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KISALTMALAR DIiZiNi

BORSA : borderline-resistant S. aureus

CLSI : clinical and laboratory standards institute
CoNS : koagiilaz negatif stafilokok

CRF : coagiilaze-reakting factor

DNA’se : deoksiriboniikleaz

ETA : eksfolyatif toksinA

ETB : eksfolyatif toksinB

Ig : immunglobulin

MBK : minimal bakterisidal konsantrasyon
MIK : minimum inhibitor konsantrasyon
MODSA : metisilin intermediate S. aureus

MRSA : Metisiline direngli Staphylococcus aureus
NAG : N-asetilglikozamin

NAM : N-asetilmuramik asit

OS-MRSA  : oksasiline duyarli MRSA

PBP : Penisilin baglayan protein

P-V 16kosidin : Panton-Valentin l6kosidin

PZR : polimeraz zincir reaksiyonu

S. aureus : Staphylococcus aureus

SCCmec : stafilokokal kaset kromozomu

TBE : Tris, Borik asit, EDTA

TSS-1 : toksik sok sendrom toksin-1

VISA : Vankomisine azalmis duyarlilik gdsteren S. aureus
VRSA : Vankomisine direncli S. aureus
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GIRIS VE AMAC

Stafilokoklar, normal floranin bulundugu iist solunum yolu, gastrointestinal ve
tirogenital sistemde ve nemli deri kivrimlarinda bulunan mikroorganizmalardir. Cocuk
ve erigkinlerde S. aureus tasiyicilifi olduk¢a yaygindir. Normal saglikli erigkinlerin
yaklagik %15’inde nazofaringeal S. aureus tasiyiciligt bulunmakla birlikte yatan
hastalar, saglik personeli, ekzemat6z deri hastalig1 olanlar ve siirekli ilag kullananlarda
bu oran daha yiiksektir. S. aureus firsat¢1 bir patojendir ve uygun kosullarin bulunmasi
durumunda daha ciddi infeksiyonlara yol agabilir. S. aureus hem hastane hem de
toplumdan en sik izole edilen patojenlerden biri olmasi sebebiyle insan saglig1 i¢in son
derece onemlidir. Bu mikroorganizma, pndémoni, deri ve yumusak doku infeksiyonlari,
kan dolasimi infeksiyonlar1 ve hastane kaynakli postoperatif yara infeksiyonlarindan en
cok izole edilen bakteriyel ajandir. Ayrica sepsis ve endokardit gibi hayati tehdit eden
ciddi infeksiyonlara da sebep olabilmektedir.

Penisilinin kullanima girmesinden hemen sonra ¢ok az saptanabilen penisilin
direnci, bugiin insanlardan izole edilen S. aureus suslarmin %95’inden fazlasinda
goriilmektedir. Bu direng beta-laktamaz (penisilinaz) enziminin beta-laktam halkasini
pargalayarak penisilini inaktive etmesine baghdir. 1960’11 yillarda beta-laktamaza
direngli penisilinler (metisilin, oksasilin, nafsilin) kullanima girmistir. Beta-laktamaza
direncli penisilinlerin kullanima girmesinden kisa bir siire sonra bu antibiyotiklere de
direngli suslarin ortaya ¢iktig1 saptanmistir. Bu direnci gdsteren bakterilerin,
sefalosporinler de dahil tiim beta-laktam antibiyotiklere diren¢li olduklar1 saptanmis ve
bu suglara metisilin direngli S. aureus (MRSA) suslar1 denilmistir. MRSA suglar1 diger
S. aureus suslarinin sahip oldugu biitlin patojenik 6zelliklere sahiptir ve ayni sekilde

virulandir. Bu suslarin metisiline direncini saglayan 6zellik, metisiline duyarli suslarda



bulunmayan farkli bir penisilin baglayan protein (PBP) igermeleridir. Bu PBP normal
stafilokok suslarinda bulunan PBP-1, 2 ve 3’ten farklidir ve PBP2a olarak adlandirilir.
Bu enzim, sefalosporinler ve karbapenemler de dahil olmak {izere tiim beta-laktam
antibiyotiklere diisiik afinite gosterir, bu antibiyotiklerin varliginda aktivitesini devam
ettirir ve hiicre duvarindaki peptidoglikan capraz baglarin1 baglayarak bakterinin
canliligini ~ siirdiirmesine olanak saglar. PBP2a enzimi, MRSA suslarinin
kromozomunda bulunan mecA geni tarafindan kodlanir. MRSA suslar1 beta-laktam dis1
bir¢ok antibiyotige de direng gdsterebilmektedir.

Yiiksek antibiyotik direnci, tedavi bagarisin1 azaltirken, metisilin direncinin
dogru saptanmasinin Oneminide ortaya koymaktadir. Hasta oOrneklerinde metisilin
direncinin belirlenmesindeki hatalar, ciddi klinik sorunlara neden olabilmektedir.
Metisilin direncinin saptanmasinda yalanci negatif sonuglar yetersiz tedaviye ve MRSA
suslarinin yayilmasina, yalanci pozitif sonuglar ise glikopeptitlerin gereksiz kullanimina
ve izolasyon tedbirleri nedeniyle asir1 maliyete sebep olmaktadir. Bu nedenle S. aureus
suslarinda metisilin direncinin dogru tanimlanmasi son derece Onemlidir. MRSA
suslarinin ortaya ¢ikarilmasinda mecA geninin belirlenmesi altin standarttir. Ancak 6zel
laboratuvar donanimi  ve deneyimli personel gerektirmesi nedeniyle rutin
laboratuvarlarda kullanimi pratik degildir.

MRSA tespiti i¢in rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan en yaygin
yontemler disk difiizyon ve agar tarama ydntemleridir. Son zamanlarda bu amacla
otomatize yontemler ve PBP2a’y1 saptayan lateks agliitinasyon kitleri de gelistirilmistir.
Ancak MRSA’larin tanimlanmasinda mecA tespitine alternatif olarak kullanilan bu
yontemlerin verimlilikleri merkezlere gore degismektedir. Bu calismamizda: Turgut
Ozal Tip Merkezi rutin mikrobiyoloji laboratuvarinda S. aureus olarak tanimlanmus
klinik 6rneklerde, mecA’nin varlig1 referans alinarak; oksasilin ve sefoksitin disk
difiizyon testi, agar tarama testi, otomatize sistem ve PBP2a lateks agliitinasyon tarama

yontemlerinin MRSA’y1 dogru saptamadaki basarilarinin degerlendirilmesi amaclandi.



GENEL BILGILER

Stafilokoklar 100 yil1 agkin bir siiredir infeksiyon etkeni olarak tip diinyasinda
s0z konusu olan bir mikroorganizmadir. Stafilokoklar1 ilk kez 1878’de Robert Koch
tanimlamig ve 1880°de Pasteur sivi besiyerinde iiretmistir. Ardindan, 1884’te
Rosenbach hasta Orneklerinden bu mikroorganizmalar1 izole etmis ve beyaz renkli
kolonileri “Staphylcoccus albus™, sari-portakal rengi kolonileri ise “Staphylcoccus
aureus” olarak isimlendirilmistir. Bakterinin Kraus ve Clairmont tarafindan 1900’da
alfa toksini, Glenny ve Stevens tarafindan 1935’te beta toksini bulunmustur. Smith ve
Price 1938’de gama toksin ve Williams ile Harper 1947°de delta toksin varligini
aciklamislardir. Todd ve arkadaglar1 tarafindan 1978’de yeni bir hastalik olarak “Toksik
Sok Sendromu” tanimlanmigstir (1). Fleming’in 1928 yilinda penisilini bulmasina kadar
stafilokoklar agir seyirli ve hatta 6liimle sonuglanabilen tedavisi sorunlu infeksiyonlara
sebep oluyordu. Stafilokok tedavisinde ilk adim, 1940 yilinda Oxford’da Florey, Chain
ve arkadaglar1 tarafindan penicillium kiiltiirlerinden penisilinin saflagtirilmasiyla
atilmigtir. Fakat penisilinin klinik kullanima girmesinden kisa bir siire sonra penisiline
direncli stafilokoklar goriilmeye baslanmistir (2). Ik kez 1944 yilinda Kirby tarafindan
penisilinaz iireten stafilokoklar tespit edilmistir. Penisilinaz iireterek penisiline direng
kazanmis S. aureus suslar1 1950’1i yillarin sorunlu bakterileri olmuslardir. Penisilinaza
direncli penisilinlerin 1960°da kullanima girmesinden iki yil sonra goriilen metisilin
direnci, antimikrobiyalleri tedavi segeneklerini onemli Ol¢lide smirlandirmistir. S.
aureus 1980’li yillardan sonra tiim diinyada hastane infeksiyonu etkenleri arasinda
onemli bir artig gOstererek adeta yeniden dogmustur. Tiim beta-laktam antibiyotiklere
direncli MRSA suslar1 beta-laktam dis1 antibiyotiklerin ¢oguna da direncli

olduklarindan, bu suslarla olusan agir infeksiyonlarin tedavisinde glikopeptit



antibiyotikler tek segenek haline gelmistir (3). Ilk kez 1995 yilinda Fransa’da
vankomisine azalmis duyarlilik gosteren S. aureus (VISA), 1996°da Japonya’da hetero-
VISA ve sonunda 2002 yilinda A.B.D’de vancomycin resistant S. aureus (VRSA)
suslarinin saptanmasi ile stafilokoklarda ¢ogul antimikrobiyal direng sorunu daha da

ciddi hale gelmistir (4-6).

Stafilokoklar

Tanim

Staphylococcus cinsi “Micrococcus”, “Stomatococcus” ve
“Planococcus’’cinsleriyle birlikte “Micrococcaceae” ailesi i¢inde yer alir. Yunancada
bir salkim {izim anlamina gelen staphyle (iiziim salkimi) ve coccus (tane)
sozciiklerinden tiiretilmistir. Bu yilizden Stapylococcus, bu Gram pozitif koklarin {iziim
tanelerinin kiimelenmesine benzer sekildeki liremesini ifade etmek i¢in kullanilir. Fakat
klinik materyallerde bu mikroorganizma tek, ¢ift veya kisa zincirler halinde de
goriilebilir (1,7).

Stafilokoklar dis ¢evre kosullarmma dayanikli bakterilerdir. Kurumus klinik
materyallerden aylar sonra bile izole edilebilir (1). Antimikrobiyal ajanlara hizla direng
gelistiren bakterilerdendir. Direngli suslarla olusan infeksiyonlarda ciddi tedavi

sorunlarinin ortaya ¢ikmasi stafilokoklara olan ilgiyi artirmaktadir.

Morfoloji ve boyanma ozellikleri

Stafilokoklarin cogu 0.5-1.5 um capinda, hareketsiz, sporsuz, kisa zincirler yada
diizensiz  kiimeler olusturan kiiresel sekle sahip Gram pozitif boyanan
mikroorganizmalardir (7).

Kiiltiir ozellikleri

Stafilokoklar aerop ve fakiiltatif anaerobik bakterilerdir. Yiiksek tuz
konsantrasyonunda (%10 NaCl) ve 18-40 °C arasinda klasik besiyerlerinde iireyebilme
ozelliklerine sahiptir. Optimal tireme 1s1s1 30-37 °C ve pH: 7-7,5’tir. Kanli agarda 18-24
saatte yuvarlak, diizgiin kenarli, hafif konveks, opakt, 1-4 mm ¢apinda koloniler yapar.

Stafilokoklar ¢ogu insanda bulunabilen 35 tiir ve 17 alt tiirden olusur. Insanda
hastalik olusturan bu cinsin en iyi bilinen, en virulan, en yaygin tiirii S. aureus’tur. S.
aureus tireme esnasinda karotenoit pigmente bagli olarak altin saris1 renginde koloniler

olusturur. Olusturdugu koloni rengine bagli olarak bu tiir ad1 verilmistir. S. aureus kanl



agarda beta hemoliz yapar. Insanda bulunan stafilokok tiirlerinden sadece bu tiir

koagiilaz enzimi tiretir (1,7).

Biyokimyasal oézellikleri

S. aureus’un biyokimyasal ve diger temel 6zellikleri Tablo 1°de 6zetlenmistir.

Tablo 1. S. aureus’un biyokimyasal ve diger temel 6zellikleri (1)

Ozellik S. aureus Ozellik S. aureus
Aerop tireme + Ksiloz -
Anaerop iireme + Cellobiose -
Hemoliz + Glukoz +
Koagiilaz + Hiicre duvari

DNA’se (Endoniikleaz) + a. ribitol +
TMPA’da renk + b. gliserol

degisikligi

Asetoin + c. protein-A +
Mannitol (asit + Alfa toksin +
olusturma)

Trehaloz + Novobiosin duyarliligi +
Maltoz + Basitrasin duyarliligi -
Laktoz +

+: pozitif, -: negatif, TMPA: trehaloz-mannitol fosfataz agar

Kapsiil ve slime tabakasi

Stafilokoklarin hiicre duvarmin en dig tabakasi polisakkarit bir kapsiil ile
ortiilebilmektedir. S. aureus’da 11 kapsiiler serotip tanimlanmaktadir. infeksiyonlarin
cogu serotip 5 ve 7 ile iliskilidir. Serotip 1 ve 2 ¢ok kalin bir kapsiile sahiptir ve mukoid
goriiniimlii koloniler olusturur. Kapsiil, bakteriyi fagositozdan korur. Genetik faktorler
ve lireme ortamlaria bagl olarak, ¢ogu stafilokoklar tarafindan monosakkarit, protein
ve kiigiik peptitlerin olusturdugu, suda ¢oziinebilir, gevsek bagli ince bir tabaka (slime
tabakasi) tiretilir. Bu ekstraselliiler yap1 bakteriyi dokulara ve kateter, greft, protez
kapak, protez eklem ve sant gibi yabanci cisimlere baglar. Bu da o6zellikle kismen
avirulan koagiilaz negatif stafilokoklarin hayatta kalmasi i¢in 6nemlidir (7).

Peptidoglikan

Gram pozitif bakteriler i¢in en genel 6zellik, hiicre duvar1 agirligimin yarisini
peptidoglikan tabakasmin olusturmasidir. Glikan zincirlerin tabakalarindan olusan
peptidoglikan iskelet N-asetilmuramik asit ve N-asetilglukozaminin 10-12 degisken
subunitinden meydana gelir. N-asetilmuramik asit subiinitlerine baglanan oligopeptit
yan zincirler pentaglisin kopriileriyle capraz baglanirlar. (Sekil-1). Gram (-) bakterilerin
aksine, Gram (+) bakterilerde peptidoglikan tabaka hiicre duvarini daha rijit yapan

birgok capraz bagli tabakadan meydana gelir. Peptidoglikan endojen pirojenlerin



uretimini, kompleman aktivasyonu, monositlerden interlokin-1 iiretimini ve 16kositlerin

kemotaksisini stimiile eden endotoksin benzeri aktiviteye sahiptir (7).
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asetilglikozamin, NAM: N-asetilmuramik asit (8).

Penisilin baglayan protein (PBP)

Hiicre duvarinin sentezi ¢coklu enzimatik adimlardan olusan bir siirectir. Ozetle,
disakkarit peptitler seklindeki prekiirsorler plazma membranindan transport edilir ve ilk
duvar sentezine katilmasi saglanir. Son basamakta, olusan peptit zinciri heniiz ¢apraz
baglanmamis peptit ve Onceden hazirlanmis peptidoglikan arasinda peptit bagi
olugturur. Bu baglanma transpeptidaz enzimleri tarafindan gergeklestirilir. Bu
transpeptidasyon olay1 ii¢ boyutlu bir ag olusumuna sebep olur ve hiicre duvarina tam
bir saglamlik kazandirir (9).

Transpeptidaz ve karboksipeptidazlar gibi hiicre duvari sentezinin son
basamagina katilan biitlin enzimler plazma membranina sikica baglanmis
durumdadirlar. Bu enzimler ayrica beta-laktam antibiyotiklere kovalent olarak
baglandigi ve yine bu antibiyotikler tarafindan inaktive edildikleri ic¢in penisilin
baglayan proteinler olarak da isimlendirilirler (9-13). Kisaca PBP'ler hiicre duvarinda
bulunan, transpeptidaz, karboksipeptidaz ve endopeptidaz gibi enzimlerdir. Bu enzimler
bakterinin biiyiime ve boliinmesi sirasinda hiicre duvarinin bir araya gelmesi ve sekil
almasindan sorumludurlar. Bakterileriler yapilari birbirine benzer doért ayr1 6zellikte
PBP yaparlar (1). Degisik bakteri tiirlerinde PBP'lerin sayi, biiyiiklik, degisik

penisilinlerin bunlara afinitesi ve inaktivasyonlar1 sonucunda bakteride olusan etki



acisindan farklilik vardir. Penisilinler baglandiklar1 PBP'lere gore bakterilerde farkl etki
gosterir. S. aureus’larda hiicre duvar1 sentezinde normalde PBP 1, 2 ve 3 gorev alir.
Bunlara ek olarak MRSA’lar farkli bir PBP olan PBP2a’ ya sahiptirler. PBP'lerin
inaktivasyonu bakterinin 6liimiine yol agarken PBP’nin beta-laktam antibiyotiklere olan

affinitesindeki azalma ise dirence neden olur (11,14,15).

Teikoik asit

Hiicre duvart kuru agirlhigimi %30-50°sini  olusturan bir diger Onemli
komponentidir. Teikoik asit, fibronektine spesifik olarak baglanarak stafilokoklarin
mukozal ylizeylere yapismasina aracilik eder. Teikoik asitler eksik immunojen olmasina
ragmen peptidoglikana baglandiginda spesifik bir antikor cevabini uyarir. Bu antikor
cevabinin  izlenmesi  sistemik  stafilokok infeksiyonlarinin = saptanmasinda
kullanilmaktadir. Fakat bu diger tan1 koydurucu testlerden daha az duyarlidir ve bugiin

kullanilmamaktadir (7).

Protein-A

Cogu S. aureus’un yiizeyi peptidoglikan tabakasina ya da stoplazmik membrana
baglanan protein-A ile kaplanmistir. Immunglobulin (Ig) G1, IgG2 ve IgG4’iin Fc
reseptorlerine baglanir. Bu da organizmanin antikor aracili immun klirensini etkili bir
sekilde onler. Kompleman aktivasyonu ve immunkompleks olusumuna yol agar. Baska
antijenlere kars1 antikorlarin nonspesifik bir tasiyici olarak Protein-A’nin kullanimi Co-
aglutinasyon deneyinde oldugu gibi baz1 serolojik testlerde oldukca basarili sonuglar
vermektedir. Protein-A antifagositik, kemotaktik ve mitojenik etkiler de gosterir.
Koagiilaz ve niikleaz aktiviteleri ile biiyiik oranda korelasyon gosterir ve virulans
faktoriidiir (1). Ayrica Protein-A’nin saptanmasi, S. aureus ig¢in spesifik bir

identifikasyon testi olarak da kullanilabilir (7).

Koagiilaz ve diger yiizey adezyon proteinleri

Stafilokoklarda ¢ok sayida yiizey proteini tanimlanmaktadir. Cogu S. aureus
susunun en dis yilizeyinde clumping faktor (baglh koagiilaz olarak da adlandirilir)
bulunmaktadir. Bu protein S. aureus’da onemli bir virulans faktoriidiir. Clumping
faktor, fibrinojene baglanarak fibrine doniistiiriir ve stafilokoklarin kiimelesmesine
sebep olur. Bu proteinin saptanmasi, S. aureus’un tanimlanmasinda temel bir testtir.

Fibronektin, fibrinojen, elastin, kollojen gibi diger yiizey proteinleri de konak matriks



proteinlerine tutunmada onemlidir. Stafilokoklarda ve diger bakterilerde bulunan yiizey

adezyon proteinleri yeni tedavi yaklagimlarinda hedef olugturmaktadir (7).

Stoplazmik membran
Stoplazmik membran protein, lipit ve az miktardaki karbonhidratlarin
bilesiminden olusmaktadir. Hiicrede osmotik bariyer olarak ¢alisir. Hiicresel biyosentez

ve solunum enzimlerinin sentezlenmesinde gorevlidir (7).

Patogenez ve Immiinite

Stafilokokal infeksiyonlarin  patogenezi, konak dokularina bakterinin
tutunmasini saglayan yiizey proteinlerinin iiretimi ile spesifik toksinler ve hidrolitik
enzimler gibi ekstraselliiler proteinlerin liretilmesine baglidir.

Stafilokokal toksinler

S. aureus bes sitolitik veya membran hasarlayici toksin (alfa, beta, delta, gama
ve Panton-Valentin (P-V) 16kosidin), iki eksfolyatif toksin (A ve B), sekiz enterotoksin
(A, B,C, D, E, G, HveI) ve toksik sok sendrom toksin—1 (TSST-1)’i igeren ¢ok sayida
virulans faktorii tiretir. Sitotoksinlerin nétrofilleri pargalamasi sonucu salinan lizozomal
enzimler ¢evre dokuda yikima neden olabilirler. Sitotoksinlerden biri ve P-V 16kosidin
siddetli pulmoner ve kutandz infeksiyonlarla iliskilendirilmektedir (7).

Eksfolyatif toksin A, TSST-1 ve enterotoksinler siiper antijenler olarak bilinen
polipeptitler sinifina aittir (7).

Alfa toksin

Bakteriyel kromozom ve plazmidlerin her ikisi tarafindan da kodlanabilen
insanda hastalik olusturan S. aureus’un c¢ogu suslari tarafindan iiretilen 33.kD’luk bir
polipeptittir. Bu toksin damar diiz kas hiicrelerini bozar ve eritrosit, 16kosit, hepatosit ve
trombositlere zarar verir. Alfa toksinin stafilokokal hastaliklarda doku hasarinda 6énemli
bir mediyator olduguna inanilir (7).

Beta toksin

Sfingomyelinaz C olarak da adlandirilan beta toksin, insan ve hayvanlarda
hastalik olusturabilen S. aureus’un c¢ogu susu tarafindan iiretilebilen, 35 kD’lik 1s1ya
duyarli bir proteindir. Bu enzim sfingomiyelin ve lizofosfotidilkolin i¢in spesifiteye
sahiptir ve eritrosit, fibroblast, l0kosit ve makrofajlar1 da igeren ¢ogu hiicre icin

toksiktir. Beta toksinin insan hastaliklarindaki rolii heniiz tam olarak agiklanamamustir.



Ancak alfa toksinle birlikte stafilokok hastaliklarinin karakteristik abse formasyonu ve
doku yikimindan sorumlu olabilecegine inanilmaktadir (7).

Delta toksin

S. aureus suslart ve diger stafilokoklar tarafindan iretilen 3 kD’lik bir
polipeptittir. Bu toksin eritrosit, 16kosit, makrofaj, lenfosit ve trombositler iizerine
etkilidir. Diger memeli hiicreleri ve hiicre ici membran yapilarin1 da iceren genis bir
sitolitik aktiviteye sahiptir. Delta toksin kismi nonspesifik membran toksisitesiyle
deterjan benzeri etki gosterir. Antijenik 6zellige sahip degildir (1,7).

Gamma toksin ve Panton-Valentine (P-V) lokosidin

Hemen hemen tiim S. aureus suslari tarafindan iiretilen gama toksin ve S. aureus
suslarinin %5’inden az1 tarafindan iretilen P-V 16kosidin iki polipeptit zincirinden
olusan ¢ift komponentli (S (yavas) ve F (hizl)) toksinlerdir. Simdiye kadar ii¢ S ve iki F
protein tanimlanmigtir. Her iki toksini liretme yetenegindeki bakteri bu proteinlerin
timiinii 6 farkli toksin liretme potansiyeli ile kodlayabilir. Bu toksinler notrofil ve
makrofajlar1 parcalayabilir. P-V 16kositin toksini 16kotoksiktir ancak hemolitik
aktivitesi yoktur. Bu toksinlerin sitolitik etkisi membranlarda porus olusumunu takiben
hiicre katyon gradyentindeki degisikliklere bagli gelisen osmotik degisikliklerden
kaynaklanir (7).

Eksfolyatif toksinler

Haglanmis deri sendromu bu toksinle olusur. Eksfolyatif toksinin iki farkli sekli
(ETA ve ETB) tanimlanmustir. Her ikisi de hastalik yapabilir. ETA 1s1ya direncli ve geni
kromozomaldir. ETB ise 1siya duyarli ve plazmid aracilidir. Ultrastriiktiirel ¢caligmalar,
serin proteazlar olan bu toksinlere maruz kalma sonucunda epidermisin stratum
graniilosum tabakasindaki intrasellliler kopriiler (desmozomlar)’in ayrilmasinin
gerceklestigini gostermistir. Bu olayin tam mekanizmasi hala bilinmemektedir. Bu
toksinler hiicre yikimi veya inflamasyonla iligkili degildir. Bu yilizden epidermisin
etkilenen tabakasinda ne stafilokoklar ne de 16kositler bulunmazlar. Epidermisin toksine
maruz kalmast sonucu koruyucu nétralizan antikorlar gelisir. Haglanmis deri sendromu
cogunlukla kiigiik ¢ocuklarda ve nadiren de biiylik ¢cocuklar ve erigkinlerde goriiliir.
Bunun muhtemel sebeplerinden birisi ETA ve ETB’nin, duyarli yenidoganlarin
epidermisinde bulunup biiyiik cocuk ve erigkin epidermisinde bulunmayan GM4 benzeri

glikopeptitlere baglanmalaridir (7).



Enterotoksinler

Serolojik olarak farkli 8 stafilokok enterotoksini (A-E, G-I) ve enterotoksin
C’nin 3 alt tipi tanimlanmustir. Enterotoksinler 100°C’de 30 dakika 1sitmaya, mide ve
jejunum enzimlerine kars1 direnglidir. Gida iirlinleri enterotoksin iireten stafilokoklar ile
kontamine olduktan sonra toksin iiretimi gerceklestiginde, gidanin yeniden hafifce
1sitilmasi ve gastrik asite maruz kalmasi koruyucu olmamaktadir. Bu toksinler tiim S.
aureus suslarmin %30-50si tarafindan tiretilebilmektedir. Enterotoksin A hastalikla
iligkili en yaygin toksindir. Enterotoksin C ve D kontamine siit {irlinlerinde bulunur.
Enterotoksin B ise stafilokokal pseudomembrandz enterokolite sebep olur. Toksin
aktivitesinin tam mekanizmasi ise bilinmemektedir. Bu toksinler siiperantijen olup;
sitokin salinim1 ve T hiicrelerinin nonspesifik aktivasyonunu da saglayabilmektedirler.
Mide ve jejunumdaki karekteristik histolojik degisiklik epitelyum ve altindaki lamina
propria’da ndtrofil infiltrasyonunu igermesidir. Ayrica bu toksinler, jejunum
epitelindeki firgamsi kenar kaybi1 ve mast hiicrelerinden inflamatuvar mediyatorlerin
salimiminin uyarilmasiyla stafilokokal gida zehirlenmesinin karekteristik 6zelligi olan
kusmanin olusmasindan sorumlu olabilir (7).

Toksik sok sendrom toksin—1 (TSST-1)

Onceden pirojenik ekzotoksin C ve enterotoksin F olarak isimlendirilen TSST—
1, 1s1 ve proteolize direngli, 22 kD’luk kromozom aracilt bir ekzotoksindir.
Menstruasyonla iligkili toksik sok sendromundan (TSS) S. aureus suslarinin % 90’1,
diger TSS sekillerinden ise S. aureus suslarmin yarisinin sorumlu oldugu tahmin
edilmektedir. Enterotoksin B ve nadiren enterotoksin C menstruasyonla iligkili olmayan
TSS’lerin yaklagik olarak yarisindan sorumlu tutulmaktadir. TSST-1’in mukozal
bariyerlerden penetre olma kabiliyeti TSS’ nin sistemik etkisinden sorumludur. TSS’1i

hastalarda 6liim, multiorgan yetmezligine neden olan hipovolemik sok nedeniyledir (7).

Stafilokoklarin enzimleri

Koagiilaz

Stafilokoklar bagli ve serbest olmak tizere 2 tip koagiilaza sahiptir. Stafilokok
hiicre duvarina bagli koagiilaz dogrudan fibrinojeni fibrine doniistiirebilir ve
stafilokoklarda kiimelenmeye sebep olur. Serbest koagiilaz ise bir plazma globulin
faktorii (coagulase reacting factor) ile reaksiyona girerek bir trombin benzeri faktor
(staphylothrombin) olusturur. Bu faktor fibrinojeni fibrine doniistiirerek bagh

koagiilazla ayn1 sonucu olusturur. Koagiilaz, stafilokok absesinin ¢evresinde fibrin
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olusumuna sebep olur ve boylece infeksiyon lokalize edilerek organizma fagositozdan
korunur. Stafilokoklarin bagka tiirleri de koagiilaz iiretebilir fakat bunlar genellikle
hayvan patojenleridir ve nadiren insan infeksiyonuna neden olurlar (7).

Katalaz

Tiim stafilokoklar katalaz enzimine sahiptir. Hemoprotein yapisindadir.
Siiperoksit dismutaz ve indirgenmis flavoproteinlerin oksitlenmesi sirasinda bakteri
hiicresi igerisinde aciga ¢ikan toksik hidrojen peroksiti su ve oksijene katalize eder
(7,16).

Hyaliironidaz

S. aureus’larin % 90’dan fazlasi tarafindan iretilen bu enzim, bag dokunun
aselliiler matriksinde bulunan asidik mukopolisakkaritler olan hyaliironik asiti hidrolize
eder. S. aureus’un dokulara yayilimini kolaylastirir (7).

Fibrinolizin

Stafilokinaz olarak ta adlandirilan bu enzim, S. aureus suslarinin neredeyse
tamamu tarafindan {retilir. Fibrin pihtisini ¢ozer (7).

Lipazlar

S. aureus’un tiim suglar1 ve CoNS’lerin %30’undan daha fazlasi birkag¢ farkli
lipaz tretirler. Lipitleri hidrolize eden bu enzimler viicudun sebase bolgelerinde,
stafilokoklarin barinmasini saglayan bir fonksiyona sahiptir (7).

Niikleaz

Diger bazi tiirler de bu enzimi iiretiyor olmasina ragmen, termostabil niikleaz
enzimi, S. aureus i¢in 6nemli bir markirdir. Bu enzimin infeksiyon patogenezindeki
fonksiyonu bilinmemektedir (7).

Penisilinaz (beta-laktamaz)

Penisilinin tedavide ilk olarak kullanildigi 1941°de stafilokok izolatlarinin
%90’dan fazlas1 bu antibiyotige duyarliydi. Ancak, bu organizmalarin primer olarak
penisilinaz (beta-laktamaz) {iiretebilmeleri, penisiline ¢ok hizli bir sekilde direng
gelismesine sebep oldu.

Beta-laktamaz enzimi, penisilinler, sefalosporinler ve benzeri beta-laktam
antibiyotikleri hidrolize ederek, bu antibiyotiklere diren¢ gelisimine neden olur. Beta-
laktam halkasindaki karbonil grubu ile bir ester kopriisii olusturan bu enzimler, siklik
amid bagini bozar ve bir agil-enzim tiirevi olustururlar. Bu reaksiyonlar1 sonucunda

beta-laktam antibiyotiklerle reaksiyona giren ii¢ grup protein vardir:
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1- Karboksi peptidazlar (Diisiik molekiil agirlikli penisilin baglayan proteinler
(PBP)).

2. Transpeptidazlar (Yiiksek molekiil agirlikli PBP’ler )

3. Beta-laktamazlar

Biitiin PBP’lerin yan1 sira, beta-laktamazlarin ¢ogunlugu da aktif bolgelerinde
bir serin aminoasidine sahiptirler. Bu nedenle “serin peptidazlar” olarak adlandirilan bir
enzim iist ailesinde yer alirlar. Bu enzimlerin beta-laktam ajanlara baglanmasi sirasinda
once bir agil-enzim tlirevi olugmaktadir. Bunu izleyen basamakta, bir deagilasyon islemi
gergeklesir ve enzim agil molekiiliinden ayrilarak rejenere olur. PBP’ler ve beta-
laktamazlar arasindaki farki bu deagilasyon basamaginin hizi belirler. Beta-laktamazlar
acil tiirevinden kisa siirede ayrilir, ancak PBP’lerde bu basamak ger¢eklesmez. Sonucta
reaksiyon beta-laktamazlarin aksine enzim inaktivasyonuyla sonlanir.

Genis bir enzim grubu olan beta-laktamazlar molekiiler yapilarina ve islevsel
Ozelliklerine gore siniflandirilirlar. Bu giine kadar dort farkli molekiiler simif (A, B, C,
D) tanimlanmustir. A, C ve D molekiiler siniflarinda yer alan beta-laktamazlar yukarida
aciklanan serin-ester aracilikli mekanizma ile islev goriirler. Sinif B beta-laktamazlar ise
kofaktor olarak ¢inko gerektiren metalloenzimlerdir.

A simifi, tercihen substrati penisilinler olan beta-laktamazlardan olusur. Bu grup
enzimler icerisinde S. aureus’un beta-laktamazlar1 (Grup 2a) da yer alir (16).

Gram pozitif bakteriler arasinda beta-laktamaz iireten en Onemli patojen
stafilokoklardir. Stafilokokal beta-laktamazlar tercihen penisilinleri hidrolize ederler.
Cogu indiiklenebilir ve ekstraselliiler olarak salinabilen enzimlerdir. Stafilokokal beta-
laktamazlar genellikle kiigiik plazmidlerle veya transpozonlarla taginmakla beraber,
biiylik plazmidlerin kodladig1r beta-laktamazlar ve diger diren¢ mekanizmalar1 da
bulunmaktadir. Bu beta-laktamaz enzimini kodlayan genler sadece S. aureus’lar
arasinda degil, S. aureus ve Staphylococcus epidermidis arasinda da konjugasyonla
transfer edilebilir (17,18).

S. aureus’un Identifikasyonu
S. aureus’u tanmimlamada en giivenli testlerden biri koagiilaz testidir. Serbest
koagiilaz “tiip koagiilaz” ve bagl koagiilaz “lam koagiilaz” yontemleriyle tespit edilir.
Lam koagiilaz testi
S. aureus suslariin c¢ogu hiicre duvarinda bagli koagiilaza veya ‘clumping

faktor’e sahiptir. Bu faktor hizli hiicre agliitinasyonuna sebep olan plazmadaki
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fibrinojen ile direk tepkimeye girer. Bu test kanli agar, Columbia Colistin Nalidixic
Agar ya da diger nonselektif nutrient besiyerinde iireyen kolonilerden yapilabilir. Fakat
yiiksek tuz oran1 S. aureus’un bazi suglarinda otoagliitinasyona sebep oldugu icin bu
test, yiiksek tuz iceren besiyerlerinden (mannitol salt agar gibi) yapilmamalidir.
Clumping faktore sahip olmayan suslar serbest koagiilaz iiretebilecegi i¢in, herhangi bir
sus lam koagiilaz testinde negatif cikarsa bu sonu¢ bir tiip koagiilaz testi ile
dogrulanmalidir. S. lugdunensis ve S. schleiferi gibi koagiilaz negatif bazi suslar
clumping faktor tiretip lam koagiilaz testi ile pozitif sonug verebilirler (19).

Tiipte koagiilaz

Bu metot ile saptanan koagiilaz ekstraselliiler olarak salmir ve bir komplex
olusturmak icin plazmadaki Coagulase-Reacting Factor (CRF) ile reaksiyona girerek
stafilotrombin olusturur. Stafilotrombin de fibrinojenle reaksiyona girerek fibrin
olusumunu tetikler. Bazi suslar, 35°C’de uzayan inkiibasyon periyodunda pihtinin
¢oziilmesine sebep olan fibrinolizin liretecegi i¢in testler 35°C’de 4 saat inkiibasyondan
sonra oda 1sisina alimmalidir ve 18-24 saat sonra tekrar okunmalidir. Nadiren bazi S.
aureus suslar koagiilaz negatif olabilmektedir (7,19).

Yukarida sozii edildigi gibi hem tiip hem de lam koagiilaz testi i¢in Onerilen
ortam EDTA’l1l tavsan plazmasidir. Enterococcus tiirleri gibi organizmalar sitrati
kullanabildigi i¢in sitrath plazma kullanilmamalidir. Sayet katalaz testi yapilarak
stafilokok oldugu kesin tanimlanmamissa yanlis pozitif sonuca gidilebilir. Insan
plazmasi gesitli miktarda CRF ve antistafilokokal antikorlar igerdiginden koagiilaz testi
yapmada kullanilmamalidir (19).

Tiip koagiilaz testi S. aureus identifikasyonu i¢in referans testdir. Bu test, pozitif
sinyal veren kan kiiltiirinden dogrudan tavsan plazmasi igerisine inokule edilerekte
yapilabilir (19,20).

Koagiilaz Testine Alternatif Yontemler

Lateks agliitinasyon

Bu yontemde plazma ile kaplanmis lateks pargaciklart kullanilir. Latekse bagh
fibrinojen clumping faktorii saptar. Ayrica parcaciklarda bulunan immunglobulin
molekiilleri stafilokokal hiicre duvari proteini olan protein A’y1 da saptayabilir. Bu
protein, IgG molekiillerinin Fc reseptorii ile baglanabilmektedir. Bir agar plagindan
alman kolonilerin test materyali ile karigmast sonucu lateks-mikroorganizma
stispansiyonu hizli bir kiimelesme gosterir. Ayrica S. lugdunensis ve S. schleiferi’nin

baz1 suslar1 da clumping faktor iiretir ve bu test ile pozitif reaksiyon verebilir (19).
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Pasif hemagliitinasyon

Eritrositler ya da sentetik olarak hazirlanmis polistiren lateks gibi parcaciklar,
cesitli yontemlerle cok cesitli antijenlerle kaplanabilirler. Bu sekilde kaplanmis oldugu
antijenin tasiyicis1 durumuna gelen eritrosit ya da parcaciklar, elektrolitli ortamda bu
antijenlerin  antikorlar1 ile karsilagtiklarinda  agliitinasyon  verirler.  Dolayl
hemagliitinasyon denilen bu testler ¢ok duyarli olup, ortamda ¢ok az antikor bulunmasi
bile sonu¢ vermek i¢in yeterlidir. S. aureus hiicrelerinin yiizeyindeki clumping faktorii

saptamak i¢in fibrinojen ile sensitize edilmis koyun eritrositleri bu amagla kullanir (21).

S. aureus Icin Ek Dogrulayic1 Testler

Deoksiriboniikleaz (DNA’se) testi

Baz1 S. aureus suglar1t zayif ya da siipheli tip koagiilaz reaksiyonu
olusturabilirler ve nadiren gercekten koagiilaz negatif olabilirler. Bu vakalarda koagiilaz
ile ¢ok 1yi uyum gosteren ek testler yapmak gerekebilir. S. aureus endoniikleolitik ve
ekzontikleolitik aktiviteye sahip olan DNA’se ve termostabil niikleaz tiretir (22,23). Bu
enzimlerin her ikisi de niikleik asiti hidrolize eder. DNA’se iceren bakteriler, DNA
iceren besiyerinde DNA’y1 parcalayip oligoniikleotidler olustururlar. Bu deneyde
DNA’li plak besiyerine saf kiiltiirden ¢izgi ekimi yapilip 35° C’de 18-24 saat
bekletildikten sonra plak yilizeyine 1 N HCl damlatilmasina dayanir. Bakteri DNA’se
yapiyorsa ekim ¢izgisinin ¢evresinde saydam bir zon olusur. Endikator olarak
besiyerine toluidin mavisi konulmus ise DNA’se varliginda bakteriler ekim c¢izgisi
cevresinde parlak pembe bir zon olustururlar. Endikator olarak Methyl green konmus
besiyerinde ekim ¢izgisi etrafinda besiyerinin yesil rengi acilir (24). Besiyerine katilan
toluidin mavisi DNA’se aktivitesini maskeleyebildigi i¢in %0.005’1 asmamalidir. Bu
test S. aureus’un identifikasyonunda ek bir test olarak yardimci olmakla birlikte bagka
stafilokoklar da pozitif DNA’se reaksiyonu verebilir (19,25).

Thermostable endoniikleaz testi

Bu test i¢in yine ayn1t DNA’se test besiyeri kullanilir. Sadece agar igerisinde 3
mm ¢apinda ¢ukur agilir ve 15 dakika su banyosunda kaynamis 24 saatlik sivi1 kiiltiir ile
bu kuyucuklar doldurulur. Plaklar 35°C’de 1 gece inkiibe edilerek gukurlarin ¢evresinde
pembe bir hale olusup olusmadigi izlenir. Bazi hayvan izolatlar1 (S. caprae, S.
schleiferi, S. intermedius ve S. hyicus gibi) 1siya direngli termoniikleaz tiretir. Bazi

koagiilaz negative stafilokoklar (S. epidermitis, S. simulans, S. capitis, S. carnosus gibi)
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zayif pozitif reaksiyon verebilirler. S. aureus endontikleaz testinin 6zgilliigii, S. aureus
enzimlerine karsi hazirlanmis monoklonal veya poliklonal antikorlarla seroinhibisyon
reaksiyonu veya S. aureus 1s1 stabil endoniikleazin1 kodlayan nuc geni PZR ile
gosterilerek dogrulanabilir (24,26).

Mannitol fermentasyonu

S. epidermidis ve diger koagiilaz negatif tiirlerin aksine, S. aureus mannitoli
fermente edebilir. S. aureus’un digki, cevre ve nasal tasiyicilarda taranmasinda bu
ozelligi kullanilir. Kullanilan besiyeri “mannitol salt agar”dir. Bu besiyeri mannitol
(%1), NaCl (%7.5), fenol kirmizis1 ve peptonlar igerir. Bu yliksek tuz konsantrasyonu,
enterekoklar disindaki diger mikroorganizmalarin iiremesini engeller ve secici olarak
stafilokoklar iirer. Izole edilen S. aureus kolonileri, cevresinde mannitolden asit
olusumunu gosteren sar1 bir zon varligi ile saptanabilir. Nadiren baska stafilokok tiirleri
de mannitolden asit liretebilir. Bu sebeple bu besiyerinde iiretilen mannitol pozitif
organizmalar kanli agar besiyerine pasajlanip koagiilaz iiretimi agisindan test
edilmelidir (19).

S. aureus’un identifikasyonunu saglayan molekiiler yontemlerin ¢ogu PZR
bazhidir. ilk testler identifikasyonu dogrulamak igin amplifikasyon iiriinlerini Southern
blotlamasin1 gerektiriyordu (27). Fakat daha sonra, tiire spesifik hedef bolgelerin
amplifikasyonu icin diizenlenmis, protein genleri gibi hedef bdlgeler igeren primer
araligr gelistirildi. Niikleaz (nuc), koagiilaz (coa), protein A (SpPA) ve yiizey-iliskili
fibrinojen-baglayan protein genleri gibi genler de S. aureus’un tanimlanmasinda
onemlidir. Ayrica stafilokokal metisilin direncinin tespiti icin mecA ve 16S rRNA gibi
spesifik gen bolgelerini degerlendiren multipleks PZR yontemi de mevcuttur (28-35).
Ticari olarak bulunan real-time PZR ile basar1 saglanmistir (35). Real-time PZR,
ekipmani olmayan rutin laboratuvarlarda PZR’ye alternatif sunmak i¢in bir kolorimetrik
mikrokuyucuk formatinda, coa geninden mRNA transkripsiyonunun izotermal sinyal

aracili amplifikasyonu kullanan yeni molekiiler bir yontem de gdsterilmistir (27,36).

Epidemiyoloji

Stafilokoklar her yerde bulunabilirler. Insanlarin derilerinde koagiilaz negatif
stafilokoklar vardir ve nemli deri kivrimlarmin S. aureus’la gegici kolonizasyonu
yaygindir. Yeni doganda kesilmis gobek kordonu, deri ve perineal bolgenin S. aureus’la

kolonizasyona sik rastlanir. S. aureus ve CoNS’ler orofarinks, gastrointestinal sistem
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(GIS) ve iirogenital sistemde de bulunurlar. Biiyiik cocuk ve eriskinlerde kisa siireli
veya kalic1 S. aureus tasityiciligi, 6n nazofarinkste orofarinksten daha yaygindir. Normal
saglikl eriskinlerin yaklasik %15’inde nazofaringial S. aureus taysiyiciligr bulunmakla
birlikte yatan hastalar, saglik personeli, ekzemat6z deri hastaligi olanlar ve siirekli ilag
kullananlarda daha yiiksektir. Mukozal epitele bu mikroorganizmalarin yapismasi
stafilokokal hiicre ylizey adezinleri tarafindan saglanir (7).

Stafilokoklarin deri ve nazofarinkste bulunmalarindan dolay1 yayilmasi kolaydir
ve bir¢cok hastane kaynakli infeksiyondan sorumludurlar. Stafilokoklar yiiksek 1si,
dezenfektanlar ve antiseptik soliisyonlara duyarlidir ancak, kuru yiizeylerde uzun siire
canliliklarini siirdiirebilirler. Bu mikroorganizmalar duyarh kisilere direkt temas ve
kontamine materyallerle transfer edilebilir (7).

Metisiline direngli S. aureus infeksiyonlar1 1970’lerin sonlarina dogru dncelikle
Avrupa’da daha sonra Amerika’da endemik olarak goriilmeye baslanmistir. Daha az
siklikta olmakla birlikte, MRSA’lar yash bakim evleri, kresler ve kronik intravendz ilag
kullanicilar1 gibi toplum kaynakli infeksiyonlarda da etken olabilmektedir.
Nazokomiyal infeksiyonlarin yaklagik 2/3’ti yogun bakim birimlerinde goriilmektedir.
Metisiline direngli stafilokoklarin kolonizasyon veya infeksiyon olusturmasinda, uzun
siireli hospitalizasyon, ¢esitli antibiyotiklerle ve uzun siireli tedavi, metisiline direngli
stafilokoklarla kolonize veya infekte hastalarla ayn1 kapali ortamda bulunma hastalara
ait onemli risk faktorlerini olusturmaktadir (37). Yanik birimlerindeki hastalarda bu risk
oldukca yiiksektir. Bu nedenle, nazokomiyal kokenli S. aureus infeksiyonlarinin
identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik paternlerinin erken ve dogru olarak tespiti son
derece 6nemlidir (37). Son yillarda, tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de hastanede
yatan hastalardan izole edilen S. aureus suslarinda metisilin direncinde ciddi artiglar

saptanmaktadir (4).

S. aureus’un Yaptig1 Hastaliklar
S. aureus basit deri infeksiyonlarindan, hayat1 tehdit eden ciddi infeksiyonlara
kadar cesitli hastaliklara sebep olabilir. S. aureus’un sebep oldugu infeksiyonlar Tablo

2’de 6zetlenmistir.
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Tablo 2. S. aureus’un sebep oldugu infeksiyonlar (7).

Hastalik

Klinik gérinim

Haglanmis deri sendromu

(Gida zehirlenmesi

Toksik sok sendromu

Impetigo

Follikilit
Fronkil

Karbonkiil

Bakteriyemi ve endokardit

Pnomoni ve ampiyem
Osteomyelit
Septik artrit

Yara infeksiyonu

Eksfolyatif toksin tarafindan olusturulur. Yenidoganlarda
yaygin epitelyum deskuamasyonu vardir. Deri dokiintiileri
16kosit ve mikroorganizma igermez.

Istya  dayanikli  enterotoksin ile kontamine gida
tiiketiminden kaynaklanir. Kusma isal ve karin agrisiyla
seyreder. Semptomlar 24 saat igerisinde geger.

TSST-1 ile olusur. Septik soka benzer bir klinik tablodur.

Derinin  ylizeyel tabakalarinda
olusumuyla karakterizedir.
Kil follikiilinin yiizeyel infeksiyonudur.

kabuklu pistiillerin

Kil follikiilinin yogun oldugu bdlgelerde lokalize olan
biiylik, agrily, irinli deri nodiilleridir.

Fronkiillerin subkutan dokuya yayilimi ile olusan deri
infeksiyonudur.

Bakterinin infeksiyon odagindan kana yayilimiyla olusur.

Endokardit kalbin endotel tabakasinin hasariyla
karakterizedir.
Akcigerlerde  konsolidasyon ve abse olusumuyla
karakterizedir.
Uzun kemiklerin metafizinde kemik harabiyetiyle

seyreden infeksiyonudur.

Eklem bolgesinde piiriilan materyal toplanmasi sonucunda
olusan agrili ve eritemli eklem infeksiyonudur.

Travmatik ya da cerrahi kesilerin infekte olmasiyla olusur.

Antimikrobiyal Duyarhhk

Bir antibiyotigin antimikrobiyal aktivitesinin saptanmasi i¢in uygulanan in vitro

islemlere, genel olarak duyarlilik testleri adi verilmektedir. Duyarlilik testleri klinik
acidan Onemli, hizli iireyen aerop ve fakiiltatif anaerop bakterilerin tedavisinde
uygulanacak antibakteriyel ajana duyarliligin 6ngoriillemedigi durumlarda yapilmalidir.
Antimikrobiyal ilaglara karsi1 duyarlilik testleri iki gruba ayrilir:
I) Diren¢ fenotipinin belirlendigi yontemler: Direng genlerinin ekspresyonu

sonrasi ortaya ¢ikan fenotipin duyarlilik diizeyini belirleyen yontemlerdir.

a ) Inhibitor aktivite testleri
1- Kati ve sivi besiyerinde diliisyon yontemleri: in vitro duyarhilik testleri

arasinda “altin standart” olarak kabul edilen bu yontemde, standart sayida bir bakteri

toplulugu (inokulum), iki katli diliisyonlar seklinde degisen yogunluklardaki
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antimikrobiyal ajan ile karsilastirilir. Inkiibasyon siiresi sonunda gdzle goriiliir
iiremeyi engelleyen en diisiik antimikrobiyal ila¢ konsantrasyonu hesaplanir. Buna
Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIK) denir. MIK degerinin duyarliligi mu,
direnci mi temsil ettigini belirlemek i¢in, bulunan konsantrasyon “duyarlilik sinir1”
ad1 verilen bir deger ile karsilastirilir. Bulunan MIiK degeri, duyarlilik smirindan
diisiik ise mikroorganizma o ajana “duyarli” olarak degerlendirilir. Genel olarak
tedaviye baslanabilmesi icin MIK degerinin serum diizeyinden 4-16 kez daha diisiik
bir degere sahip olmasi istenir. Diliisyon temeline dayanan testler kantitatif sonug
verdigi i¢in objektif bir degerlendirmeye olanak saglar (16). Giiniimiizde otomatik
olarak MIK degerlerini saptayabilen “Phoenix ve Vitek” gibi otomatize sistemler de
kullanilmaktadir.

Disk difiizyon yontemi: Mikroorganizmadan hazirlanan standart slispansiyonun
yayildig1 agar plaklarin ylizeyine, belirli bir miktar antimikrobiyal ajan igeren
diskler yerlestirilir. Sonugta, diskteki antibiyotik agar igerisine yayilir ve etkili
oldugu diizeylerde bakterinin liremesini engeller. Buna bagli olarak, disk ¢evresinde
bakterilerin tiremedigi dairesel bir inhibisyon zonu olugur. Olusan inhibisyon zon
capt Olciilerek her antibiyotik igin farkli olabilen duyarlilik smir degerleri ile
karsilagtirilir. Inhibisyon zon ¢apinm biiyiikliigiine gore “duyarli”, “orta duyarl”
veya “direncli” seklinde duyarlilik kategorisi belirlenir. Gerek diliisyon yontemleri
gerekse disk difiizyon testi uluslararasi standartlara gore ve kalite kontrolii yapilarak
uygulanmalidir (16).

E testi: Plastik stripler iizerinde bulunan ve yayilim temeline dayanan
antimikrobiyal ajanin MIK degerinin saptanabildigi ydntemdir. Bu yéntemde,
stripin bir yliziinde bulunan, ila¢ konsantrasyonun belirli ve siirekli degisimi olacak
sekilde dlizenlenmistir. Diger ylizinde de ise antimikrobiyal ajanin
konsantrasyonlarina karsilik gelen degerleri siralanmistir. Standart bakteri
inokulumu kati ve test icin uygun besiyeri ilizerine yayildiktan sonra stripler
yerlestirilir. Inkiibasyon siiresinin sonunda elips seklindeki inhibisyon zonunun
stripi kestigi konsantrasyon MIK degeri olarak belirlenir (16).

Antimikrobiyal ajanlari inaktive eden enzimlerin saptanmasi
b) Bakterisidal aktivite ile ilgili testler
Bakterisidal testler o6zellikle tolerans saptanmasi veya endokardit, osteomiyelit,
septik artrit, ampiyem, bakteriyemi gibi durumlarda antibiyotik tedavisine cevabin

incelenmesinde kullanilan testlerdir. Bu etkinlik {i¢ yontemle belirlenir:
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1- Minimal bakterisidal konsantrasyon (MBK): bir mikroorganizmay1 6ldiirmek icin
gereken en diisiik ila¢ konsantrasyonudur.

2- ilacin mikroorganizmay1 zamana bagli 6ldiirme hizi

3- Mikroorganizmay1r Oldiirmek i¢in gerekli hasta serumunun Dbakterisidal

konsantrasyonunun saptanmasi (16).

II) Genotipik yontemler: Son yillarda, bir¢cok antibiyotik diren¢ geni
tanimlanmistir. Bu genlerin ekspresyonu sonucunda klinik tedavide kullanilan tiim
antimikrobiyal ajanlara karsi direng gelisebilmektedir. Gilinlimiizde gen ekspresyonu
sonucunda diren¢ gelisimini saptayan fenotipik yontemler disinda, direng genlerinin
varligini saptayan genotipik yontemlerde gelistirilmistir (16).

Metisilin direncinin saptanmasi

Metisiline direngli stafilokok suslari metisilinin klinik uygulamaya girmesinden
kisa bir siire sonra tanmimlanmistir (38). Mikroorganizmanin, yapisal bir 6zellik
nedeniyle, ilacin hedefi olan yapiy1 tasimamasi veya ilacin hedefine ulasgamamasindan
kaynaklanan bu direng sekli intrinsik direng olarak adlandirilir (39).

S. aureus’ta metisilin direncinin hizli tespiti, tiirlin tanimlanmas1 kadar 6nemli
bir istir. mecA geni, MRSA suslarinda bulunan diisiik affiniteli penisilin baglayici
protein (PBP 2’ veya PBP 2a) leri kodlayan yapisal gendir (40,41). MRSA suslarinda
PBP2a’nin tespiti i¢in siklik prop amplifikasyon teknigi kullanan ticari tespit metotlari,
floresan teknoloji ve lateks agliitinasyon yoOntemleri gelistirilmistir. Bu testlerin
sonuglar1 geleneksel veya otomatize duyarlilik testlerinden daha hizli ve dogru olarak
alinabilmektedir (42-44).

PBP2a lateks agliitinasyon testinde, PBP2a’ya kars1 monoklonal antikorlar ile
kaplanmis lateks partikiilleri, metisiline direngli stafilokoklar ile 6zellikle reaksiyona
girerek ¢iplak gozle gozlenebilen bir agliitinasyon olusturur. PBP2a lateks agliitinasyon
testi yiiksek 6zgiilliik ve duyarliliga sahip ve diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilan bir
testtir (69-71). PBP2a lateks agliitinasyon testi, mecA genine sahip oldugu halde genin
protein iiriinii olan PBP2a’y1 liretemeyen suslarda, metisilin direncini saptamada sadece
mecA geninin saptanmasindan daha dogru sonug¢ verme potansiyeline sahiptir. Ancak bu
test asir1 beta-laktamaz (72) ya da PBP iireten suslar1 (39,52) saptayamaz. MRSA’nin
tespiti igin altin standart olan meCA’nin saptanmasina kiyasla mecA’nin {iriinii olan

PBP2a’nin lateks agliitinasyon testi ile belirlenmesinin zaman, isgiicii, maliyet ve
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rutinde kullanilabilirlik agisindan son derece biiylik avantajlara sahip oldugu

goriilmektedir ().

Beta-Laktam Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Penisilinler ve sefalosporinler heniiz baglanmamis pentapeptit yan dalinin
ucundaki dipeptit rezidisiiniin (D-alanil-D-alanin grubu) yapisal analogu olduklarindan,
hiicre duvari sentezinde peptidoglikan zincirler arasindaki ¢apraz baglanmay1 saglayan
transpeptidaz enzimlerine kovalent bagla selektif bir sekilde baglanip enzimi irreversibl
olarak inhibe ederler. Sonucta peptidoglikanlardan murein olusumu bozulur.
Transpeptidaz, transglikozilaz ve karboksipeptidaz enzimleri serin proteaz ailesinden
olup, periplazmik aralikta bulunur ve penisilinleri yiiksek afiniteyle baglarlar (7).
Transpeptidazlarin ¢esitli tlirleri vardir; penisilinle birlesmek suretiyle inhibe edilen
transpeptidazlara ve diger bazi enzimlere (bazi karboksipeptidazlar gibi) penisilin
baglayan proteinler (PBP) adi verilir. Bunlarin cesitli tipleri vardir. PBPla ve 1b
peptidoglikan zincirinin olugmasint saglayan transpeptidazlardir. PBP2 ve PBP3,
bakteriyal hiicre duvarinin sirasiyla belirli bir sekle girmesini ve ara bdlmelerinin
olugmasint saglayan enzimlerdir. PBP’lerin inhibisyonu bakterilerde karakteristik
morfolojik bozukluklara ve sonugta onlarin lizisine sebep olur. Penisilinler genellikle
PBP1 ve PBP3’e baglanirlar (2).

Penisilinlere duyarli bakterilerde otolizinler veya murein hidrolazlar denilen litik
enzimler de bulunur. Penisilinler ve sefalosporinler dogal otolizin inhibitorlerini bloke
etmek suretiyle otolizinlerin etkinligini artirirlar. Bu olay, hiicrenin lizise ugratilmasinda
rol oynar. Baz1 S. aureus ve S. pneumoniae suslarinda otolizin bulunmadigi ve anilan
antibiyotiklerin bu suslarin {iremesini durdurduklar1 fakat lizise neden olmadiklar

saptanmistir; bu suslara penisiline toleran suslar denir (2).

Stafilokoklarda Metisilin Diren¢ Mekanizmalar
Beta-laktam antibiyotiklere diren¢ gelisimi genel olarak ii¢ mekanizmayla
gergeklesir:
1- Antibiyotik ile hedef PBP arasindaki iliskinin engellenmesi (sadece Gram
negatiflerde goriiliir)
2- PBP’ye antibiyotigin baglanmasindaki modifikasyonlar
a) PBP’nin agir1 iiretimi (nadir gortliir).

b) Yeni bir PBP’nin kazanimi1 (6rnegi S. aureus’taki metisilin direncinde goriiliir)
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c¢) Rekombinasyon yoluyla mevcut PBP’nin modifikasyonu (6r. Streptococus
pneumoniae’deki penisilin direnci) ya da nokta mutasyon (6r. Enterococcus
faecium’daki penisilin direnci).

3- Antibiyotiklerin beta-laktamazlar tarafindan hidrolizi (7).

MRSA suslarinin hemen hemen hepsi MSSA suslarinda bulunmayan, PBP2a
olarak adlandirilan ek bir PBP iiretirler. PBP2a, beta-laktam antibiyotikleri metisilinin
onemli hedef bolgesi olan PBP2’den daha diisiik bir afiniteyle baglar (45,46). S.
aureus’daki metisilin direnci, mec stafilokokal kaset kromozomu (SCCmec) olarak
adlandirilan mobil bir element iizerine yerlesmis durumdaki mecA geninin kazanilmasi
sonucu elde edilir (39,47-49). MRSA’larin tanimlanmasinda polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile mecA geninin varliginin gosterilmesi altin standarttir (39,42,50-
52). mecA geni, mecl ve mecR1l denilen iki diizenleyici gen ile birlikte SCCmec
tizerinde mec kompleksini olusturur. mec kompleksi S. aureus’daki metisilin direncinin
belirlenmesinde anahtar element olarak kabul edilir. mecR1 bir sinyal donitistiiriicii gen,
mecl ise baskilayict gen fonksiyonuyla mecA ekspresyonunu biiyiik 6l¢iide kontrol
etmesine karsilik mecA ekspresyonunu baska genler de regiile edebilmektedir
(48,53,54). Beta-laktam antibiyotiklerin yoklugunda mecl geni, mecA ve mecR1-
mecl’nin traskripsiyonunu baskilar. Beta-laktam antibiyotiklerin varliginda mecR1
otokatalitik olarak ayrilir, mecR1’nin stoplazmik parcasinda yer alan metalloproteaz
bolgesi aktive olur. Metalloproteaz mecA’nin operatdr bolgesine baglanan mecl’y1 ayirir
ve boylece mecA’nin traskripsiyonu gerceklesir ve sonugta PBP2a’nin {iretimi saglanir
(55).

mecl ve mecR1, molekiiler organizasyon, yapi, fonksiyon ve diizenleme
mekanizmalar1 bakimindan beta-laktamaz regiilatér elemanlar1 olan blal ve blaR1 ile
benzerdir. Blal, beta-laktamaz gen transkripsiyonunu baskilayan DNA’ya bagl bir
proteindir. BlaR1, beta-laktam antibiyotiklerin varliginda beta-laktamaz gen
transkripsiyonuna neden olan bir sinyal doniistiiriicii PBP’dir (39,56).

S. aureus’un bazi izolatlar1 koagiilaz ve diger biyokimyasal testlerde kuskulu
sonuglar verebilir. Bu durumda alternatif metotlarla taninin dogrulanmasina ihtiyag
vardir. Ayrica oksasilin duyarlilik sonuglar1 kuskulu olabilir ve bu orneklerin ileri
molekiiler testlerle dogrulanmasi gerekir. Hizli molekiiler testler, oksasilin
duyarliliginin saptanmasi i¢in, MRSA izolatlarinin hizli tespitini saglayan bir S.

aureus’a spesifik hedef bolgenin es zamanli tespitiyle kombine edilebilir (27).
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mecA intrinsik metisilin direncinin esas belirleyici faktoriidiir. Fakat yiiksek-
diizeyli diren¢ fenotipinin gelismesi ic¢in c¢evresel faktorlerin yaninda ek genler de
gereklidir (39,53,57-60). Bu genler S. aureus genomunun dogal bilesenleri olup,
cogunlukla hiicre duvari sentezi ve onun devamliliina katkida bulunurlar. Metisilin
direnci i¢in temel faktorlere (femA-F, femR ve femX genleri ya da mutantlar1) ek olarak
murF, fmtA-C, sigB, hmrA ve hmrB, dlt, pbp2 ve ctaA, diger adiyla yardimci genler
(aux) tanmmmlanmistir (39,58). IytH gen diriinii gibi stafilokokal murein hidrolazlar
peptidoglikan sentez ve dongiisiinde litik enzim olarak rol oynarlar. Virulans
faktorlerinin tiretimini kontrol eden sar ve agr global regiilatorleri tarafindan kodlanan
baz1 faktorlerin metisilin direncindeki etkisi ¢ok kisadir. Ancak, lIm ve aux16’nin
kodladig1 protein gibi diger gerekli gen veya gen iirlinlerinin fonksiyonlarinin tespiti
zordur (53,57,61).

MRSA izolatlariin % 90’dan fazlasi, kromozomlar1 {izerinde mecA genini
tagirlar. mec kompleksi icerisinde herhangi bir mutasyon bu genlerin fonksiyonunu
etkileyerek metisilin direncinde degisikliklere yol acabilir. Rosato ve ark. (62)
tarafindan, mecl igerisindeki 202 numarali niikleotid pozisyonunda ayni sitozin-timin
mutasyonunu igeren farkli klinikk MRSA suglarinin degisken miktarlarda mecA
kopyalar iirettigi ve bu durumunda, MRSA suslar1 icerisinde degisken reseptor
aktivitesinin goriilmesine sebep oldugu belirtilmistir (48,55). Son zamanlarda,
Katayama ve ark.(63) mecA’daki ¢oklu mutasyonlarin beta-laktamlara karsi yiiksek
diizeyli direng olusturdugunu gostermistir.

mecl genellikle mecA ekspresyonunu baski altinda tutarken, bakterilerin beta-
laktam ajanlara maruz kalmasiyla bu fonksiyon ortadan kalkar. Bununla birlikte, mec
regiilatorii  bolgelerinde ortaya ¢ikan mutasyonlar ve sonugta mecl’nin baski
fonksiyonun kaybi nedeniyle yeni MRSA izolatlarinin beta-laktamlara karst yapisal
olarak direncli hale geldigi bilinmektedir. Bu mutasyonlar mecl ya da mecA promoter
bolgelerindeki niikleotidlerin yer degistirmelerinden veya mecl’daki niikleotid
kayiplarindan kaynaklanmaktadir (55,64).

MRSA’lar ek diren¢ determinantlari biriktirme egilimi gosterirler. Bu durum
coklu direncli MRSA’larin olusumuna sebep olup tedavi sorunlarinin artmasina yol
acmaktadir. sonucta ¢oklu antibiyotik direnci gosteren MRSA’larin tedavisinde
kullanilan en son antibiyotik olan vankomisinin etkinligini tehdit eden vankomisin

direncli MRSA’nin izolasyonu ile en tehlikeli noktaya dogru ilerlemektedir. Bu ylizden
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antibakteriyel tedavide basarinin devami ve etkin direng¢ kontrolii i¢in yeni hedeflerin
belirlenmesine ihtiya¢ vardir. (58).

MRSA’lar kromozom igerisindeki mec element olarak adlandirilan genis bir
yabanct DNA uzantisinin ve 76 kD penisilin baglayici protein olan PBP2a’y1 kodlayan
mecA’nin varlig1 nedeniyle metisiline duyarli S. aureus izolatlarindan genetik agidan
farklilik gdstermektedir. mecA’nin orjini heniiz tam olarak belirlenememistir. Metisiline
direngli stafilokoklarin mecA’siyla %88 aminoasit benzerligine sahip bir homolog mecA
Staphylcococcus sciuri’de tanimlanmustir (65). Ilging olarak, bu mecA homologunun
varligina ragmen S. sciuri, fenotipik olarak metisiline duyarhdir. Bu bilgiler, mecA’nin
koagulaz negatif stafilokoklardaki mecA’dan, muhtemelen de S. sciuri’den orjinlenmesi
hipotezini desteklemektedir (66). Tim MRSA’larin mecA kazanmis az sayidaki ata
susun klonal kalintis1 olabilecegi diisiiniilmektedir (39). Bu tiirden gen kazanimiyla
ilgili mekanizmanin tam olarak bilinmemesine ragmen, bir izolattan alinan mec
elementi {izerinde bulunan ccrA ve ccrB adinda iki genin mec elementini kesip
cikararak kromozom igerisine entegre edebilen rekombinaz proteinlerini kodladiklari
goriilmiistiir. Cok sayida MRSA izolatinin incelenmesi sonucu mecA geni kazaniminin
bir kez meydana geldigi ve MRSA izolatlarinin da tek bir klondan gelen tiirevler oldugu
sonucuna varilmistir. mec clementinin dizi ve bilesimi izolatlar arasinda cesitlilik
gostermesine ragmen mecA geninin kendisi olduk¢a korunumludur. Diger PBP’ler ile
ortak olarak PBP2a, penisilin baglayicilik 6zelligiyle iliskili genel yapisal motiflere
sahip olmakla birlikte beta-laktam antibiyotiklere afinitesi biiyiik dlgiide azalmustir.
Sonug olarak diger PBP’lerin transpeptidasyonal faaliyetlerini inhibe eden metisilinin
tedavi diizeylerinde PBP2a, peptidoglikan zincirlerinin ¢apraz baglanmasini saglayarak
hiicre duvari sentezini devam ettirir. (55,58,67).

S. aureus, oksasilin minimum inhibitér konsantrasyonuna (MIK) gére iki alt
gruba ayrilmistir. Bu mikroorganizmalarin, 4 mg/I’den daha yiiksek oksasilin MIK ’ine
sahip olanlar1t MRSA, 2 mg/l’den daha diisiik oksasilin MIK’ine sahip olanlar MSSA
olarak adlandirilmistir (68). Ayrica MRSA’larin tespiti icin mecA geninin varliginin
saptanmasi referans olarak kabul edilmektedir.

Metisilin direncinin ayiric1 bir 6zelligi, kullanilan beta-laktam antibiyotik ve
kiiltiir ortamlarina gore degisen, heterojen bir yapiya sahip olmasidir. Heterojen
suslardaki hiicrelerin ¢ogu, metisilinin 1-5 pg/ml gibi beta-laktam antibiyotiklerin diisiik
konsantrasyonlarma duyarlidir. Hiicrelerin sadece 10®da 1°i gibi kiigiik bir kismi 50

pg/ml ya da daha fazla metisilin konsantrasyonlarinda iireyebilmektedir. Klinik
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izolatlarin ¢ogu rutin iireme ortamlarinda bu heterojen diren¢ paternini gosterirler.
Heterojen suslar NaCl veya sukroz eklenmis hipertonik kiiltiir besiyeri ya da 30 °C’de
inkiibasyonda homojen goriilebilir. Ayrica EDTA eklenmesi veya inkiibasyon 1sisinin
37-43 °C’ye ¢ikarilmasi, heterojen dirence sebep olabilir veya direnci biitiiniiyle
baskilayabilir. Farkli kiiltiir ortamlarindan kaynaklanan diren¢ ekspresyonundaki bu
degisiklikler gecici ve tamamen fenotipiktir. Beta-laktam antibiyotiklerin varliginda
heterojen suslarin pasajlanmasi diren¢ fenotipini degistirerek yliksek direncli mutant
kolonilerin olugsmasina yol acar. Bu klonlar, metisilinin 50-100 pg/ml
konsantrasyonlarinda  iireyebilen, yiiksek direngli  hiicrelerin  homojen  bir
popiilasyonunu iiretir. Antibiyotiksiz ortamda bu suslarin tekrarlanan pasajlari yeniden
heterojen paternin yerlesmesine neden olur (39).

Heterojen metisilin direncine sahip olan suslarda mecA geni tiim hiicrelerde
tagindig1 halde, mecA geni tagimayip diisiik diizeyli metisilin direnci gdsteren suslar da
tanimlanmistir. Bu suslarin metisilin MiK degerleri, duyarlilik degerinin ¢ok az bir
miktar tlizerindedir ve bu suslar fenotipik yontemlerle metisiline direngli olarak
tanimlanmaktedir. Bunlardan borderline-resistant S. aureus (BORSA) olarak
adlandirilan suslardaki diisiik diizeyli direncin asir1 betalaktamaz {iretiminden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (45,72-75). Oksasilin MiK’i 1-16 pg/ml arasinda olan
bu suglar geleneksel olarak pre-MRSA (76), dormant MRSA olarak da
tanimlanmaktadir (73,77-79).

Diisiik diizeyde dirence sahip olup mecA geni tasimayan bazi suslarda ise
betalaktamaz iiretimi ya azdir ya da hi¢ yoktur. Fakat normal PBP’lere sahip oldugu
halde bu proteinlerden PBP3’iin beta-laktam ajanlar1 baglama kapasitesindeki
modifikasyonlar (modified PBP) sebebiyle bu suglar, MODSA (metisilin intermediate S.
aureus) suslart olarak adlandirilmiglardir (4,37,39,45,52,80,81). Bu sekildeki diisiik
diizeyli direng klinik izolatlarda 6zellikle sefaleksin, sefradin veya sefaklor i¢in rapor
edilmistir (81,82).

Genetik olarak BORSA ve MODSA suslart MRSA’lardan farklidir, klinik ve
epidemiyolojik Onemleri heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ancak, BORSA ve
MODSA suslariyla olusan agir infeksiyonlar beta-laktamaza dayanikli penisilinler ve
sefalosporinlerle tedavi edilebilmektedir (3).

CLSI kilavuzlugunda gelistirilen, 6 pg/ml oksasilin eklenmis MRSA agar
tarama besiyeri MRSA’y1 etkili bir sekilde tanimlayabiliyorken, mecA genine sahip
ancak diisiik oksasilin MIK degerine sahip MRSA’lar1 muhtemelen kagirtyordu. ilk kez
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Hososaka ve ark (73) “oksasiline duyarli MRSA” (OS-MRSA) olarak yeni bir MRSA
susu tanimladilar. OS-MRSA’lar diisiikk diizeyli beta-laktam direnci gosterdigi icin
uygun dozdaki beta-laktam antibiyotikler ile tedavi edilebilirdi. Fakat bu antibiyotik
seceneginin kullanilmasi yiiksek beta-laktam direngli MRSA’larin ortaya ¢ikmasina
sebep olabilir. Bu ylizden OS-MRSA olaymi degerlendirmek yiiksek diizeyli metisilin
direnci gelismesini 6nlemek agisindan ¢cok énemlidir (73).

BORSA, MODSA ve OS-MRSA’nin fenotipik ve genotipik degerlendirmeleri
Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. BORSA, MODSA VE OS-MRSA’nin 6zellikleri (4,45,76,80,81).

mecA  Oksasilin  Sefoksitin Oksasilin MIK Beta-laktamaz
BORSA - direncli direncli 1-16 mg/1 Asirt
MODSA - direncli direncli ? Az yada hig¢ yok
OS-MRSA + duyarl duyarh <2 ?

MecA genine bagli olarak gelisen fenotipik metisilin direnci homojen veya
heterojen direng olarak ortaya cikabilir (37). En sik goriilen heterojen direngtir.
Heterojen direngli suslarda mecA geni tiim hiicrelerce tasindigi halde hiicre
toplulugunun sadece 10’ ile 10%sindan birinde, yiiksek diizeyde metisilin direnci
goriiliir ve bu direng ancak standart deney kosullarinda saptanabilir (4). Heterojen
direncte oksasilin MIK’i 1-100 mg/l arasinda degisir (28). Direncin heterojen
ekspresyonundan mecA geni disinda farkli bir¢ok bolgede bulunan fem ve aux gibi
genetik lokuslar sorumlu tutulmaktadir (3,39). Metisiline intrinsik heterojen direng
gosteren safilokok suslari, beta laktam dis1 antibiyotiklerede siklikla ¢oklu direng
gostermektedirler. Bu nedenle, ¢oklu direng gosteren suslarda metisilin direncinin daha
dikkatli aragtirllmasinda yarar vardir (3).

Homojen direng yiiksek diizeyde dirence neden olur ancak daha az siklikla goriiliir
(37). Homojen direngte MRSA popiilasyonundaki tiim hiicreler mecA geni tagiyor olup,
oksasilin MIK’i 100 mg/1’den daha yiiksektir (28,83).

Bugiine kadar antistafilokokal penisilinaza dayanikli penisilinlere direng
“metisilin direnci” olarak ifade edilmistir. Bu nedenle MRSA kisaltmasi, metisilin artik
testlerde veya tedavide tercih edilen ilag olmamasina ragmen hala kullanilmaktadir (68).
Son yillarda MRSA’larin tespiti i¢cin daha stabil olmasi nedeniyle, asite dayanikli

antistafilokokal penisilinlerden oksasilin (68,84), sefalosporinlerden ise beta-laktamaza
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fazlaca dayanikli olan sefamisin tiirevi sefoksitin (85,86) yaygin olarak
kullanilmaktadir. Sefoksitinin mecA regiilator sisteminin penisilinlerden daha potent bir
uyaricist oldugu bilinmektedir (28,85). Birgok arastirici tarafindan sefoksitin disk
difiizyon testi sonucglarmin oksasilin disk diflizyon testi sonuglarina goére mecA’nin
varligiyla daha uyumlu sonuglar verdigi de rapor edilmistir (28,49,85-88).

Sonug olarak, metisilin direncinin saptanmasinin maliyet etkin sekilde, dogru, kisa
sirede ve rutin tekrarlanabilir nitelikte olmasina ihtiyag vardir. Bu amagla,
calismamizda iilkemiz gerceklerine uygun olarak; tiim saglik kurumlarinda

uygulanabilir, dogru, hizli ve ucuz yontemi belirlemek hedeflenmistir.
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MATERYAL VE METOD

Calismaya alinan suslar

Ocak 2005 - Eyliil 2007 tarihleri arasinda, Turgut Ozal Tip Merkezi’nde
poliklinik ve yatan hastalarin kan, yara, trakeal aspirat, idrar ve diger aspiratlar gibi
orneklerinden izole edilen, Skim Milk besiyerinde (Oxoid, Hampshire, England) -80
°C’de (Heraeus, Hansu, Germany) stoklanan toplam 214 S. aureus susu ¢alismaya dahil
edildi.

S. aureus suslarinin iiretimi ve saklanmasi

Calismanin baslangicinda Skim Milk besiyerinde stoklanmis olan S. aureus
suslar1 kanli agara ekilip 35° C’de 24 saat inkiibe edilerek yeniden saf kiiltiir elde edildi
(Resim 1). Koloni morfolojisi, Gram boyama, katalaz testi, mannitol fermentasyon testi
ve koagililaz testleriyle, suslarin S. aureus olduklari dogrulandi ve siipheli suslar

calismadan cikarildi. S. aureus oldugu dogrulanan suslar, Triptik Soy Agar besiyerine

alinarak 24-48 saat inkiibe edildi ve giinliik kullanim i¢in +4 °C’de saklandi.

g

Resim 1: Stafilokoklarin kanli agar besiyerindeki gortintimleri.
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Kanli agar besiyeri, Tablo 4’te icerigi verilen Triptik Soy Agar’in (Himedia,
Milano, Italy) 80 °C’de isitilarak eritilip 121 °C’de 15 dakika otoklavlanmasindan
(Trans, Ankara, Tiirkiye) sonra 50 °C’ye sogutulup igerisine %5-10 oraninda defibrine

koyun kani1 katilmasiyla elde edildi.

Tablo 4. Triptik Soy Agar besiyerinin igerigi

Icerik Miktar
Pancreatic digest of caseine 15 gr
Pancreatic digest of soybean meal S5gr
NaCl Segr
Agar 15 gr
Distile su 1000 ml

Katalaz testi

Kanli agar besiyerinde iiretilen S. aureus kolonileri besiyeri yiizeyinden,
besiyerine dokunulmaksizin ekiivyon yardimiyla dikkatlice alinarak bir lam {izerine
birakildi. Uzerine bir iki damla %3’liik hidrojen peroksit (H,O,) damlatilip bir kiirdan
ile karistirildi. Asagidaki reaksiyonda da gosterildigi gibi katalaz enzimine sahip olan
bakterilerin hidrojen peroksitten su ve oksijen olusturmasi sonucunda gaz kabarciklari
gozlendi (19,24). Stafilokoklar katalaz pozitif reaksiyon vermeleriyle streptokoklardan
ayirt edildi.

katalaz

v

2 H,0, + H,O 2H0 + O

Koagiilaz testi

S. aureus’un diger stafilokoklardan ayirt edilmesinde kullanilan en 6nemli
testdir. Koagulaz deneyi tlip ve lam seklinde iki temel yontem ile yapilir. Bu ¢alismada
tiip koagulaz yontemi kullanildi. Bu yontem uluslararasi alt komite tarafindan 6nerilen
standartlar dogrultusunda asagidaki sira takip edilerek yapildi.

1- Bir deney tiipii igerisinde serum fizyolojik ile 1/5 oraninda sulandirilmis
plazma konuldu.

2- Kanl1 agar besiyerinde 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda iiremis bir koloni,

0ze ile aliip plazma igerisinde ezilerek emiilsifiye edildi.
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3- Tiipler 35 °C’de inkiibasyonda tutulurken 4’iincii saate kadar her yarim saatte
bir piht1 olusup olusmadigina bakildi. Piht1 olusumu pozitif sonug olarak degerlendirildi
(Resim 2).

4- [k 4 saat sonunda ptht1 olusmayan tiipler bir gece oda 1sisinda bekletildikten
sonra yeniden okundu. Bu siire igerisinde de koagulasyon vermeyen suslar koagulaz

negatif olarak kabul edildi (24).

Resim 2: Koagiilaz testi goriiniimii. Ustte pozitif, alta negatif &rnek

goriilmektedir.

Disk difiizyon yontemi

Bu yontem rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda en ¢ok kullanilan bir diflizyon
yontemi olan kuru disk yontemidir. Yontemin temeli, standart ve birgok bakterinin
tireyebildigi Mueller-Hinton Agar besiyeri yiizeyine yayilarak yapilan ekim iizerine
yine standart olarak hazirlanmis ve ¢esitli antibiyotikler emdirilip kurutulmus, kuru
disklerin yerlestirilmesi ve 35 °C’de bir gecelik inkiibasyondan sonra disk etrafinda
olusan inhibisyon zonlarinin dlgiilmesiyle mikroorganizmalarin antibiyotiklere
duyarlhiliginin test edilmesine dayanir (24).

Bu c¢alismamizda izole edilen S. aureus suslarinda metisilin direncinin
incelenmesi i¢in oksasilin ve sefoksitin duyarliliklar1 kuru disk diflizyon yontemi olan
Kirby-Bauer yontemi ile gerceklestirildi. Bakteri siispansiyonu, CLSI Onerileri
dogrultusunda 24 saatlik bakteri kiiltiirinden %0.9’luk NaCl i¢inde 0.5 McFarland
(1x10° CFU/ml) bulanikligina esit olacak sekilde, direkt koloni siispansiyonu ydntemi
ile hazirlandi ve 4 mm kalinligindaki Mueller-Hinton agar besiyeri ylizeyine ekiivyon

yardimiyla yayildi. Besiyeri ylizeyi kuruduktan sonra oksasilin (1pg) ve sefoksitin (30
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ug) (Oxoid) diskleri yerlestirildi. Mueller-Hinton agar besiyerinde 35 °C’de 24 saatlik
inkiibasyondan sonra disklerin zon ¢aplar1 ol¢iildii.

Disk difiizyon testlerinin degerlendirilmesinde oksasilin i¢in direngli ve duyarl
zon caplar1 sirastyla <10 mm ve >13 mm olarak kabul edilirken sefoksitin i¢in ise
inhibisyon zon ¢aplar1 <21 mm ve >22 mm olarak kabul edildi (68). Kalite kontrol susu

olarak S. aureus ATCC 25923 kullanildi.

Oksasilin Salt Agar tarama testi

Icerigi Tablo 5’te verilen Mueller-Hinton agar (Himedia, Milano, Italy)
besiyerine %4 NaCl ve 6 pg/ml oksasilin (SIGMA, O 1002) ilave edilerek hazirlandi.
Kanli agar besiyerinde tireyen 4-5 koloni, steril ekiivyon yardimiyla alinarak %0.9 NaCl
icinde 0.5 McFarland bulanikligina ayarlandi. Standart bakteri siispansiyonu igindeki
ekiivyon, tiiplin kenarinda bastirilarak cevrilip fazla sivi atildi. Steril ekiivyonla plagin
ylizeyine 10-15 mm ¢apinda spot inokiilasyon yapildi. Kalite kontrol suslar1 olarak S.
aureus ATCC 29213 (oksasiline duyarli)) ve ATCC 43300 (oksasiline direncli)
kullanildi. Plaklar ters gevrilerek 35 °C’de inkiibe edildi. Plaklar, bir gecelik inkiibasyon
sonrast incelendi ve herhangi bir ilireme gozlenmediginde, inkiibasyon 24 saate
tamamlandi. Besiyerinde bir koloniden fazla iireme goriilmesi oksasiline direngli olarak
kabul edildi. Plakta tek koloni iirediginde veya herhangi bir iireme gdzlenmediginde ise
oksasiline duyarli olarak yorumlandi. Uremenin varligi, el lensi kullanilarak daha net

olarak gozlendi (89).

Tablo 5. Muller-Hinton agar besiyerinin igerigi

Icerik Miktar

Sigir et suyu 300 ml

Casein hydrolysate 17,5 gr
Nigasta 1,5 gr

Agar 10 gr

Distile su 1000 ml’ye tamamlanir

Yiiksek 1s1 ve uygunsuz kosullar, oksasilinin hizla bozulmasina sebep

olacagindan Oksasilin Salt Agar tarama besiyerinin 35°C’nin istiinde inkiibasyona
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birakilmasi, oksasiline direngli S. aureus’un saptanmasini olumsuz yonde etkileyebilir
(89). Bu nedenle inkiibasyon 1sisinin 35° C’nin lizerine ¢gikmamasina dikkat edildi.
Ayrica, bagka mikroorganizmalar da oksasilin salt agar tarama besiyerinde

ireyebildigi i¢in saf kiiltiir alinimina dikkat edildi.

Resim 3: Oksasilin agar tarama plaginda goriiniim. Ust kistm MRSA alt kisim

MSSA.

Lateks agliitinasyon testi

Bu test, metisilin direncli S. aureus (MRSA) ve metisilin direngli koagiilaz
negative stafilokok (MRCNS)’lar1 tanimlamada kullanilan, stafilokok izolatlarinda
PBP2a’y1 saptayan hizli bir agliitinasyon testidir.

PBP2a’ya karst monoklonal antikorlar ile kaplanmis lateks partikiilleri,
gbzlenebilir bir agliitinasyon olugmasi i¢in PBP2a iireten stafilokoklar ile reaksiyona
girecektir.

Testin uygulanmasinda iiretici firmanin talimatlar1 takip edildi. Pozitif kontrol
olarak MRSA susu oldugu bilinen ATCC 43300 (Oxoid) ve negatif kontrol olarak
MSSA susu oldugu bilinen ATCC 25923 (Oxoid) kullanildi.

inokulumun hazirlanmasi

Primer izolasyon plagindaki birka¢ koloni, kanli agara inokiile edilerek 4 saha
ekim yapildi. Plaklar etiivde 35° C’de en az 24 saat (48 saati asmayacak sekilde)
inkiibasyona birakildi.

PBP2a ekstraksiyon prosediirii

- Mikrosantrifiij tiipiine 4 damla reagent-1 (NaOH, %0.4 w/v) eklendi.

- Tiip igerisine 5 pl 6ze kullanilarak 6zenin i¢ ¢apini dolduracak kadar bakteri

kolonisi (1.5 10 ® hiicre) alinip siispanse edildi.

- Tiipte kiimelenme oldugunda karisim vortekslendi.

- Tiip kaynayan suya konulup 3 dakika beklendi.
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- Tiip oda 1s1sinda sogumaya birakildi.
- Tiip igerisine ekstraksiyon reagent-2 den 1 damla eklenip karisim vortekslendi
- 1500 X g de 5 dakika santrifiij edildi.
-Test i¢in bakteri siispansiyonunun siipernatan kismi kullanildi.
Lateks agliitinasyon prosediirii
- Hazir lateks kartlar1 kontol ve test reagenti (KH,PO4, %20.4 w/v) ile test etmek
icin isaretlendi.
- Lateks reagentlar1 birkag kez cevrilerek karistirildi.
- Her halkaya test lateksin veya kontrol lateksin 1 damlasi eklendi.
- Halkalara 50 pl siipernatan konuldu.
- Stipernatan ve lateks regantlar1 karistirildi ve 3 dakika iginde agliitinasyon
olusumunun goézlenmesi i¢in 151k altinda incelendi.
- Test bitiminde kartlar dezenfektan igine atildu.
Lateks agliitinasyon testinin okuma ve yorumlanmasi
Agliitinasyon reaksiyonu 3 dakika icinde test lateksle goriiliip, kontrol lateksle
goriilmediginde PBP2a pozitif (MRSA), her iki lateks reganti ile de agliitinasyon
olusmadiginda PBP2a negatif (MSSA) olarak degerlendirildi (Resim 4). Ayrica kontrol

lateks reganti ile agliitinasyon goriildiigiinde test belirsiz olarak yorumlandi.

Resim 4: PBP2a lateks agliitinasyon testinin goriiniimii. ikinci daire test, {iciincii
daire kontol.

Agliitinasyon reaksiyonunun siddeti

Hafif bulanik zeminde biiyiik ve kiiglik kiimelenmeler ya da ¢ok agik zeminde
bliyiik kiimelenmeler giiclii pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi.

Bulanik zeminde kiiciik fakat goriilebilir kiimelenmeler, zayif pozitif reaksiyon
ve kiimelenmenin olmadigi homojen siispansiyon ise negatif reaksiyon olarak
yorumlandi.

Belirsiz sonuglar taze kiiltlir alinarak yeniden test edildi.
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BD Phoenix otomatize sistemle degerlendirme

Phoenix sistemle degerlendirme, iiretici firmanin (Becton Dickinson and

Company, Sparks, Maryland, ABD) talimatlar1 dogrultusunda yapildi.

Izole edilen 6rnekler Gram boyama ve katalaz testi yapilarak dogruland.

Her bir 6rnek i¢in Phoenix ID Broth tiipii etiketlendi.

Kanli agar besiyerinde 18-24 saatte liremis ayni morfolojideki koloniler,
aseptik olarak steril ekiivyonlu ¢ubuk ile alinarak Phoenix ID Broth igerisine
aktarild.

Tiip kapatilarak 5 saniye vortekslendi.

Hava kabarciklarinin yiizeye ¢ikmasi i¢in 10 saniye beklendi.

Tiip, CrystalSpec nefelometreye yerlestirildi ve 0.5 McFarland bulanikliga
ayarlandi. Bakteri siispansiyonunun yogunlugu diisiikse izole edilen

kolonilerden eklendi ve tekrar bulaniklik olgtldii.

ID Broth igerisinde standart hale getirilmis bakteri siispansiyonu, hazirlandiktan sonra

60 dakika igerisinde kullanildi.

Hastanin Phoenix AST Broth tiipii etiketlenip icerisine 1 damla AST

indikator sollisyonu eklendi ve alt-iist edilerek karistirildi.

AST indikator soliisyonu 1siktan etkilendiginden, soliisyona indikator

eklenmesinden sonraki iki saat i¢inde kullanildi.

Bir pipet yardimiyla 25 pl standardize bakteri siispansiyonu ID tiipiinden
AST Broth’una aktarildi

AST tipi kapag kapatilip birkag kez c¢evrilerek karigtirildi. Hava
kabarciklarinin yiizeye ¢ikmasi i¢in birkag saniye beklendi.

ID Broth tlipiniin tamami panelin ID tarafindaki, AST Broth tiipii ise AST
Broth tarafindaki doldurma yuvasina bosaltildi ve panel kapagi sikica
kapatildi.

Paneller inokiilasyondan sonraki 30 dakika icerisinde cihaza yerlestirildi.

Programin sonlanmasindan sonra drneklere ait raporlar alindi.

Sonuclarin degerlendirilmesi

Program sonunda elde edilen raporlardan tiir tanimlanmas1 ve MIK degerleri
elde edildi. Elde edilen oksasilin MIK degerlerinin < 0,5 pg/ml olanlar MSSA ve > 2
ng/ml olanlar MRSA olarak kabul edildi.
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Mannitol salt agar

Igerigi Tablo 6’da verilen mannitol salt agar besiyeri, stafilokoklarin karisik
bakteri florasi igeren materyallerden izole edilmesi i¢in kullanilan ayirtic1 ve segici bir
besiyeridir. Birgok Gram negatif ve baz1 Gram pozitif bakterilerin tiremeleri, icerdigi
tuz miktar1 nedeniyle baskilanir. Ayrica S. aureus, mannitolii fermante ederek

besiyerinin igerdigi fenol kirmizist ayiracinin rengini sartya gevirir (24).

Tablo 6. Mannitol salt agar besiyerinin igerigi

icerik Miktar
Sig1r eti ekstresi 1 gr
Pepton 10 gr
NaCl 75 gr
D-Mannitol 10 gr
Fenol kirmizisi 25 mg
Agar 15 gr
Distile su 1000 ml

Tablo 6’da verilen maddeler 1sitilarak eritildi ve besiyeri pH’s1 7,2’ye ayarlandi.

Besiyeri, otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildikten sonra plaklara dagitildi.

Ekim ve degerlendirme:

Kanl1 agar besiyerinde iireyen kolonilerden, steril ekiivyonla tek koloni alinarak
mannitol salt agar besiyerine ¢izgi ekimi yapildi. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
ekim c¢izgisi boyunca iireyen stafilokok kolonileri cevresinde mannitolden asit
olusumunu gosteren sar1 bir zon varliginda S. aureus olarak degerlendirildi. Cevresinde

pembe zon olusturan koloniler ise CoNS olarak kabul edildi (Resim 5).
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Resim 5: S. aureus orneklerinin mannitol salt agarda CoNS ile karsilagtirmali
goriintimleri.

PZR ile mecA Saptanmasi

Ekstraksiyon (DNA eldesi)

S. aureus izolatlar1 Kanl agar besiyerinde 24 saatte, 35 °C’de tiretildi. Saf kiiltiir
halinde iireyen bakteri kolonileri yaklasik 4 McFarland bulanikliginda olacak sekilde 1
ml steril distile su igerisinde siispanse edildi. Her bir 6rnek en az 30 saniye
vortekslenerek homojen hale getirildi. Ependorf tiip igerisindeki 6rnekler -80 °C’de bir
saat dondurulduktan sonra 10 dakika kaynatildi. Tekrar vortekslendi ve sonrasinda 3000
devirde 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen silipernatant kisim PZR islemi ig¢in
kullanildi.

Uyumsuz sonuglar i¢in slika membran yontemi (Qiagen GmbH, Germany) ile
ekstraksiyon tekrarlandi. Yontemin baglica basamaklart;

1,5 ml'lik ependorf tiiptine 25 pl proteinaz K (20 pg/ml) ve 4 McFarland
bulanikliginda hazirlanmis olan bakteri siispansiyonundan 200 pl eklendi.

- Bunlarm tizerine 200 pl “AL tamponu” eklendi ve 10-20 saniyeden az olmamak
lizere iyice vortekslenerek, 56 °C'de 10 dakika bekletildi. Inkiibasyondan sonra kisa
bir santrifiij yapildi.

- Sonra 200ul %96-100'luk etanol eklenerek vorteks ve ardindan kisa siireli santrifiij
yapildi.

- Ornegin tamamu silika membran kolonuna (Qiagen GmBh, Germany) aktarilarak
6000X g'de bir dakika santrifiij edildi.

- Silika membran kolonu ¢ikarilarak atik tiipleri yenisi ile degistirildi. Slika membran
kolonun iizerine 500 pl “Buffer AW1” yikama tamponu eklenerek 1 dakika 6000X
g'de santrifiij edildi.
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- Atk tiipli yenisi ile degistirilerek kolon iizerine 500 pul “Buffer AW2” eklenerek
20000Xg’de ti¢ dakika santrifiij edildi. Slika memran kolonu yeni bir tiipii takilarak
bos bir sekilde 20000X g’de bir dakika santrifiij edilerek, kalan sivinin da kolondan
atik tiipline ge¢mesi saglandi.

- Slika membran kolonu bu kez 1.5 ml’lik ependorf tiipiine yerlestirilerek iizerine 50
ul “AE tamponu” konularak bir dakika bekletildikten sonra 6000X g’de bir dakika
santrifiyj edildi.

- Slika membran kolonu atilarak, tiipte biriken sivi DNA kaynagi olarak kullanildi.

Amplifikasyon
PZR ile mecA geninin ¢ogaltilmasi i¢in standardize edilmis yontem (90)

asagidaki gibi minimal modifikasyonlar yapilarak uygulandi.

Tablo 7. 2X amplifikasyon karigiminin hazirlanmasi.

Soliisyon Miktar
10X buffer 100 pl
25 mM MgCl, 200 pl
10 mM dNTP 200 pl
Distile su 500 pl

Toplam hacim 1000 pl

Tablo 8. 50 pl olan amplifikasyon karisiminin hazirlanmasi

Soliisyon Miktar
2X amplifikasyon karigimi 25 ul
Primer I (10 pmol/ pl) 1 ul
Primer IT (10 pmol/ pl) 1l
Steril DNaz ve RNaz icermeyene su 17,7 ul
Taq DNA polimeraz (5 U/pl) 0,3 ul

Toplam hacim 45 ul

mecA primerleri
primerl - 5’- AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C- 3’
primer2 - 5’- AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C- 3°
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Tablo 9. Amplifikasyon programi

Evre Sicakhik Siire Siklus sayisi
Denaturasyon 94°C 4 dakika 1
Denaturasyon 94°C 45 saniye

Baglanma 50°C 45 saniye

Uzama 72°C 1 dakika 3
Final uzama 72°C 2 dakika 1

Sonuclarin gozlenmesi

Oniki mikrolitre amplifikasyon iirlinline 3/4 oraninda brom fenol mavisi
eklendikten sonra %2 agaroz jel igerisinde 1X TBE (Tris, Borik asit ve EDTA) tamponu
ile bir saat 100 V akim olmak iizere elektroforez uygulandi. Elektroforezden sonra jel
EtBr ile boyanarak UV transillimiinatérde degerlendirildi. Elde edilen 448 bp’lik DNA

fragmentleri mecA geni pozitif olarak degerlendirildi.

Sekil 2. Jel elektroforezde mecA sonuglarinin goriiniimii. 1-6 arasi ornekler; mecA
pozitif, 7-8. drnekler; mecA negatif, 9; negatif kontrol, 10; mecA pozitif kontrol (448
bc), M; 1 kb DNA Ladder (Promega)

Verilerin degerlendirilmesi:

S. aureus suslari igerisinde MRSA ve MSSA goriilme sikligi, bunlarin bdliimlere
ve Orneklere gore dagilimi yiizde orani seklinde belirtildi. MRSA tarama yontemlerinin
duyarlilik ve 6zgiilliikkleri ile pozitif ve negatif yorumlama giigleri asagidaki formiillere

gore yapildi.
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Duyarhlik = mecA (+) érnekler igerisinde testin (+) saptadigi érnek sayisi X 100

Toplam mecA (+) drnek sayisi

Ozgiilliik = mecA (-) 6rnekler icerisinde testin (-) saptadig1 rnek sayis1 X 100

Toplam mecA (-) 6rnek sayist

Pozitif Yorumlama = mecA (+) orneklerde testin (+) saptadig1 ornek sayist X 100

Giicii Testin (+) saptadigi toplam 6rnek sayis1

Negatif Yorumlama = mecA (-) érneklerde testin (-) saptadigi rnek sayis1 X 100

Giicii Testin (-) saptadig1 toplam ornek sayisi
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BULGULAR

Calismaya alinan toplam 214 S. aureus susunun 64 (%30)’i yogun bakim
tinitelerinden, 72 (%34)’si cerrahi ve 78 (%36)’1 dahili birimlerden gonderilen
orneklerden izole edildi. MecA pozitifligi referans alindiginda 214 S. aureus susunun 86
(%40)’s1t MRSA olarak saptandi. Toplam 86 MRSA’nin 43 (%67), 31 (%43) ve 12
(%15)’s1 sirasiyla yogun bakimlar, cerrahi ve dahili birimlerden izole edilen suslard:

(Sekil 3).

O Toplam MRSA sayisi O Toplam S. aureus sayisl

100 -

80 -

60 -

40 4

20 -

Toplam S. aureus ve MRSA sayisi (n)

Yogun bakimlar Cerrahi birimler Dahili birimler

Sekil 3. S. aureus ve MRSA o6rneklerinin yogun bakimlar, cerrahi ve dahili birimlere
gore dagilimi
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Orneklere gore S. aureus ve MRSA dagilimi Sekil 4’tedir. Calisilan 6rneklerden
119°u kan, 45’1 yara, 18’1 trakeal aspirat, 20’si diger aspiratlar (periton, plevra, BOS
vb.) ve 12’si idrar materyalinden olugsmaktaydi. En yiiksek MRSA oran1 %67 ile trakeal

aspirat ve %40 ile kan 6rneklerinde saptandi.

O Ornekteki toplam MRSA sayisi O Ornekteki toplam S. aureus sayisi

160 -

120 -

80 -

4:-[IQEEI;I

Yara Trk. Asp. Dig. Asp. idrar

Toplam S. aureus ve MRSA sayilar (n)

Sekil 4: S. aureus ve MRSA’larin klinik 6rneklere gore dagilimi. Trk.Asp. (trakeal
aspirat), Dig. Asp. (periton, plevra, BOS gibi diger aspiratlar).

En fazla 6rnek gonderilen yogun bakim {initelerindeki MRSA orani; Dahili
Yogun Bakim %64, Reanimasyon Yogun Bakim’da %75 ve Cerrahi Yogun Bakimda
%92 olarak saptandi. En fazla 6rnek gonderilen {i¢ cerrahi birimdeki MRSA orani;
Genel Cerrahi’de %63, Ortopedi’de %43 ve Acil iinitesinde %20 olarak saptandi. En
fazla ornek gonderilen ti¢ dahili birimdeki MRSA orani; Nefroloji’de %37 Hematoloji
%13 ve Pediatri’de %4 olarak saptandi.

OS-MRSA olarak degerlendirilen dort sus disinda kalan toplam 210 S. aureus
izolatinda mecA varligi referans alinarak yapilan klasik MRSA tarama ydntemlerinin

sonuclar1 Tablo 10’da gosterilmistir.
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Tablo 10. Suslarin mecA geni varligina gore dagilimi ve kullanilan yontemlerin MRSA,
MSSA olarak belirledikleri sus sayilari

mecA (+) (82) mecA (-) (128)
Yontemler
MRSA MSSA MSSA MRSA

Oksasilin disk difiizyon 78 4 122 6"
Sefoksitin disk difiizyon 79 3 126 2
Oksasilin agar tarama 78 4 126 2
PBP2a lateks 79 3" 126 2
agliitinasyon

Phoenix 81 1 125 3

*: mecA negatif olup oksasilin disk difiizyonuyla MRSA olarak degerlendirilen suslarin
oksasilin disk difiizyon c¢aplar1 11-12 mm arasindaydi ve tekrarlanan Olgiimde zon
caplarinda degisiklik olmadi.

*% - mecA (+) olupta lateks aglutinasyon testiyle MSSA olarak saptanan 3 sus

MRSA tespitindeki en yiiksek duyarlilik % 98,7 ile Phoenix sisteminde
saptanmis olup, bunu %96,3 ile Lateks agliitinasyon ve sefoksitin disk difiizyon, %95,1
ile oksasilin disk difiizyon ve oksasilin agar tarama yontemleri izlemistir. En ytliksek
ozgillik degeri sirastyla; %98,4 ile sefoksitin disk difiizyon, oksasilin agar tarama ve
lateks agliitinasyon yontemleri, %97,6 ile Phoenix sisteminde gozlenmistir. En diisiik
ozgilliik ise %95,3 ile oksasilin disk diflizyon yonteminde saptanmustir.

Pozitif yorumlama giicii; %97,5 ile sefoksitin disk diflizyon, oksasilin agar
tarama ve lateks agliitinasyon, %96,4 ile Phoenix sistemi, %92,8 ile oksasilin disk
difiizyon yontemi seklinde siralanmustir. En yiiksek negatif yorumlama giici ise %99,2
ile Phoenix sisteminde saptanirken, bunu %97,6 ile lateks agliitinasyon, sefoksitin disk
diflizyon yontemleri izlemistir. En diisiik negatif yorumlama giiclii ise %96,8 ile

oksasilin disk diflizyon yonteminde bulunmustur (Tablo 11).
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Tablo 11. mecA geni varlifina gére yontemlerin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif

yorumlama giicii degerleri

Y ontemler Duyarhlik  Ozgiilliik Pozitif - Negatif -
yorumlama giicli  yorumlama giicii
Oksasilin disk difiizyon 95,1 95,3 92,8 96,8
Sefoksitin disk difiizyon 96,3 98,4 97,5 97,6
Oksasilin agar tarama 95,1 98,4 97,5 96,9
PBP2a lateks agliitinasyon 96,3 98,4 97,5 97,6
Phoenix 98,7 97,6 96,4 99,2

mecA (+) oldugu halde oksasilin MIK’i < 2 oldugundan OS-MRSA olarak
degerlendirilen 4 (%5) MRSA susunun Ozellikleri Tablo 12°de 6zetlenmistir. Tiim
suslar oksasilin ve sefoksitin duyarli olup, oksasilin salt agarda lirememistir. PBP2a

lateks agliitinasyonu ile bir sus pozitif sonug verirken diger ii¢ sus negatif bulunmustur.

Tablo 12. Fenotipik ve genotipik incelemelerde OS-MRSA olarak tespit edilen suslar

Sus No: OMIK mecA Latetks OSA ODD SDD Ornek Bolim

15 <2S + + S S S Kan CYB
57 <28 + - S S S Kan Nefroloji
130 <28 + - S S S Yara Hematoloji
184 <28 + - S S S Kan Nefroloji

O MIK (Oksasilin-Minimum Inhibitér Konsantrasyonu), OSA (Oksasilin Salt Agar),
ODD (Oksasilin Disk Diflizyon), SDD (Sefoksitin Disk Difiizyon), CYB (Cerrahi
Yogun Bakim), S (Duyarl).
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Lateks agliitinasyon sonuclari negatif oldugu halde mecA pozitif olup MSSA

olarak degerlendirilen ii¢ 6rnege ait veriler Tablo 13’te gdsterilmistir.

Tablo 13. mecA genine sahip oldugu halde fenotipik yontemlerle duyarli bulunan
S.aureus suslari

SusNo: OMIK  mecA Latecks OSA ODD SDD Ornek  Bolim

34 >2 + - S S S Kan RYB
109 >2 + - S S S Yara Ortopedi
208 >2 + - S S S Kan GC

O MIK (Oksasilin-Minimum Inhibitér Konsantrasyonu), OSA (Oksasilin Salt Agar),
ODD (Oksasilin Disk Difiizyon), SDD (Sefoksitin Disk Diflizyon), RYB (Reanimasyon
Yogun Bakim), GC (Genel Cerrahi), S (duyarli).
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TARTISMA

Staphylococcus aureus toplum ve hastane kaynakli infeksiyonlarin en 6nemli
etkenlerinden olup, lokal ve sistemik bir¢ok hastaliklara sebep olabilir. Tedavi
edilmedigi takdirde, bu mikroorganizma c¢esitli organlara kan yoluyla yayilarak
endokardit, osteomyelit ve septik artrit gibi ciddi klinik tablolara yol agar (91,92).
Ozellikle MRSA’lar on yili agkin bir siiredir pandemilere sebep olarak, ciddi stafilokok
infeksiyonlarindaki artisin en Onemli kaynaginit olusturmaktadir (93). Giinlimiizde,
MRSA suslart tedavi seceneklerinin kisitliligi, tedavide kullanilan antibiyotikler ve
infeksiyon kontrol 6nlemlerinin maliyeti nedeniyle tiim diinyada ciddi bir saglik sorunu
haline gelmistir (3,4).

Basta MRSA olmak {izere, c¢ogul antimikrobiyal direngli stafilokok
infeksiyonlarinin morbidite ve mortalitesinin yiiksek olmasi, yiiksek tedavi maliyetini
de beraberinde getirmesi, bu infeksiyonlarin prevalansinin hemen her {lkede
izlenmesine sebep olmustur. Sanayilesmis tilkeler basta olmak iizere bir¢ok tilke konuya
iliskin ¢ok merkezli ¢alisma programlar1 diizenlemis ve MRSA yayilimini1 6nlemek i¢in
kendi ulusal rehberlerini olusturmuslardir (94).

MRSA’ya rastlanma oram1 hastanede yatan hastalarda, toplumdaki hastalara
oranla daha yiiksektir (4,95,96). Ozellikle invaziv islemler basta olmak iizere, uzun
stireli hospitalizasyon, ileri yas, altta yatan ciddi hastaliklar ve 6nceden antimikrobiyal
ajan kullanimi, bu mikroorganizmalara bagl gelisen infeksiyonlar agisindan en énemli
risk faktorleridir. Risk faktorleri arasinda ozellikle yogun bakim f{initeleri, cerrahi
birimler, diyaliz {initeleri ve AIDS hastalarinin tedavi edildigi tiniteler yer almaktadir

(4,7).

44



Amerika Birlesik Devletleri’'nde, MRSA epidemiyolojisindeki degisiklikler
National Nosocomial Infections Surveillance System tarafindan siirekli olarak takip
edilmektedir. Amerikan hastaneleri yogun bakim iinitelerindeki 1992-2003 yillar
arasinda infeksiyonlarin tarandigi bir calismada, S. aureus izolatlarinin %64 iiniin
MRSA ve yillik artisin %3,1 oldugunu ortaya ¢ikarmustir (97). Orrett ve ark.’lar1 (91)
Trinidad bolgesinde, 1999-2004 yillar1 arasinda 2430 S. aureus izolat1 arasinda MRSA
oranini diinya capinda daha dnce yapilmis bir¢ok survelans galigmasina benzer olarak
%18.6 olarak tespit etmislerdir. Oysa ayn1 bolgedeki oran daha dnceki yayinlarda %9.8
olarak bildirilmistir. Ulkeler ve bolgeler arasinda ciddi farkliliklar bulunabilmektedir. S.
aureus’lar arasinda MRSA oranmin en yiiksek goriildiigli bolge, bat1 Pasifik bolgesi
olarak bildirilmektedir (98). Bu oran Kore’de %64 (99), Tayvan’daki bir hastanede
diren¢ orani yaklasik %77 olarak bulunmustur (100). Kuzey Amerika’da %38-50
(101,102), Orta Dogu’da %33-40, Hindistan’da %18-43 ve Kanarya Adalari’nda %25
olarak rapor edilmistir. Jamaika ve Kiiba’daki oran %10’un altindadir (91). Bu oran
Giliney Amerika’da %10-66 (103), Avrupa’da %25-58 (104,105) olarak bildirilmistir.
Ulkelere ve bolgelere gore degisen MRSA oranindaki bu farklilik hasta popiilasyonuna,
S. aureus suslarinin biyolojik o6zelliklerine ve infeksiyon kontrol onlemlerindeki
cesitlilige bagh olabilir.

Avrupa’da; The European Antimicrobial Resistance Surveillance System rutin
olarak S. aureus’a ait antimikrobiyal duyarlilik verilerini toplamaktadir. Ingiltere,
irlanda, italya, Bulgaristan, Yunanistan ve Malta’da 1999-2002 yillar1 arasinda
bakteriyemiye neden olan S. aureus vakalarimin %30’dan fazlasimi MRSA’larin
olusturdugu bilinmektedir (106).

Tiirkiye’de 1996-1999 yillar1 arasinda yapilan calismada bildirilen metisiline
diren¢ oranlarinin ortalamasi %47.5 olarak hesaplanmig, 2000-2003 yillar1 arasindaki
calismalara ait sonuclarinin ortalamasi bu orana ¢ok yakin (%46.6) bulunmustur (107).
Bu oranlar iilkemizde S. aureus suslarindaki metisiline diren¢ oraninin 1996’dan
itibaren yedi yillik periyotta benzer oldugunu ve onemli bir degisime ugramadigini
gostermektedir. Ancak 2003-2004 yillarinda, hastanede yatan hastalardan izole edilen S.
aureus suslarinda metisilin direncinin %52’ye yiikseldigi saptanmistir (107). Bu oran
Stefani ve Varaldo (108) tarafindan bildirilen ve diger Avrupa iilkelerine ait olan direng
oranlarindan (%0.8-50.5) daha yiiksektir. Ulkemizdeki MRSA prevalansmin (%52)
bir¢ok Avrupa tlilkesi ile karsilagtirllamayacak kadar yiiksek oldugu ve ne yazik ki bu
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ylksek prevalans, birgok hastanemizde MRSA infeksiyonlarinin artik endemik duruma
geldigi diisiincesini desteklemektedir.

Vardar-Unlii ve ark.’lar1 (109) 2004-2005 yillar1 arasinda, bir {iniversite
hastanesinde ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 183 S. aureus susu igerisinde 98
(%53,6)’ini MRSA olarak rapor etmislerdir. Sipahi ve ark.’nin (110) 2001-2005 yillar1
arasinda, hastane kaynakli S. aureus infeksiyonu olarak tanimlanan 825 susun yillara
gore direng oranlarinin incelendigi bir ¢alismada, metisilin direncinin en yiiksek diizeye
% 76.7 ile 2003 yilinda ulastig1, 2004'ten itibaren diisiisiin bagladig1 ve 2005 yilinda bu
direncin % 55.3'e diistiigii rapor edilmistir.

Ulkemizde son yillarda yapilan ¢alismalarda da MRSA oranlar1 olduke¢a farkli
sonuclar icermektedir. Bozca ve ark.’larmin (111) 2005-2006 yillar1 arasinda cesitli
hasta orneklerinden elde edilen 720 S. aureus izolatinin %34’tini MRSA olarak
saptamiglardir. Giiner ve Giirler’in (112) 2001-2006 yillar1 arasinda cerahat ve yara
orneklerinden izole edilen toplam 1373 S. aureus susunun %29’unu MRSA olarak
saptamiglardir. Ayrica MRSA sikligin1 2001°den 2006’ya dogru sirasiyla %35, %39,
%34, %18, %23 ve %20 olarak bildirmislerdir.

Bizim ¢alismamizda, poliklinik ve yatan hastalardan izole edilen toplam 214 S.
aureus susundan 86 (%40)’s1t MRSA olarak saptandi. Bu oran predispozan faktoérlerin
daha fazla oldugu yogun bakim iinitelerinde %67, cerrahi birimlerde %43 olarak
bulunmusken; risk faktorlerinin daha az oldugu dahili birimlerde %15 olarak tespit
edilmistir. Bu oranlar Tirkiye genelindeki S. aureus infeksiyonlarinin MRSA
oranlartyla ortiismektedir. Calismamizdaki MRSA goriilme orani, yogun bakimlar ve
cerrahi birimlerde yiiksek iken; toplum kokenli olma ihtimali daha yiiksek olan dahili
birimlerde diistiktir.

Nazokomiyal infeksiyonlarin dnemli bir etkeni olan MRSA’lar 6nce Avrupa’da
sonra Amerika’da endemik olmaya baslamistir. Son yillarda, toplum kaynaklt MRSA
infeksiyonlarinda da bir artis géze ¢arpmaktadir. Ulkemizde ise gerek hastane kokenli
gerekse toplum kokenli MRSA infeksiyonlar: artik endemik kabul edilebilir diizeylere
ulagmistir. Tiirkiye’deki bu artigta, hasta odalarinin kosullari, kateter gibi gereglerin
kullanimi, nazal kolonizasyon, kronik ila¢ kullanimi, hastanede uzun siireli yatis, toplu
yasam yerleri ve yas gibi klasik predispozan sebeplerin yam sira; iilkedeki antibiyotik
kullanim politikalari, regetesiz antibiyotik satisi, kolonize insanlarla sik temas, ampirik
tedavi oranmin yiiksekligi, yetersiz veya yanlis tedaviler, infeksiyon kontrol

talimatlarina yetersiz uyum gibi toplumumuza ait baz1 faktorler rol oynuyor olabilir.
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Nazokomiyal MRSA infeksiyonlarinin yaklasik iigte ikisi yogun bakim iinitelerinde
goriilmektedir. MRSA infeksiyonlarindaki mortalite oram1 % 20-84 arasinda
degismektedir (37). Bu mikroorganizmalarla olusan infeksiyonlarin morbidite ve
mortalitesindeki bu ciddiyet nedeniyle etkin bir tedavi i¢in dogru ve hizli tant son
derece onemlidir.

S. aureus izolatlarindaki metisilin direncinin hizli ve dogru tespiti, uygun
antimikrobiyal tedaviye baslamak i¢in ¢ok Onemlidir. Metisilin direncinin
saptanmasinda yalancit negatif sonuglar tedavide yetersizlige ve MRSA suslarinin
yayillmasina neden olurken; yanlis pozitif sonuglar glikopeptid antibiyotiklerin asiri
kullanim1 ve gereksiz izolasyon tedbirleri nedeniyle, bu infeksiyonlarin tedavisinin asir1
maliyetle sonuglanmasina yol a¢gmaktadir (42,113). Enterokoklar yaninda S. aureus
suslarinda da vankomisin direnci hakkinda artan raporlar, geriye kalan tek secenek
olarak goriilen glikopeptid antibiyotiklerin kullanimini da sorunlu hale getirmektedir.
Bakteriyel iireme goriiliir goriilmez metisilin direncinin tespitiyle ugrasmak, duyarh
izolatlarda glikopeptid sinifi antibiyotiklerin gereksiz kullanimini smirlamanin tek
yoludur (114). Metisilin direncinin tespiti i¢in rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
oksasilin disk diflizyon, sefoksitin disk difiizyon, oksasilin agar tarama, PBP2a lateks
agliitinasyon, otomatize sistemler ve referans yontem olarak mecA geninin PZR ile
saptanmasi kullanilmaktadir.

Ik kez 1962 yilinda, penisilinaza dayanikli metisilinin kullamma girmesinden
iki y1l sonra metisiline direngli S. aureus suslari saptanmustir. Ilk zamanlarda, bu
direngli suslarin tespitinde her ne kadar metisilin kullanildiysa da takip eden yillarda,
saklama sirasinda pargalanmaya daha direngli olmasi nedeniyle yerini oksasiline
birakmistir. Ancak bu direng, ilk olarak metisiline karsi saptanmis olmasi nedeniyle
isimlendirmede degisiklik yapilmaksizin “metisilin direnci” olarak devam etmistir. Son
yillarda ilave bazi avantajlar1 nedeniyle oksasilin yerine sefoksitin diskinin kullaniminin
daha avantajli olacag: belirtilmektedir (68).

Giliniimiizde MRSA izolatlarinin saptanmasinda siklikla kullanilan oksasilin disk
difiizyon testi, baz1 faktorlere bagli olarak heterorezistan bakterilerin saptanmasinda
yanlis sonuglarin ortaya ¢ikmasina sebep olabilmektedir. Yaygin olarak kabul edilen
goriige gore; 35 °C ve daha diisiik 1s1da inkiibasyon, inokulumun artirilmast, inkiibasyon
stiresinin 18 saatten 24 saate uzatilmasi ve besiyerine %?2-4 oraninda NaCl ilavesi

oksasilin disk diflizyon testinin bu suslar1 saptamadaki basarisini artirabilir (49,115).
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Yapilan bir ¢alismada, 37 °C’de, 5 ug oksasilin diskiyle yapilan disk difiizyon
yonteminde duyarlilik, yiiksek dansiteli inokulum kullanildiginda %95.2 iken diisiik
dansiteli inokulum kullanildiginda %41 olarak tespit edilmistir. Inkiibasyon 1s1s1 30 °C’a
diistiriildiigiinde, diisik dansiteli inokulum kullanilmasiyla oksasilin disk diflizyon
testinin duyarlihi@ %31.3 olarak saptanmis, ayni ¢aligmada, 37 °C’de, 1 pg oksasilin
diskiyle yapilan disk diflizyon testinde duyarlilik, yiiksek dansiteli inokulum
kullanimiyla %96.4 olarak tespit edilmistir. Tiim bu sonuglar, S. aureus’larda oksasilin
duyarliliginin inkiibasyon sicakligt ve inokulum yogunlugundan etkilendigini
gostermektedir (49).

Boubaker ve ark.(86)’lar1, 115’1 mecA pozitif ve 350’si mecA negatif toplam 465
S. aureus izolatin1 iki farkli ortam iceren oksasilin disk diflizyon ve sefoksitin disk
difiizyon metoduyla test etmislerdir. Calismada kullanilan iki farkli oksasilin disk
difiizyon metodunun birinde Mueller-Hinton agar 30 °C’de inkiibe edilirken, digerinde
besiyerine %4 NaCl eklenerek 37 °C’de inkiibe edilmis. Her iki ortamda da 11 izolat
MSSA olarak yanlis identifiye edilmistir (%90.4 duyarlilik). Yine her ikisinde de 3
izolat MRSA olarak yanlis tanimlanmis olup (%99,1 6zgiilliik), iki farkli ortam i¢in de
kullanilan oksasilin disk diflizyon testinin duyarlilik ve o6zgiilliigii, sefoksitin disk
difiizyon testinden daha diisiik bulunmustur.

Cauwelier ve ark. (28)’nin yaptig1 ¢aligmada, oksasilin disk diflizyon ve
oksasilin agar tarama testinin duyarlilig1 sirasiyla %83,5 ve %91,7 iken, her iki testin
ozgulligini %100 olarak saptamistir. Cavassini ve ark.(42)’larmin yaptigi calismada
ise oksasilin disk diflizyonunun duyarliligt %61,3 ve oksasilin agar tarama testinin
duyarlilig1 ise %82,5 olarak ve oldukga diisiik rapor edilmistir.

Daha o6nce yapilan ¢alismalarla benzer sekilde, bizim ¢alismamizda da metisilin
direncini saptamak amaciyla kullandigimiz oksasilin disk difiizyon ve oksasilin agar
tarama yontemlerinin duyarliligi %95.1 olarak, 6zgilligii ise sirasi ile %95.3 ve %98.4
olarak saptanmustir.

Oksasilin disk difiizyon metodunun diisiik duyarliligi, (her ne kadar giiniimiizde
CLSI tarafindan Onerilmese de) stafilokoklarin iiremesini destekleyen tuz ilavesinin
olmayisindan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica mecA pozitif S. aureus popiilasyonundaki
heterojen direncin yiiksek prevelansi, oksasilin disk diifiizyon metodunun diisiik
duyarliliginda etken olabilir. Bu heterojen mecA pozitif S. aureus popiilasyonundaki
koloniler, oksasilin disk difiizyon metodu kullanildiginda kolaylikla kagirilabilmektedir.

Heterojen MRSA popiilasyonunun saptanmasinda oksasilin agar tarama metodunun
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diisiik duyarliligi, PBP2a ekpresyonundaki degiskenlige de baglanabilir. Asir1i PBP2a
tireten bakteri hiicrelerinin sadece kiiclik bir subpopiilasyonu oksasilin agar tarama
yontemi ile saptanabilmektedir. Oksasilin agar tarama metodunun, heterojen MRSA
popiilasyonunu saptamada duyarliliginin diisiik olmas1 daha 6nceki ¢alismalart destekler
niteliktedir (42,49). Oksasilin salt agar tarama testi kolay, ucuz ve giivenilir olmasi
nedeniyle diger yontemlerin dogrulugunu degerlendirmede de kullamlir. Intrinsik
oksasilin direngli S. aureus suslarin1 saptayabildigi halde genellikle BORSA suslarini
saptayamamaktadir. Intrinsik olarak oksasiline-direngli S. aureus izolatlart mecA genine
ve yiiksek oksasilin MIK (>16 pg/ml)’ine sahiptir, genellikle antimikrobiyal ajanlara
coklu diren¢ gosterir. Fakat c¢oklu dirence sahip olmayan MRSA izolatlar1 da
hastalardan izole edilebilmektedir. Coklu antibiyotik direncine sahip olmayan BORSA
suslar1, nadiren oksasilin salt agar tarama besiyerinde iireyebilir. Bu izolatlarin klinik
onemi bilinmemekle birlikte, bir boliimiiniin beta-laktam ajanlarla tedavi edilebilecegi
ileri stirtilmiistiir (89).

S.aureus’ta mecA kontroliindeki oksasilin direncini saptamada sefoksitin disk
difiizyon testi, oksasilin disk difiizyon testiyle benzer sonuglar vermektedir ancak
sefoksitin disk testinin okunmasi daha kolaydir ve tercih edilen bir yontemdir (68).

Beta-laktam bir antibiyotik olan sefoksitin, S. aureus’un PBP4’e kars1 yiiksek
bir afiniteye sahiptir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda; PBP2, PBP4 ve metisilin direnci
arasinda bir iligki oldugu gosterilmistir. Oksasilinin PBP2a iiretiminin zayif bir
indiikleyicisi, sefoksitinin ise mecA gen ekspresyonunun giiclii bir indiikleyicisi oldugu
(116) goz oniinde tutularak, heterojen MRSA popiilasyonunun tespitinde, mecA gen
ekspresyonundaki degisiklik nedeniyle sefoksitin disk diflizyon testinin daha etkin
olabilecegi diistiniilmektedir (28). Baz1 ¢aligmalarda, diisiik diizeyde metisilin direnci
gosteren suslarda, sefoksitinin PBP2a iiretimini indiikledigi ve lateks agliitinasyon
testinin duyarliligini artirdig1 vurgulanmistir. Rohrer ve ark (116) MRSA lateks tarama
testinin duyarhilik ve 6zgilliigiinii, sefoksitin ile indiiksiyon Oncesi sirasiyla % 93.5,
%97.7 olarak, indiiksiyon sonrasi ise sirasiyla %100 ve %95.5 olarak rapor etmislerdir.
Cauwelier ve ark. (28)’larina gore sefoksitin disk difiizyon testinin tek dezavantaji diger
antibiyotiklere duyarlilik testleri i¢in 35 °C olarak 6nerilen inkiibasyon sicakliginin bu
yontemde 30 °C olarak oneriliyor olmasidir. Oksasilin yerine sefoksitin disk difiizyon
testinin kullanilmasi, mecA aracili olmayan direncin ortaya ¢ikma ihtimalini azaltabilir.
Swenson ve ark.(117), mecA aracili metisilin direncini tahmin etmede sefoksitinin

duyarliligint %99 ve 6zgilligiinii %100 olarak bulmuslardir. mecA aracili metisilin
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direncinin tespitinde sefoksitin disk difiizyon testinin, oksasilin disk diflizyon testinden
daha etkin oldugunu belirtmislerdir.

Bizim ¢aligmamizda sefoksitin disk difiizyon testinin duyarlilign %96,3
ozgilligi ise %98,4 olarak bulundu. Cauwelier ve ark. (28) gibi Felten ve ark.(49)’lar
da bu testlerin duyarhligmmi %100 olarak rapor etmislerdir. Baska bir calismada,
sefoksitin disk difiizyon testinin duyarlilig1 %96,5 olarak tespit edilirken; yanlis direngli
sonu¢ saptanmamistir. Ancak ayni calismada oksasilin disk diflizyon testinin duyarliligi
%90.4 iken 6zgilligli %99.1 olarak tespit edilmistir (86). Bu bulgular sefoksitin disk
diflizyon yonteminin oksasilin disk difiizyon yontemine iyi bir alternatif oldugunu
gostermektedir.

Son yillarda, mecA gen iiriinii olan PBP2a’nin tespiti i¢in zaman kaybini azaltan
daha yeni metotlar gelistirilmistir (43,71). Bu yontemlerden birisi olan PBP2a lateks
agliitinasyon testi 20 dakikada sonug verebilen, uygulanmasi kolay bir yontemdir (95).
Ayni1 anda ¢ok sayida 6rnegi test edebilme avantajina sahip olan bu yontemin duyarlilig
cesitli caligmalarda 9%93.5-%100, ozgiilligi ise %96.5-%100 olarak bildirilmistir
(50,118). MODSA ve BORSA suslar1t mecA genine sahip olmadigindan, PBP2a iiriiniine
de sahip degildirler. Bu suglarin, PBP2a lateks agliitinasyon testi ile pozitif reaksiyon
vermesi beklenmez.

Griethuysen ve ark. (119) mecA gen analiz sonuglari ile oksasilin agar tarama ve
PBP2a lateks agliitinasyon testi sonuclarini karsilastirdiklar1 bir ¢alismada PBP2a lateks
agliitinasyon testini (%98.5) oksasilin agar tarama testinden (%93.6) daha duyarh olarak
bulduklarin1 bildirmislerdir. Louie ve ark. (70) PBP2a lateks agliitinasyon testi,
otomatize sistem ve Velogene hizli MRSA identifikasyon testi sonuclar1 ile oksasilin
agar tarama ve MecA gen analizi sonuglarini karsilagtirdiklar ¢caligmaya gore, Velogene
ve PBP2a lateks agliitinasyon testinin duyarlilik (%98.5) ve 6zgiilliikklerini (%100) esit
olarak bulmuslardir. Bu calismada kullanilan otomatize sistemden BORSA izolatlar1
icin hatali sonuglar aldiklarin1 da rapor etmislerdir. mecA gen iiriinii PBP2a’nin lateks
agliitinasyon testi ile negatif saptanmasi nedeniyle, BORSA izolatlarinin
tanimlanmasinda daha iyi bir alternatif olabilecegini belirtmislerdir. Ayni sekilde, van
Leeuwen ve ark. (120) rutin laboratuvarlarda kullanim i¢in PBP2a lateks agliitinasyon
testinin ¢ok yiiksek duyarlilik (%96.7) ve ozgiilliige (%100) sahip oldugunu rapor
ederken; Cavassini ve ark.(42)’larmin yaptig1 bir ¢calismada PBP2a lateks agliitinasyon
testi, 80 MRSA izolatinin tamamin1 dogru saptarken 120 MSSA izolatinin yalnizca
birini MRSA olarak yanlis saptamistir. Bu calismada PBP2a lateks agliitinasyon testinin
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duyarlilik ve 6zgiilliigii sirastyla %100 ve %99,2 olarak oldukca yiiksek saptanmistir.
Ayni ¢alismada, oksasilin disk diflizyon ve oksasilin salt agar tarama yOntemlerinin
duyarlilik ve 6zgiilliikleri sirastyla %61,3, %96,7; %82,5, %98,3 olarak bulunmustur.
Telli ve ark.(113)’larmin yaptig1 ¢alismada, lateks agliitinasyon testinin duyarlilig
%97,7 ozgiilliigii %97,4 olarak saptanirken pozitif ve negatif yorumlama giicleri ise
sirastyla %98,3 ve %96,6 olarak rapor edilmistir. Ancak calismada MRSA lateks
agliitinasyon testine ait biitiin degerler, oksasilin ve sefoksitin disk diflizyonu ve
oksasilin agar taramaya ait degerlerden diisiik bulunmustur (113). mecA gen analizi ve
%?2 NaCl eklenmis oksasilin disk diflizyon testinin kullanildigi, 155 S. aureus ve 261
koagulaz negatif stafilokok izolati1 ile yapilan baska bir ¢alismada, 6zellikle S. aureus
izolatlarinda saptanan mecA sonuglarinin disk diflizyon sonuglari ile uyumlu oldugu
rapor edilmistir (121).

Skulnick ve ark. (122)’lar1 ¢calismasinda ise, mecA gen analizi ile standart ve
ticari MRSA tan1 metotlarini karsilagtirdigi bir ¢alismada, otomatize Vitek sisteminde
254 oksasiline diregli izolatin % 14.2’sinde ve 252 oksasiline duyarli izolatin
%0.4’linde major hata oldugunu saptamistir. Bu ¢aligma sonucunda, oksasilin direncinin
tespitinde otomatize Vitek sisteminin yeterli olmadigina karar verirken; mecA gen
analizi ve diger metotlara karsi Vitek sistemini karsilastiran baska bir ¢alismada ise
metisilin direncinin tespitinde bu otomatize sistemin olduk¢a basarili oldugu
gosterilmistir (123).

Yamazumi ve ark. (71) tarafinda yiiriitiilen bagka bir ¢alismada, otomatize Vitek
GP sistemi ve MRSA lateks agliitinasyon testi sonuglar1 mikrodiliisyon, oksasilin agar
tarama ve mecA gen varligr ile karsilastirilmistir. MRSA lateks agliitinasyon testi,
otomatize Vitek GP sistemi ve oksasilin agar tarama testlerinin sirastyla duyarliliklar
%96.9, %98, %98 ve ozgiillikleri %100, %100 ve %98 olarak bulunmustur. Sonug
olarak, MRSA lateks agliitinasyon testinin rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
kullanilabilecek pratik bir yontem oldugu ifade edilmistir.

Felten ve ark.(49)’lar1 83’1t MRSA olan 152 S. aureus klinik izolatiyla yaptiklar
calismada, diigiik ve yiiksek diizeyli beta-laktam direnci gosteren biitiin MRSA suslarini
saptamada MRSA lateks agliitinasyon testinin duyarliligim1 %97,6 olarak bildirirken;
sefoksitin disk diflizyon testi %100 duyarlilik ile fenotipik MRSA tarama yontemleri
icerisinde en duyarli yontem olarak tespit edilmistir.

Benzer sekilde Atay ve ark. (114)’lar1 da oksasilin disk diflizyon, Vitek

otomatize sistem ve MRSA lateks agliitinasyon testinin duyarlihik ve 6zgilliigiini,

51



mecA varligini referans alarak sirasiyla; %100, %90; %100, %80 ve %100, %88 olarak
saptamiglar, otomatize sistem ve lateks agliitinasyon testini, MRSA taramasi i¢in
giivenilir testler olarak degerlendirmislerdir.

Bizim calismamizda MRSA saptamak amaciyla 5 farkli yontem kullanildi
(Oksasilin disk diflizyon, Sefoksitin disk difiizyon, Oksasilin agar tarama, PBP2a lateks
agliitinasyon ve Phoenix otomatize sistemi). YOntemlerin basaris1 PZR ile mecA
geninin saptanmast baz alinarak karsilastirildi. PBP2a lateks agliitinasyon testi 82
MRSA izolatinin 79’unu dogru saptarken ii¢ sus yanlis negatif sonug verdi. 128 MSSA
izolatindan yalnizca iki tanesini direngli olarak saptadi. Kullandigimiz diger fenotipik
yontemlerle karsilastirildiginda, duyarliligi (%96,3) oksasilin disk difiizyon ve oksasilin
agar tarama yontemlerinden daha yiiksek, sefoksitin disk difiizyon yontemi ile ayniydi.
Lateks agliitinasyon testi, oksasilin agar tarama ve sefoksitin disk diflizyon testiyle
birlikte en yiiksek ozgillik degeri (%98,4) ve pozitif yorumlama giicline (%97,5)
sahipti. Oksasilin disk diflizyon ve oksasilin agar tarama yontemlerinden daha yiiksek
ve sefoksitin disk diflizyon yontemiyle de ayni negatif yorumlama giiciine (%97,6)
sahipti. Bu sonuglar daha Once yapilan c¢aligmalarin sonuglariyla uyumlu olarak
degerlendirildi. Calismamizda toplam 214 S. aureus izolatindan dordiinii, mecA pozitif
oldugu halde, fenotipik yontemlerle MSSA olarak bulduk. Bu orneklerden sadece
birinde lateks agliitinasyon testi pozitifti. Buna benzer bir durumu ilk olarak Hososaka
ve ark.’lar1 (73) 11 farkli hastaneden topladigi1 480 S. aureus susunda, oksasiline duyarl
ve mecA geni pozitif alt1 susu tespit ederek gostermislerdir. Bu tip suslarin beta-laktam
antibiyotiklerle tedavisi yiiksek antibiyotik direncine sahip MRSA’larin ortaya
¢ikmasina neden olabilir (124).

S. aureus’lar, beta-laktam antibiyotiklere direncin seviyesine gore iki alt gruba
ayrilirlar: oksasilin MIK’i 4 pg/ml’den yiiksek olanlar MRSA, 2 pg/ml’den diisiik
olanlar ise MSSA olarak simiflandirilirlar (68). CLSI’nin 6nerdigi 6 mg/l oksasilin
iceren oksasilin agar tarama testi ile MRSA’lar etkin bir sekilde tanimlanabilir.
Oksasilin duyarli MRSA (OS-MRSA) gibi, oksasilin MiK’i 2 mg/I’den kiiciik fakat
mecA genine sahip S. aureus izolatlarinin kagirilmasi muhtemeldir. OS-MRSA’lar
diisiik diizeyde beta-laktam direnci gosterdigi i¢in beta-laktam antibiyotiklerle tedavi
edilebilirler. Fakat bu yiiksek diizeyli beta-laktam direncine sahip MRSA’larin ortaya
¢ikmasina neden olabilir. Bu nedenle OS-MRSA suslan ile infekte hastalarda beta-

laktam antibiyotiklerin kullanimindan kaginilmalidir (73).
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MRSA’larin beta-laktam antibiyotiklere direnci blal, blaR1, blaZ, mecl, mecR1
ve mecA gibi net olarak tanimlanmis diren¢ genlerinin varligindan kaynaklanmaktadir.
Fakat heniiz tam olarak tanimlanamamig faktorlerin de bu diren¢ olayinda rol
alabilecegi ileri siirilmektedir (53,125-127). Referans MRSA ve OS-MRSA
suslarindaki beta-laktam antibiyotiklerin yiiksek MIK degerleri sadece blal, blaR1,
blaZ, mecl, mecR1 ve mecA genlerinin varhigi ya da yoklugu ile agiklanamamaktadir
(73).

Giliniimiizde rutin mikrobiyoloji laboratuarlari, MRSA tanist i¢in ¢ogunlukla
fenotipik yontemlerden birini kullanmaktadir. OS-MRSA’larin tanimlanabilmesi i¢in de
mecA genine bakilmasi gerekmektedir. Bunun yapilabilmesi ek donanim, is giicii,
egitimli personel ve ek maliyet gerektirir. Bu ise rutin laboratuvarlar icin pratik bir
¢oziim degildir. Sonug¢ olarak MRSA taramasinin sadece fenotipik yontemlerle
yapilmasi OS-MRSA’larin saptanmasinda yetersiz kalip, yiiksek diizeyli beta-laktam
direngli MRSA’larin ortay1 ¢ikisini artirtyor olabilir.

MRSA’nin tanimlanmasinda en giivenilir yontem mecA geninin varliginin
molekiiler yontemlerle gosterilmesidir. Son yillarda rutin tam1 laboratuvarlarinda
muhtemel kullanim amaciyla identifikasyon ve duyarlilik testleriyle kombine edilmek
icin gelistirilen molekiiler yontemler de mevcuttur. Fakat bu testlerin rutin tanidaki
performansim1 degerlendiren ¢ok az c¢alisma yayinlanmistir. Bu testlerin ¢oklugu,
maliyeti, smirli sayida 6rnek calisabilme kapasitesi dezavantajlarindandir. Bu sebeple
molekiiler testler sadece, diger metotlar siipheli sonu¢ verdiginde ya da klinik
orneklerde, yiiksek MRSA infeksiyonu siiphesinde spesifik dogrulama amaciyla
kullanilabilir. Ticari PZR testleri laboratuvar i¢i gelistirilmis protokoller i¢in uygun
kontroller saglar. Hedef genler i¢in pozitif ve negatif kontrol suslarinin dahil edilmesi
gereklidir (27).

Metisilin direncinin diizenlenmesinde mecA geni yaninda fem ve aux genleri gibi
birgok faktdr de yer almaktadir (53). mecA gen ekspresyonundaki ¢esitlilik MRSA’nin
homojen ve heterojen popiilasyonunun varligint agiklar. Nazokomiyal MRSA suslari
siklikla oksasiline yiiksek diizeyde direng ve ¢esitli antibiyotiklere de ¢apraz direng
gostermekte, bu ylizden standart antimikrobiyal duyarlilik testleriyle kolaylikla
saptanabilmektedir. Fakat toplum kaynakli infeksiyonlara sebep olan MRSA’larda,
mecA geninin ekspresyonuna bagl olarak oksasiline degisik diizeylerde direng daha sik
goriiliir. Bu ylizden rutin duyarlilik test metodlariyla toplum kokenli MRSA’lar
saptamak daha zor olmaktadir (49).
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Kazanilmig mecA genine sahip suslarin genetik altyapisina bagli olarak direng
diizeyleri, fenotipik olarak duyarlidan yiiksek direngliye kadar degismektedir.
MRSA’nin en oOnemli karakteristigi, direncin heterojen ekspresyonudur. Hiicre
duvarindaki peptidoglikan prekiirsorlerin dogru ve etkin sentezi, PBP2a tarafindan
direncin maksimum ekspresyonu icin gereklidir. S. aureus’taki metisiline direng
seviyesi, hiicre duvar1 prekiirsorlerinin olusumu, dongiisii, regiilasyonu, transportu ve
sinyal iletiminde rol oynayan genler tarafindan belirlenir. Ancak, klinik izolatlarda bu
tiir faktorlerin fonksiyonelligi ya da etkisi hakkinda heniiz net bir bilgi yoktur (53).

Bizim ¢aligmamizda, 214 S. aureus susu igerisinde 3 izolat mecA genine sahip
oldugu halde oksasilin ve sefoksitin disk diflizyon, oksasilin salt agar, PBP2a lateks
agliitinasyon yontemleriyle duyarli olarak saptandi. Bu suslarin oksasilin MiK degerleri
2 pg/ml’nin iizerindeydi. mecA pozitif bu 3 susun hepsini, mecA geni eksprese
edilmeyen suslar olarak degerlendirdik. Yani mecA’nin varligina ragmen bu genin
irinli olan PBP2a’nin iiretiminin olmadig1 diisliniildii. mecA gen ekspresyonunun
olmamasi ise muhtemelen mecA geninin ekspresyonunu diizenleyen blal, blaR1l ve
mecl, mecR olarak isimlendirilen iki regiilatdr gen grubuyla iliskili olabilir. Ayrica
femA, femB ve fmhB gibi genlerin mutasyonlart sonucu mecA geninin
fonksiyonelliginde meydana gelecek degisikliklere de bagli olabilmektedir (53).

Geleneksel olarak, S. aureus tarafindan olusturulan infeksiyonlarda
mikroorganizmanin identifikasyonu ve antibiyotik duyarlilik testleri i¢in ortalama iki
giin gerekmektedir. Benzer sekilde, molekiiler yontemle mecA’nin saptanmasi da ayni
siire ve ek teknolojik donanim gerektirmektedir (128-135). MRSA infeksiyonlarinda
etkenin hizli ve dogru tanimlanmasi mortalite, hastanede yatis siiresi ve tedavi
maliyetinde 6nemli bir azalmay1 da beraberinde getirmektedir (128,136). Otomatize
sistemin Onemli bir avantaji tiir diizeyinde identifikasyon ve metisilin direncinin
saptanmasinda geleneksel fenotipik metotlara kiyasla zaman kazanci saglamasidir. Bu
yontemle S. aureus izolatlarinin identifikasyonu i¢in ortalama 4 (2-12) saat, antibiyotik
duyarlilik sonuglar1 i¢in ise ortalama 6 (3-15) saat yeterli olabilmektedir (137). Phoenix
otomatize sisteminin kullanimi oldukg¢a basittir. Ancak, onemli bir dezavantaji,
plaklarin manuel olarak inokiile edilmesini gerektirmesidir. Bu sistemde ayni anda
duyarlilik testleri yapilabilir, sonuglarin bilgisayar ortaminda saklanmasina olanak verir.
Son yillarda, rutin mikrobiyoloji laboratuarlarinda, kiiltiirlerin degerlendirmesini yapan
otomatize sistemler hizla yayginlasmaktadir. Bu otomatize sistemler, Orneklerin

inceleme siirecindeki bireysel hatalari, egitimli personel ihtiyacini azaltmaktadir. Ayrica
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hizli sonu¢ vermeleri de mikrobiyolojik etkenin erken taninmasi sonucunda tedavi
basarisin1 artirmaktadir. Fakat tani slirecinde maliyet artislarina da sebep olmaktadir.
Otomatize sistemlerin kullanimi yayginlastikca, bu sistemlerin basar1 oranini sorgulayan
yayinlarin sayisi da hizla artmaktadir. Otomatize sistemlerin S. aureus’larda MRSA
oranini saptamadaki basarisini degerlendiren bir¢ok ¢alisma bulunmasina karsin, bizim
laboratuvarimizda bulunan tam otomatize sistemin (Phoenix) MRSA tespitindeki
basarisini degerlendiren ¢ok az calisma bulunmaktadir (117,128,137-141).

Spanu ve ark.(137)’larinin yaptig1 calismada, 223 S. aureus izolatinin
tamaminda mecA gen pozitifligi ile uyumlu olarak otomatize sistemin duyarlilik,
ozgillik, pozitif ve negatif yorumlama giicii %100 olarak saptanmistir. Baska bir
calismada, otomatize sistemdeki sefoksitin MIK degeri kullanilarak sistemin duyarliligi
%91 ve Ozgiilliigii ise %100 olarak tespit edilmistir. Ayn1 calismada, oksasilin MIK
degerleri kullanildiginda ayni otomatize sistemin duyarliligi %67.1 ve 6zgilliigl ise
%96.4 olarak bulunmustur (117).

Bizim calismamizda, tam otomatize sistemin duyarlilik ve negatif yorumlama
giicli diger yontemlere gore daha yiiksek, 6zgiilliik ve pozitif yorumlama giicii oksasilin
disk diflizyon testinden daha yiiksek, ancak diger testlerden daha diisiik saptandi.
Otomatize sistem 82 mecA pozitif sustan sadece bir tanesini MSSA olarak yanlis
tanimlarken, 128 mecA negatif izolattan ii¢ tanesi MRSA olarak yanlis tanimlandi.
Calismamizda kullandigimiz yontemler igerisinde otomatize sistem, en duyarli (%98,7)
yontem olarak dikkati cekmektedir. Ancak, otomatize sistemin <0,25 pg/ml MIK
degerlerine sahip izolatlar1 MSSA ve >2 pg/ml MIK degerlerine sahip izolatlar1 ise
MRSA olarak degerlendirmesi, diisiik diizeyde dirence sahip BORSA ve MODSA gibi
izolatlar1 degerlendirmede yetersiz kalmistir. Bu da otomatize sistemin, S.
aureus’lardaki metisilin direncini saptamada ve tedaviye yon vermede yetersiz
kalabilecegini gostermektedir.

Calismamizda, S. aureus’lardaki metisilin direncini saptamada kullanilan bes
farkli yontemin hepsinin de duyarlilik ve 6zgiilliigli %95’in iizerindeydi. Bu yontemler
icerisinde sefoksitin disk diflizyon testi; mecA geni i¢in iyi bir indiikleyici olmasi,
maliyet etkinligi ve dogru sonu¢ vermedeki basarisi nedeniyle rutin mikrobiyoloji

laboratuvarlarinda kullanim i¢in elverisli bir yontem olarak géze carpmaktadir.
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SONUCLAR

Tiim diinyada toplum ve hastane kaynakli ciddi infeksiyonlara sebep olabilen S.
aureus suslarinin uygun bir yontemle dogru ve kisa zamanda saptanmasi son derece
onemlidir. Bu c¢alismamizda, mecA varligini referans alarak, fenotipik yontemlerden
oksasilin ve sefoksitin disk difiizyonu ile oksasilin agar taramanin, serolojik bir yontem
olan lateks agliitinasyon testinin ve bir otomatize sistemin S. aureus’larda metisilin
direncini saptamadaki basarisini karsilastirdik. Calismamiza gore:

- Rutin laboratuvarlarda MRSA suglariin tespitinde siklikla kullanilan oksasilin
disk difiizyon yontemine gore sefoksitin disk difiizyon yodnteminin
kullanilmas1 daha faydali olacaktir.

- mecA gen {irlinli olan PBP2a’y1 saptayan lateks agliitinasyon testinin kullanimi
pratik olup sefoksitin disk diflizyon testiyle ayni derecede giivenilirdir.

- Tam otomatize sistemin, MRSA suslarim1 saptamadaki bagaris1 diger
yontemlerden daha iyi bulunmustur. Bu sistemin rutin tani laboratuarlarinda
kullanimu1 faydali olacaktir. Ancak maliyet etkinligi tartigmalidir.

- MRSA suslarinin saptanmasinda, bir dogrulama testi olan oksasilin agar tarama
yonteminin giivenilirligi ise oksasilin disk diflizyon testinden c¢ok farkli
degildir.

- Kullanilan testlerin maliyeti de géz 6niinde bulunduruldugunda sefoksitin disk

diflizyon yontemi rutin kullanim i¢in uygun bir yontem olabilir.
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OZET

STAPHYLOCOCCUS AUREUS’LARDA METISILIN DIRENCININ
TESPITINDE OKSASILIN-SEFOKSITIN DiSK DIFUZYON, OKSASILIN
AGAR TARAMA, LATEKS AGLUTINASYON, mecA GEN TESPIiTi VE BIR
OTOMATIZE SiSTEMIN KARSILASTIRILMASI

Amag¢: Bu calismada: Turgut Ozal Tip Merkezi rutin mikrobiyoloji laboratuvarinda
MRSA saptanmasinda kullanilan fenotipik yontemlerle MRSA lateks agliitinasyon testi
ve bir otomatize sistemin karsilastirilmasi amaglandi.

Gerec¢ ve Yontem: Calismaya alinan 214 izolatin koloni morfolojisi, Gram boyama,
katalaz, mannitol fermantasyonu ve koagiilaz testleriyle S. aureus olduklar1 dogrulandi.
MRSA’nin tanimlanmasinda PZR ile mecA genin tespiti referans alindi. Daha sonra,
biitiin suslara oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon, oksasilin agar tarama, MRSA lateks
agliitinasyon testi ve otomatize sistem uygulandi. Yontemlerin duyarlilik ve 6zgilliigi
degerlendirildi.

Bulgular: Caligmaya alinan suslarin %40’1 mecA pozitifligine gére MRSA olarak
tanimlandi1. Uygulanan oksasilin disk difiizyon, sefoksitin disk diflizyon, oksasilin agar
tarama, MRSA lateks agliitinasyon testi ve otomatize sistemin MRSA tespitindeki
duyarliliklart sirastyla %95.1, %96.3, %95.1, %96.3 ve %98.7; ozgiilliikleri %95.3,
%98.4, %98.4, %98.4 ve %97.6 olarak tespit edildi. Ug sus, mecA pozitif ve oksasilin
MIK’i >2 ug/ml olup; disk difiizyon, agar tarama ve lateks agliitinasyon yontemleriyle
metisiline duyarli bulundu. Dort sus ise mecA pozitif oldugu halde, biitlin testlerde
metisiline duyarli olup, oksasilin MiK’leri <2 pg/ml olarak saptandi ve bu suslar

oksasiline duyarlt MRSA’lar (OS-MRSA) olarak degerlendirildi.
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Sonug¢: Otomatize sistem MRSA suslariin tespitinde en yiiksek duyarlilik degerine
sahipken; lateks agliitinasyon ve sefoksitin disk difilizyon testleri ayn1 duyarliliga
sahipti. Otomatize sistem ve lateks agliitinasyon testinin hizli sonu¢ vermesi diger
fenotipik yontemlerden daha iyi olduklarini diisiindiirmektedir. Ancak maliyet etkinlik
g6z Oniinde bulunduruldugunda sefoksitin disk diflizyon testi rutin laboratuvarlarda
kullanim ag¢isindan daha uygun goriinmektedir. Ayrica, OS-MRSA suslarinin tespiti igin

mecA varlig1 ve oksasilin MIK degerlerinin eszamanli olarak arastirilmas: gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Sefoksitin disk difiizyon, mecA, oksasilin MRSA, lateks

agliitinasyon, Phoenix, 6zgiilliik.
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SUMMARY

COMPARISON OF OXACILLIN-CEFOXITINE DISC DIFFUSION, OXACILLIN
AGAR SCREENING, LATEX AGLUTINATION, mecA GENE DETECTION AND
AN AUTOMATIZED SYSTEM FOR DETECTION OF METHICILLIN
RESISTANCE IN STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Purpose: In this study, we aimed to compare the phenotypic methods that are employed
at the routine microbiology laboratory of Turgut Ozal Medical Center in determining
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), MRSA latex agglutination test,
and an automatized system.

Materials and Methods: The of 214 isolates that were included in the study, were
verified as Staphylococcus aureus using colony morphology, Gram staining, catalase,
mannitol fermentation, and coagulase tests. Determination of mecA gen by PCR was
referred to define MRSA. Later on, oxacillin and cefoxitin disc diffusion, oxacillin agar
screening, MRSA latex agglutination test, and the automatized system were applied to
all species. Sensitivity and specificity of the methods were evaluated.

Results: Of the species included in the study, 40% were determined as MRSA since
they were mecA positive. The sensitivity of oxacillin disc diffusion, cefoxitin disc
diffusion, oxacillin agar screening, MRSA latex agglutination test, and the automatized
system in determining MRSA were 95.1%, 96.3%, 95.1%, 96.3% and 98.7%,
respectively; the specifity of oxacillin disc diffusion, cefoxitin disc diffusion, oxacillin
agar screening, MRSA latex agglutination test, and the automatized system in
determining MRSA were 95.3%, 98.4%, 98.4%, 98.4% ve 97.6%, respectively. Three

species were mecA positive and their oxacillin MIC were greater than 2 ug/ml; and they
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were determined as sensitive to methicillin by disc diffusion, agar screening and latex
agglutination. Another 4 species were determined as sensitive to methicillin by all tests,
though they were mecA positive. The MIC values to oxacillin of these 4 species were
lower than 2 pg/ml and these species were determined as oxacillin- sensitive MRSAs
(OS-MRSA).

Conclusion: The automatized system had the highest sensitivity values in determining
the MRSA species. Also, cefoxitin disc diffusion and latex agglutination tests showed
the same sensitivity values. The rapid results achieved by automatized system and latex
agglutination tests suggests us that they are superior to the other phenotypic methods.
Nevertheless, cefoxitin disc diffusion test seems to be more appropriate to perform at
routine laboratories in terms of cost and efficiency. Furthermore, presence of mecA and
oxacillin MIC values should be performed simultaneously to determine OS-MRSA

species.

Key words: Cefoxitin disk difiizyon, mecA, oxacillin, MRSA, latex agglutination,
Phoenix, specifity.
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