygilar olmaktadir. Yapilan ¢alismalar,
VISA ve hVISA suslarinin neden oldugu enfeksiyonlarin gelisiminde, bazi risk faktorlerinin
varligini isaret etmektedir. Glikopeptidlerin yaygin kullanimiyla segici baski, vankomisinin diisiik
doku konsantrasyonlarinin olmasi, vankomisin tedavi basarisizliklari; diyabet, immunsiipresyon,
malignite, son donem bdbrek yetmezligi gibi altta yatan hastaliklar; hVISA tespit edilmeden
onceki sekiz hafta icinde cerrahi operasyon geg¢irmis olmak; endokardit, derin apseler ve
ortopedik alet ile iligkili enfeksiyonlar gibi yiiksek bakteri yiikii barindiran enfeksiyonlar,

tanimlanmis risk faktorlerindendir (122).
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Bizim calismamizda da hVISA olarak tanimlanan suslarin izole edildigi hastalar
hastanemizin bilgisayar veri tabanindan geriye yonelik incelendiginde elde edilen verilere gore
hastalarin uzun siireli glikopeptid kullanim hikayesi oldugu ve bazilarinin biiyiik cerrahi islemlere
maruz kaldiklar tespit edilmistir. Stafilokoklarda, glikopeptid duyarliliginin azalmasindaki temel
mekanizmanin, hiicre duvari kalinlasmasi oldugu ve genetik temelleri tam olarak aydinlatilamasa
da bu fenotipik Ozelligin, glikopeptidlere maruziyetle iliskili oldugu gosterilmistir. Bu bilgiler
1s181nda, glikopeptid antibiyotiklerin akilct kullaniminin, hVISA ve VISA izolatlarinin ortaya
cikmasii engellemede en Onemli yol oldugu goriilmektedir. Ayrica enfeksiyon kontrol
onlemlerinin etkinligi de, bu bakterilerin hastane i¢i yayilimin1 6nlemede bir diger onemli
faktordiir.

MRSA kontrol stratejileri tastyici rezervuarlarin tespiti ve eliminasyonu, bulasin 6nlen-
mesi ve antibiyotik baskisin1 hedeflemektedir. Pratikte bircok girisimin ayni anda uygulanmasi
etkin MRSA kontroliinii saglamaktadir. Bu amagla yillar i¢inde degisiklik gerektiren rehber ve
oneriler farkli organizasyonlarca yaymlanmistir. Yakin donemde {iilke bazinda uygulanan
stratejiler Fransa ve Birlesik Krallik gibi bazi iilkelerde MRSA oranlarinda 6nemli azalmalar
saglayabilmistir. Kontrol 6nlemlerinden el hijyeni ve antibiyotik yonetiminin 6nemi herkes
tarafindan kabul edilirken; aktif surveyans, izolasyon, dekolonizasyon ve cevre temizliginin
kullanim gekilleri konusunda tartisma devam etmektedir (135). Yaklasik dort kolonize hastadan
birinde yiiksek oranlarda enfeksiyon gelisebilmesi bu hastalarin tespitini 6nemli kilmaktadir.
Hastaneye gelen herkese mi; yoksa yogun bakim iiniteleri , hemodiyaliz, uzun hastane yatisi,
antibiyotik kullanimi veya MRSA tasiyicist ile temas gibi artmig risk tagiyanlara mi tarama
yapilmasmin daha yararli oldugu tartisilmaktadir. Tarama en ¢ok YBU ve salginlar esnasinda
yararli bulunmustur. Kiiltiir disinda hizli molekiiler testlerin bu amagla kullaniminin fayda-
maliyet oran1 heniiz ¢ok uygun bulunmamistir. Son rehberler diger girisimler basarisiz kalirsa
aktif surveyansi onermektedir (136). MRSA ile kolonize veya enfekte hastalarin izolasyonu diger
hastalarda MRSA alimin1 ve takiben enfeksiyon gelisimini azaltmaktadir. Bu tiir hastalar
miimkiinse tek odalarda degilse kohort yapilarak izlenmelidir. Tasiyicilarin dekolonizasyonu
genellikle topikal nazal antibiyotikler (mupirosin) ve viicudun antibakteriyel bir ajanla (6rn.
klorheksidin) yikanmasi ile yapilmaktadir. Tiim MRSA tasiyicilarinin  dekolonizasyonu
tartigmalidir. Bu genelde salginlar esnasinda kullanilmaktadir. Yogun kullanim ile direng

gelisebilmektedir ve 6nemli oranda rekolonizasyon gozlenebildiginden bazilar1 bu uygulamay1
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sorgulamaktadir (137). Bircok c¢alisma YBU’de rutin klorheksidin banyosunun etkilerini
degerlendirmistir. Baz1 c¢alismalarda MRSA ve diger patojenlerde Onemli azalmalar tespit
edilebilmistir. Ancak direng gelisimi burada da s6z konusu olabilmekte ve uygulamanin
basarisizligina yol agabilmektedir. Bu nedenle bu uygulamayi yapan {initelerde klorheksidine
direncin takibi gereklidir. Bir¢ok calisma basta kinolonlar olmak iizere yakin antibiyotik
kullaniminin MRSA riskini arttirdigini gostermistir. Diger bir¢ok mikroorganizma i¢in de gecerli
oldugu iizere akilci antibiyotik kullanimi tiim hastanelerde oncelikle desteklenmelidir. MRSA
siklikla kolonize hastalarin yakin cevresinde ve bircok cansiz ylizeyde uzun siire tespit
edilebilmektedir. Arttirilmis gevre temizligi ¢evresel kontaminasyonu azaltarak MRSA alimini
azaltir. Bagarili bir MRSA kontrol stratejisi el hijyeni ile birlikte tiim bu énlemlerin birlikte kulla-
nim1 ile miimkiin olabilmektedir. Hastane yOnetiminin destegi kanitlanmis girisimlerin uygu-
lanmasini kolaylastirmaktadir (138).

Giiniimiizde MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde en sik kullanilan ilaglar vankomisin ve
teikoplanin olmak iizere glikopeptid grubu antibiyotiklerdir. Glikopeptidlerin yani sira linezolid,
daptomisin ve tigesiklin gibi yeni antibiyotikler de kullanilmaktadir. Ancak ne yazik ki
stafilokoklarda antibiyotiklere kars1 goriilen hizli direng gelisimi hem glikopeptid grubu ilaglara
hem de yeni gelistirilen ilaglara kars1 da ortaya ¢ikmistir. VRSA da bakteriler vankomisine karsi
cok yiiksek MIK degerlerine sahip oldugundan, rutin duyarlilk testlerinde tespit
edilebilmektedir. VISA/hVISA suslarmin ise laboratuvarlarda uygulanan rutin duyarlihik
testleriyle saptanmasi giigtiir. Glikopeptid grubu antibiyotiklere karsi yalanci duyarli olarak
saptanmalari, bu suslarla gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde basarisizliga yol agabilmektedir.
Ozellikle vankomisin tedavisine cevap vermeyen veya ilk basta diizelme gosterirken ve tedavi
devam ederken aniden kotilesen hastalarda, VISA ve h-VISA ihtimali g6z Oniinde
bulundurulmali ve hastanelerde glikopeptid kullaniminin yaygin oldugu iilkemizde bunlarin

prevalansinin tespit edilmesi i¢in ¢aligmalar yapilmalidir.
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6.SONUCLAR

Bu c¢alismada hastanemizin servis ve polikliniklerinden rutin  mikrobiyoloji
laboratuvarimiza gonderilen c¢esitli 6rneklerden izole edilen 52 MRSA susunda vankomisine
kars1 azalmis duyarlilifin tespiti aragtirilmistir.

1. 52 susta PZR ile mecA gen bolgesi gosterildi ve bu suslar MRSA olarak degerlendirildi.

2. Standart E-test ve buyyon mikrodiliisyon ydntemi ile tiim suslarin vankomisin MIK degeri < 2
ug/ml olarak belirlendi ve bu yontemlerle suslarin tamami vankomisine duyarli olarak tespit
edildi. Her iki yontem ile de vankomisine kars1 yillar i¢inde MIK artis1 olmadig gériildii.

3. 52 tane susa yapilan 6 pg/mL vankomisin i¢eren beyin kalp infuzyon agar (BHI-V6) tarama
testi sonucunda ilk 24 saatte 8 Ornekte, 48. saatte ilave bir ornekte daha iireyerek toplamda 9
ornekte 6 pg/mL vankomisinli agar taramada iireme go6zlendi ve bu suslar hVISA olarak
degerlendirildi. Bu suslara makro E test ve populasyon analiz profili uygulandi.

4. Makro E-testte bu 9 sustan 5 tanesinin MIK degeri > 8 ug/ml olarak tespit edildi. Dért susun
MIK degeri <8 pg/mL olarak tespit edildi.

5. 9 susa uygulanan populasyon analiz profili sonucuna gore bu bakterilerin egri altindaki
alanlarinin Mu3 susununkine orani 0.90 - 1.3 araliginda idi ve bu 9 sus (% 17.30) hVISA
olarak degerlendirildi.

Bu sonuglara gore vankomisine karst azalmis duyarliliga sahip MRSA suslan
hastanemizde de mevcuttur vebu suslarin tespiti rutin laboratuvar testleri ile miimkiin
olamamaktadir. Gilinlimiizde MRSA tedavisinde ilk tercih glikopeptid gurubu antibiyotikler
olmas1 nedeniyle vankomisin tedavisinde tedavi basarisizliginin 6niine gegmek i¢cin hVISA’larin
tespitine yonelik testler mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yapilmalidir.
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7.0ZET

Staphylococcus aureus, tiim diinyada toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlara yol agan
en Onemli etkenlerden biridir.

VRSA'da bakteriler vankomisine karsi ¢ok yiiksek MIK degerlerine sahip oldugundan,
rutin duyarlilik testlerinde tespit edilebilmektedir. VISA/hVISA suslarinin ise laboratuvarlarda
uygulanan rutin duyarlilik testleriyle saptanmasi giigtiir.

Calismamizda retrospektif olarak Ocak 2008 - Agustos 2013 tarihleri arasinda Inénii
Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvarina génderilmis cesitli
orneklerden izole edilip -80 °C de stoklanmis 52 adet MRSA susu kullanildi. Bu suslarda agar
tarama, standart E test, makro E-test, buyyon mikrodiliisyon ve PAP-AUC yo6ntemleriyle VISA
ve hVISA izolatlarinin sikliginin aragtirilmasi amaglanmustir.

Bu ornekler oncelikle mecA, nuc ve 16s genleri agisindan molekiiler olarak test edildi.
Tiim suslar mecA, nuc ve 16s genlerinin her {i¢ii i¢cin pozitifti. Bu suslara vankomisin agar
tarama, vankomisin mikrodiliisyon ve standart E-testleri uygulandi. Agar taramada suslardan
sekiz tanesi 24. saatte, bir tanesi 48. saatte iireyerek toplamda dokuz sus iiredi. Dokuz susa

yapilan PAP-AUC sonuglarina gore dokuz susta (% 17,3) hVISA olarak tespit edildi.

Anahtar kelimeler: MRSA,VISA/hVISA,
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8.SUMMARY

Staphylococcus aureus is one of the most important factors that cause the whole world

community and hospital-caused infections.

They can be detected in routine susceptibility testing due to the fact that bacteria have
very high MIC values against vancomycin in VRSA. On the other hand, it is difficult to detect
with routine susceptibility testing applied in the laboratory of VISA/hVISA strains.

In our study study, 52 MRSA strains were detected to the Inonu University Turgut Ozal
Medical Center Microbiology Laboratory between January 2008 and August 2013 as
retrospective isolated from different samples and stocked at -80 °C were used. it was aimed to
investigate the frequency of VISA and hVISA isolates with agar screening, standard E-test,

macro E-test, broth microdilution and PAP-AUC methods in these strains.

These examples were primarily tested as molecular in terms of with regard to genes of
mecA, nuc and 16s. All strains were positive for each of three genes, that is, mecA, nuc and 16s.
Vancomycin agar screening, vancomycin microdilution and E-test standards were applied to
these strains. Eight of strains were grown at 24 hours an done of them was grown at 48 hours and
totaly 9 strains were grown. According to PAP-AUC applied to 9 strains it was detected as 17.3%
hVISA at 9 strains.

Word keys: MRSA,VISA/hVISA,
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