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1. GIRIS

Stafilokoklar, insan normal florasinda bulunmakla birlikte ciddi infeksiyona da
neden olabilen bakterilerdir. Dogada, tozda, hayvanlarin cikartilarinda da yaygin
olarak bulunabilir ve insanlarin deri, burun boslugu ve lezyonlarinda {iireyebilirler.
Son zamanlarda gittikge artan oranda hastane ve toplum kaynakli infeksiyon etkeni
olmaya baglamislardir. Gram pozitif kok morfolojisinde, boyali preperatlarda {iziim
salkim1 seklinde goriilen, kanli agarda S tipi koloni olusturan bakterilerdir. Deri,
yumusak doku, yara infeksiyonu ve besin zehirlenmesi gibi tablolardan osteomiyelit,
septik artrit, pndmoni ve endokardite uzanan genis bir infeksiyon yelpazesine
sahiptirler. Bu bakterilerden etken olarak en sik rastlanani S. aureus’tur. Ondan sonra
sirastyla S. epidermidis ve S. saprophyticus gelir. S. aureus’u digerlerinden ayiran
ozellik koagiilaz pozitifligidir. Bu bakteri disindakiler, genel olarak koagiilaz negatif
stafilokoklar (KNS) olarak adlandirilirlar. S. aureus insanda hastalik etkeni olarak sik
rastlanan, viriilans1 yiiksek bir mikroorganizmadir. Penisilinin tedaviye girdigi
1945°ten itibaren S. aureus suslarinda B-laktamaza bagli penisilin direnci 5 y1l i¢inde

% 50’ye ¢ikmistir. Bugiin bu direng¢ % 95’in iistiindedir.

1960 yilinda penisilinaza dayanikli semisentetik penisilin olan metisilinin
kullanima girmesi ile birlikte bir yil i¢cinde metisiline direngli S. aureus (MRSA)
suslar1 saptanmaya baslanmis ve 1980°li yillardan sonra tiim diinyada hastane
infeksiyonu etkenleri arasinda 6nemli bir sorun olarak ortaya ¢ikmistir. MRSA
suslari tiim B-laktam antibiyotiklele beraber B-laktam dis1 antibiyotiklerin ¢oguna da
direngli olduklarindan, bu etkenlerle olusan agir infeksiyonlarin tedavisinde tek
secenek glikopeptid antibiyotiklerdir. Vankomisine direngli koagiilaz-negatif
stafilokoklarin ve hemen ardindan vankomisine diren¢li enterokoklarin ortaya
¢ikmasindan sonra, S. aureus suslarinda korkulan ve beklenen vankomisin direnci ile
ilgili ilk bulgular Japonya’dan 1997 yilinda gelmis ve bunu ABD’de izole edilen

suslar takip etmistir.

MRSA suslari, metisiline duyarli S. aureus (MSSA) suslarinda bulunmayan, -
laktam antibiyotiklere diislik afinite gdsteren penisilin baglayan protein 2a veya 2’
(PBP2a) olarak adlandirilan bir protein iiretmektedir. Bu protein, kromozomal bir

gen olan mecA geni tarafindan kodlanir. PBP2a proteini ve mecA genine sahip S.



aureus suslar1 metisiline intrensek direng gosterirler ve tim B-laktam antibiyotiklere
direnglidirler. KNS tiirlerinin bircogunda da metisilin direnci aynt mecA geni ve
PBP2a proteini ile direng gelisimi goriilmektedir. Metisiline direngli stafilokoklara
hastanelerde yatan hastalarda, toplumdakilere oranla daha sik rastlanir. Uzun siireli
hospitalizasyon, ileri yas, altta yatan ciddi hastaliklar, 6nceden antibiyotik kullanimi
ve en Onemlisi girigsimsel islemler bu bakterilerle gelisen infeksiyonlar i¢in baglica
risk faktorleridir. Ayrica; Ozellikle yogun bakim, cerrahi, periton diyalizi,
hemodiyaliz ve HIV ile infekte hastalarin tedavi edildigi tinitelerde MRSA burun

portorliigi, baslica risk faktorii olarak bildirilmektedir.

Metisiline direngli koagiilaz negatif stafilokok (MRKNS) suslarinin etken
oldugu infeksiyonlarin morbidite ve mortalitesinin yiiksek olmasi ve yiiksek ek
maliyet bagta MRSA olmak {lizere, ¢ogul antimikrobiyal direngli stafilokoklarin
prevalansinin hemen her iilkede izlenmesine ve konuya iligkin ¢ok merkezli calisma
programlarinin diizenlenmesine neden olmustur. Stafilokoklarda B-laktam grubu
antibiyotiklere diren¢ gelismesiyle beraber, diger gruplardaki antibiyotiklere de
direnc gelismis ve ¢oklu direngli bakteriler ortaya ¢ikmaya baslamistir. Bu da, daha
onceden kullanilmig, ama yan etkilerinden dolayr terkedilmis ilaglar olan
glikopeptidlerin (6zellikle vankomisin) kullanimini giindeme getirmistir. Klinikte en
sik kullanilan glikopeptit antibiyotik vankomisindir. Bu antibiyotik, ilk olarak 1956
yilinda klinik kullanima girmis ve MRSA izolatlarindaki artisla birlikte kullanimi
hizla artmustir. S. aureus suslarinda vankomisine direng sorunu, diinyada ilk kez
1997 yilinda Japonya’dan bildirilmistir. Bu ilk sus ve kisa silire sonra ABD’den
bildirilen suslarda vankomisine orta derecede diren¢ (VISA) s6z konusudur. Suslarin
vankomisin i¢in minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) degerlerinin 8-16 pg/ml
arasinda oldugu tespit edilmistir. VISA izolatlarinin ¢ogu teikoplanine de orta
derecede direngli oldugundan glycopeptide intermediate S. aureus (GISA) terimi de
kullanilmaktadir. 2002 yilinda ise ABD’den ilk vankomisine direngli S.aureus
(VRSA) susu bildirilmistir.

1997 yilinda Japonya’da izole edilen bakteri Mu50 (VISA), ayni yil izole
edilen farkli bir direng tipine sahip olan diger bir bakteri Mu3 (hetero-VISA = h-
VISA) olarak adlandirilmig; son olarak da ABD’de 2002 yilinda 2 ve 2004 yilinda 1



tane olarak bildirilen, vankomisine tamamen direngli ve van A geni tasiyan ii¢lincii

bir sus daha tanimlanmustir.

Glikopeptid direnci konusunda tanimlanan bu {i¢ tipten sonuncusunda
bakteriler vankomisine kars1 ¢ok yiiksek MIK degerlerine sahip oldugundan, rutin
duyarlilik testlerinde tespit edilebilmektedir. Ancak diger 2 tiiriin rutin testlerde
saptanmas1 zor oldugu icin bakteriler vankomisine duyarli gibi goriindiigi halde
tedavi genellikle basarisizlikla sonu¢lanmaktadir. Ozellikle vankomisin tedavisine
cevap vermeyen veya ilk basta diizelme gosterirken ve tedavi devam ederken aniden
kotiilesen hastalarda, VISA ve h-VISA ihtimali goz oniinde bulundurulmali ve
hastanelerde glikopeptid kullaniminin  yaygin  oldugu {ilkemizde bunlarin

prevalansinin tespit edilmesi i¢in ¢aligmalar yapilmalidir.

Bu ¢aligmada, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi hastanesinde yatan
hastalardan izole edilen stafilokoklarin metisiline direngli ve duyarli olanlarindan esit
sayida bakteri alinip, bunlarin vankomisin ve teikoplanin i¢in MIK degerlerinin
belirlenerek, metisiline direngli olanlarda bu antibiyotikler icin artmis MIK
degerlerinin arastirilmasi ve metisiline direngli suslarda duyarlilara gdre bu ilaglar
icin MIK degerlerinde artma olup olmadiginin tespit edilmesi; ayrica S. aureus’larda

VISA ve h-VISA varliginin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Stafilokoklar

2.1.1. Tarihge

Stafilokoklar1 ilk kez 1878’de Robert Koch tanimlamis, 1880°de Pasteur sivi
besiyerinde iiretmis ve 1881°de Alexander Ogston, fare ve kobaylar i¢in patojen
oldugunu vurgulamistir. Rosenbach, 1884°te beyaz renkli kolonileri Staphylococcus
albus, sari-portakal renkli kolonileri ise S. aureus olarak isimlendirmistir. Sonradan
stafilokoklar, pek cok alt gruba ayrilmistir. Ancak, infeksiyon etkeni olarak
cogunlukla S. aureus izole edildigi i¢in ¢alismalar daha ¢ok bu bakteri ilizerinde
yogunlasmis ve bunun disanda kalan stafilokok alt gruplar1 genel bir isimlendirmeyle
KNS olarak adlandirilmislardir. Stafilokoklara karst 1936 yilindan itibaren
stilfonamidler ve 1940’11 yillarin baslarindan itibaren de penisilinler kullaniimaya
baglanmig, ancak 1944’ten itibaren penisilinazin iretilmesiyle meydana gelen
penisilin direnci gittik¢e artarak 1966—67 yillarinda %80’e kadar ulasmistir (1). 1961
yilinda metisilin kullanilmaya baslanmis ve kisa siirede bu antibiyotige de direng
gelismistir. MRSA suglart 1970°li yillardan beri yaygin olarak tespit edilmeye
baslanmig ve bu bakteriler; penisilinaza direngli (antistafilokoksik) penisilinler olarak
bilinen metisilin, nafsilin, oksasilin gibi ilaglarla beraber baska ila¢ gruplarina da
diren¢ gostermeye baslamiglardir (2). 1980°li yillarin baslarindan itibaren
hastanelerde sporadik MRSA suslarinin izolasyonu artmis ve 1982 yilinin basindan
itibaren hastane infeksiyonu etkeni olan epidemik MRSA suslari ortaya ¢ikmustir (3).
Ayrica, 1980’lerden itibaren KNS’larin da ¢ok 6nemli nozokomiyal infeksiyonlarin
etkeni oldugu; sepsis, endokardit ve osteomiyelit gibi degisik tablolar yapabildigi
gosterilmigtir (4). 1956 yilinda kullanima giren vankomisin, ilk yillarda saf
preperatlarinin hazirlanamamig olmasindan dolay1 bir siire sonra terkedilmis, ancak
MRSA grubu bakterilerin yaygin hale gelmesiyle tekrar kullanilmaya baglanmis ve
bu infeksiyonlarin basariyla tedavi edilmesini saglamistir. Ancak stafilokoklar, bu
ilaca kars1 da direng gelistirmeye baslamis ve vankomisine orta derecede direngli ilk
sus 1997°de Japonya’dan bildirilmis; takip eden yillarda ABD, Fransa, Kore, Giiney

Amerika, Brezilya ve Iskogya gibi pek ¢ok iilkeden azalmis vankomisin duyarliligini



bildiren ¢alismalar rapor edilmis; bu da stafilokoklarda vankomisin direncinin global
bir sorun olduguna isaret etmistir. (5-9). 2002 ve 2004 yillarinda ABD’den bildirilen
3 VRSA susu (MIC >32 pg/ml) da bu konudaki endiseleri iyice arttirmistir. (10-12).

2.1.2. Morfoloji, Boyanma ve Biyokimyasal Ozellikler

Stafilokoklar; hareketsiz, spor olusturmayan, katalaz pozitif, Gram pozitif
koklardir. S. aureus subs. anaerobius ve S. saccarolyticus digindaki tiirler fakiiltatif
anaerobdur. Bu iki tiir anaerob ortamlarda iirer ve fakiiltatif anaerob olan diger
tirlerin aksine ¢ogunlukla katalaz negatiftirler. Stafilokoklarin, sporsuz olmalarina
ragmen kuruluga dayanikliliklar1 fazladir. Kapsiilsiizdiirler ve en tipik tiremeleri
kanli agardadir. Optimal iireme 1silar1 30-37 °C ve pH degerleri de 7-7.5°tir (13).
Kolonileri; yuvarlak, diizgiin, kabarik, mat, S tipinde olup; S. aureus kokenlerinin
cogunda sar1 pigment ve beta hemoliz goriiliir. Bu hemoliz; koyun, insan veya at
kanl1 agarda ortaya ¢ikabilir ve uzun siireli inkiibasyonlarda daha belirgin hale gelir.
S. epidermidis ve S. saprophyticus’un bazi kokenlerinde de sar1 veya turuncu
pigment ile hemoliz goriilebilir. Bu organizmalar; mikroskopik olarak; tek tek, ikili,

tetrat seklinde veya kisa zincirler halinde dizilim gosterebilirler (13—16).

Stafilokoklar, % 10 ve daha az NaCl igeren ortamlarda iireyebilirler. Basta
glikoz olmak iizere bircok karbonhidrati fermentatif olarak pargalar ve son {iriin
olarak laktik asit meydana getirirler. Gaz olusturmazlar. Lizostafine duyarli, lizozime
direnglidirler. Mannitole etkileri degisken olup 6zellikle S. aureus bu sekere etkilidir.
Bu yiizden mannitol fermentasyonu bu bakteriyi digerlerinden ayirmada kullanilan
bir ozelliktir (14). S. saprophyticus da novobiyosine direngli olmasi ile diger

stafilokoklardan ayrilir (17).

S. aureus’un diger stafilokoklardan ayirmak i¢in koagiilaz, mannitol
fermentasyonu ve deoksiriboniikleaz testleri kullanilir. Bu testlerin pozitif sonug

vermesi, bakterinin S. aureus oldugunu gosterir (15).

Stafilokoklar, genellikle insan ve hayvanlarin deri ve miikoz membranlarinda
bulunurlar. S. aureus, normal insanlarin %10-40’1min ve hastane personeli ile yatan
hastalarin ¢ogunun burun mukozasinda kolonize olabilir. S. epidermidis, S.
aureus’un bulunmamasi durumunda burun mukozasindan soyutlanan stafilokoklarin

% 90-100’tinii olusturur. Ayrica; aksiller, inguinal, perineal bolgeler ile ayak



parmaklarinda ve daha az olarak derinin diger kisimlarinda da kolonize olur. S.
hominis ve S. haemolyticus aksiller, inguinal ve perineal bodlgede yerlesme
egilimindedirler. S. saprophyticus deriden ¢ok iirogenital mukoza epiteline yapisma

ozelligi gosterdiginden daha ¢ok bu bolgelerde kolonize olmustur (14).
2.1.3. Hiicre Yapisi:
2.1.3.1. Genom:

Bakteri genomu; profajlar, plazmidler ve 2800 baz ¢iftli sirkiiler bir
kromozomdan olusur. Antibiyotik direnci ve bakteri viriilansindan sorumlu olan

genler bu kromozom veya ekstrakromozomal yapilar tizerinde bulunabilir (18).

2.1.3.2. Hiicre Duvari:

Hiicre duvari kuru agirhginin yaklasik % 50°si peptidoglikan (miirein) tabaka
tarafindan  olusturulur.  Stafilokoklar  i¢in  viicudun  Onemli  savunma
mekanizmalarindan biri olan lizozim (muramidaz) enziminin hedefi, hiicre
duvarindaki peptidoglikan tabakasidir. Bu tabakayi olusturan pentaglisin
kopriilerinin lizostafin enzimine 6zgiil bir duyarlilik paterni oldugu i¢in, bu enzim

stafilokok alt gruplarini tanimlamak amaciyla da kullanilmaktadir (13, 18-19).

Hiicre duvarinda bulunan teikoik asit, mukozalarda bulunan 6zgiil reseptorleri
(fibronektin, fibrinojen, laminin, trombospondin, elastin, kollajen, vitronektin ve
sialoprotein) ile birleserek stafilokoklarin infeksiyon bdlgesine yapigsmasini saglar.
Teikoik asit, peptidoglikan tabakaya ya da lipofilik zincir arasindan sitoplazmik
membrana kovalan olarak baglanmus, tiire 6zgli fosfat igeren polimerlerden olusur.
Kalinligi, bakteri tiirline gore degismekle birlikte 10—12 nm arasindadir. Teikoik
asitler bulunduklar1 yere gére 2 kisma ayrilir. Bunlar; hiicre duvari ve membran
teikoik asitleridir. Duvar teikoik asitlerinden N-asetil glukozamin (GlcNAc)
rezidiileri iceren ve polisakkarit A olarak da adlandirilan ribitol teikoik asit S.
aureus’ta, glikozil rezidiileri igeren ve polisakkarit B olarak da adlandirilan gliserol

teikoik asit ise S. epidermidis’te bulunur. (13, 18-21).



2.1.3.2.a. Hiicre Duvari Peptidoglikan Sentezi

Yiiksek ozmotik basinca sahip olan S. aureusun diisiik basingli ortamlarda
tireyebilmesi ve riiptiire olmamasi icin peptidoglikan tabakasina ihtiyag vardir.
Peptidoglikanin {iretilmesi i¢in monomerik komponent (miirein monomer) hiicre
icinde sentezlenmeli ve sitoplazmik membranda bulunan lipid tasiyicilar tarafindan

hiicre disina taginmalidir (Sekil 1).
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Sekil 1. Miirein monomerin sentezi. Miirein monomer, 2 amino seker (N-asetil muramik asit
[MurNAc] ve N-asetil glukozamin [GlcNAc]) ile 10 aminoasitten olusur. Miirein monomerin
prekiirsoriit MurNAc ve ana peptidler (L-alanin, D-glutamik asit, L-lizin ile 2 D-alanin)’den olusur. Bu
yapi, sitoplazmada sentezlenir ve sitoplazmik membrandaki lipid tasiyiciya baglanir. Sonra,
sitoplazmik membranin digina dogru ilerlerken GIcNAc ile beraber 5 glisin bu yapiya eklenir ve matiir
miirein monomer haline gelmesi i¢in izoglutamik asidine bir NH; grubu baglanir (22).

Sitoplazmik membranda bulunan glikoziltransferaz ve transpeptidaz adli 2
enzim miirein monomeri peptidoglikanin devasa yapisina monte eder.
Glikoziltransferaz, yeni olusan peptidoglikan zincirlerini {iretmek i¢in miirein
monomerlerini amino seker parcalarmin bulundugu yerden polimerize eder. Sonra da
penisilin baglayan protein (PBP; transpeptidaz olarak da bilinir), yeni sentezlenmis
peptidoglikan1  S. aureus’un daha Onceden sentezlenmis olan peptidoglikan
tabakalarina baglar. Bu asamada PBP, miirein monomerin D-alanil-D-alanin
rezidiilerini tanir, iki D-alanini birbirinden ayirir, sondan bir 6nceki D-alanini
onceden sentezlenmis olan peptidoglikan tabakalarindan disa dogru ¢ikinti yaptirarak
pentaglisin  zincirinin ucuna baglar. Peptidler arasinda koprii formasyonu

olustugunda tamamlanmis peptidoglikandan miirein monomerin terminal D- alanini



kopar. Bununla beraber, PBP’ler tarafindan islenmeyen % 20 oraninda D-alanil-D-

alanin rezidiisiiniin de kaldig1 bilinmektedir.

2.1.3.3. Kapsiil

Bircok S. aureus kokeninde polisakkarit yapida bir mikrokapsiil vardir. Bu
yapi, bakteriyi fagositozdan korur, mitojenle karsilagmasindan sonraki mononiikleer
hiicrelerin proliferasyonunu inhibe eder ve konak hiicreleri ile sentetik materyallere
yapismasini saglar. Bugiine kadar tanimlanan 11 kapsiiler serotip ic¢inde insan

infeksiyonlarinin % 75’inden sorumlu olanlar tip 8 ve 5’tir (18-20, 23).

2.1.3.4. Yiizey Proteinleri

Protein A, elastin, kollajen ve fibronektin baglayan proteinler ile clumping
faktor, kimyasal yapilar1 ve hiicre duvar yerlesimleri birbirine benzeyen stafilokoksik
ylizey proteinleridir. Bu proteinler bakterilerin konak dokularinda kolonize
olmasinda en 6nemli faktorlerdir. Bunlarin prototipi protein A’dir. Stafilokoklarda;
iireme sirasinda ortama salman serbest, hiicreye bagli ve hiicre digina salgilanan
olmak tizere 3 tip protein A bulunmustur. Bu proteinin en 6nemli 6zelligi bazi
immiinglobulinlerin (IgG;, I1gG,, IgGs) Fc reseptorleri ile birlesebilmesidir. Bu
nedenle lireme sirasinda ortama salinan serbest protein A, immiinglobulinlerin Fc
reseptorlerine baglanarak antikora bagli fagositozdan, ayrica hiicre disina salgilanan
protein A da ayni reseptorlere baglanarak komplemana bagli viicut savunmasindan

bakteriyi korumaktadir. (4, 19, 24).
2.1.4. Enzimler:

2.1.4.a. Katalaz

Bakteri, fagositler tarafindan hiicre icine alindiktan sonra, olusturulan toksik
hidrojen peroksidi yikarak su ve oksijene doniigiimiinii katalizleyen enzimdir. Tiim
stafilokoklar tarafindan {retilir ve stafilokoklarin streptokoklardan ayiriminda
kullanilir. Bakteriler, bu enzim sayesinde fagositlerin i¢inde 6ldiiriilmeye kars1 direng

kazanir (25).



2.1.4.b. Koagiilaz

Ekstraselliiler bir proenzimdir. Koagiilaz reaktif faktor ile birleserek aktif
duruma gecer ve plazmay1 pihtilagtirir. S. aureus’un diger stafilokoklardan ayirimini
saglar. Filtrelerden gegebilen, 1stya direngli bir enzimdir. Koagiilaz pozitif
stafilokoklarin lizerinde olusan kalin fibrin tabakasinin mikroorganizmay1 fagositoza
kars1 koruyarak patojenlige katki yaptigi bildirilmistir. S. aureus suslarinda iki tip
koagiilaz bulunur: Bunlar; fibrinojeni fibrine direkt olarak doniistiiren bagl koagiilaz
ve bu doniisiimii serumdaki koagiilaz reaktif faktor yardimiyla yapabilen serbest
koagiilazdir. Serbest koagiilaz protein yapisindadir ve proteolitik enzimlerle
kolaylikla inaktive edilir. Bagli koagiilaz stafilokoklarin kiimelesmelerini de saglar.
Bu oOzelliklere sahip olan stafilokoklar, girdikleri organizmada fibrin bir zirh ile
kaplanarak fagositoza karsi korunduklari gibi ayni zamanda serumun bakterisit
etkisini de Onlediklerinden patojenlik kazanmig olurlar. Koagiilaz enzimi lamda ve
tiipte koagiilaz olmak {iizere 2 sekilde arastirilmaktadir. Lam deneyi ile Kkiiltiir
stiziintlilerinde bagh koagiilaz ortaya konurken tiip deneyi ile kiiltiir siizlintiilerinde
de bulunabilen serbest koagiilaz tespit edilmektedir (4, 26-28). Her iki test i¢in de
EDTA’l1 tavsan plazmasinin kullanilmasi 6nerilmektedir. S. aureus identifikasyonu

i¢in tlip koagiilaz testi referans yontem olarak kabul edilmektedir (19).

2.1.4.c. Hyaliironidaz

‘Yayilma faktori’ olarak da bilinir. S. aureus suslarinin %90°dan fazlasi
tarafindan salgilanir. Hyaliironik asidi hidrolize ederek infeksiyonun yayilimini

kolaylastirir (4).

2.1.4.d. Stafilokinaz

‘Fibrinolizin’ olarak da bilinir. Istya direnglidir. Plazminojeni plazmine cevirir.
Fibrinolitik etki bu madde araciligiyla olusur ve fibrini parcalayarak organizmanin

yayilmasina yardimci olur (17, 26).

2.1.4.e. Lipaz

S. aureus suslarmin timii ve KNS’lerin 1/3’i lipaz enzimi salgilarlar. Bu

enzim, yaglart hidrolize ederek viicudun lipid igeren bolgelerinde bakterilerin
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yasamasin1t ve yilizeyel dokular1 invaze ederek fronkiil ve karbonkiil gibi

infeksiyonlar1 olugturmasini saglar (13, 19-20).

2.1.4.f.Deoksiriboniikleaz (DNase)

S. aureus lari % 90-96’sinda bulunan 1siya direngli bir fosfodiesterazdir (4).

2.1.4.g. Penisilinaz (B-Laktamaz)

Penisilin grubu antibiyotiklerdeki [-laktam halkasinin hidroksil grubunu
pargalayarak etkisiz hale getirir. Bunun sonucunda bakteriler hiicre duvar1 sentezini
inhibe eden B-laktam grubu antibiyotiklere kars1 direngli hale gelirler. Bu enzimin

salgilanmasini saglayan genler, plazmid ve transpozonlarla aktarilir (26, 29).

2.1.5. Patogenez

Stafilokoksik infeksiyonlar; daha o©nceden kolonize olmus hastalarda
infeksiyon olugmasi seklinde, ya da gegici el kolonizasyonu olan saglik personelinin
hastalara temasi ile ortaya c¢ikabilmektedir. Bu infeksiyonlarin patogenezinde rol
oynayan mekanizmalar; bakterinin konaga yapismasit (adherans), anatomik
bariyerlerden girisi, fagositik hiicrelerin inaktivasyonu, konagin hiimoral
savunmasinin baskilanmasi ve toksinlerin salgilanmasi seklinde 6zetlenebilir (30).
Infeksiyonu etkileyen faktdrler arasinda insanin ba@isiklik sisteminin durumu,
mikroorganizmanin say1r ve viriilansi, deri ve mukoza biitiinliigiiniin bozulmasi
sayilabilir. Travmatik ve dekiibit yaralarla yaniklar hazirlayic1 faktorler olabildigi

gibi, damar i¢i protez ve kateter uygulamalar ile bakteriyemi gelisebilir.

Burunda stafilokok tasiyanlar 6nemli infeksiyon kaynagidir. Bakteri, hava yolu
ve temasla da bulasabilir (4). S. aureus, infekte ettigi bolgede hizla kolonize olabilen
bir bakteridir. Ayn1 zamanda deri ve mukozadaki minor ¢atlaklardan invaze olmasini
ve konak savunma mekanizmalarimin ¢ogundan kendini korumasmi saglayan
biyokimyasal mekanizmalara da sahiptir. Bundan dolayr dolagim sistemine

girdiginde, bakteriyel endokardit ve yaygin metastatik abselere neden olabilmektedir
(31).

Insanlardaki stafilokok infeksiyonlarinda S. aureus 6ncelikli patojen olarak yer

alir. Bundan bagka deri ve mukozalarin normal flora bakterileri olarak kabul edilen S.
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epidermidis ve S. saprophyticus gibi KNS’lar da infeksiyon yaparlar (14). Bu
bakteriler firsatcidirlar ve konak organizmanin uygun kosullarinda infeksiyon
olustururlar. Bu grup i¢inde en sik (%70-80) izole edilen tiir olan S. epidermidis’in
olusturdugu infeksiyonlar, genellikle yabanci cisimlerin varlig: ile iligkilidir. Bu da
bakterinin yabanci cisimlerin iizerine yapisma ve bu yiizeyler iizerinde biyofilm

olusturma yetenegi ile ac¢iklanmaktadir (32).

2.1.6. Epidemiyoloji

S. aureus’un dogal kaynagi insandir. Yenidogan doneminde S. aureus
kokenleri; gobek ¢evresi, perianal bolge, deri ve bazen de gastrointestinal sistemde
kolonize olurlar. Bundan sonraki donemde ise daha ¢ok burunda kolonize olurlar.
Saglikli eriskinlerde kolonizasyon orani, % 10-20’si kalict olmak tizere % 30-50
arasinda  degismektedir. Interlokin—2 tedavisi gorenler, AIDS’liler, atopik
dermatitliler, cerrahi operasyon ge¢irmis hastalar ile hemodiyaliz hastalari,
intravendz uyusturucu kullananlar ve Tip I diyabetlilerde genel populasyona gore

tasiyicilik orani ytiksektir (13).

Bakterinin etken oldugu hastane infeksiyonlarinda en 6nemli kaynak, hastalar
veya hastane personelinin burun tastyiciligidir. S. aureus; basta burun olmak iizere
aksiller bolge, vajen, farinks veya yarali deri bolgelerinde infeksiyon olusturmadan
kolonize olabilir. Bu sekilde burun mukozasi veya deride kolonize olan bakteri,
kiictik bir travma sonrasi kana veya derin dokulara yayilir ve viriilans faktorleri ile
konak savunma mekanizmalarinin etkilerine bagli olarak ciddiyeti degisen
infeksiyonlar olusturur. Her ne kadar infeksiyonlar direkt invazyonla olusanlar ve
toksin etkisiyle olusanlar olarak 2 gruba ayrilsa da bu 2 mekanizmanin beraber
bulunabilecegi her zaman akilda tutulmalidir. Cok benign goriinen bir deri
infeksiyonunun bakteriyemiye bagli metastatik infeksiyonlara, sepsise veya toksik

sok sendromuna yol acgabilecegi unutulmamalidir (10, 13, 19, 26, 33).

2.1.7. Tedavi

Uygun antibiyotik se¢imi, ancak antibiyotik duyarlilik testi yapildiktan sonra
yapilabilir. Agir infeksiyonlarda yiiksek dozlarda ve wuzun siire antibiyotik

kullanmilmas1 gerekebilir. Abse varsa drenaj yapilmahdir. Ozellikle S. aureus
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suslarinda abse olusumu daha ¢ok goriilmektedir. Metisiline direngli stafilokoklar
icin segilecek en etkili ilag vankomisindir. Ozellikle osteomiyelit, pndmoni,
perikardit, menenjit, akciger absesi gibi agir stafilokokal infeksiyonlarda hayat
kurtaricidir(4). Glikopeptid grubundan olan ve tedavide kullanilan diger ila¢ da

teikoplanindir.

2.2. Antibiyotik Direncinin Ozellikleri

Bakterilerde antibiyotiklere karsi diren¢ gelisimi, infeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde basarisizliklara neden olmaktadir. Direng gelisiminde en Onemli
faktorler, antibiyotiklerin endikasyonlar1 disinda yaygin bir sekilde, uygun olmayan
doz ve stirelerde kullanimlaridir. Bu ilaglarin yetersiz doz ve siirede kullanilmasi,
bakteri kolonizasyonunu arttirmakta ve direngli suslarin olusumuna neden
olmaktadir. Bir antibiyotige kars1 direng gelismesi, ayn1 siiftan diger ilaglarda da bu

soruna yol agmakta ve ¢oklu direng problemine yol agmaktadir.

2.2.1. Stafilokoklarda Glikopeptid Dis1 Antibiyotiklere Direng

Stafilokoklarda bugiine kadar bilinen antibiyotik direncleri sunlardir:

2.2.1.a. Aminoglikozidlere Direnc¢

Ilag¢ molekiiliindeki amino grubunu asetilleyen asetiltransferazlar, hidroksil
grubunu fosforile eden fosfotransferazlar veya hidroksil grubunu adenile eden

niikleotidiltransferazlar araciligiyla olur. (34)

2.2.1.b. Kloramfenikol Direnci

Stafilokoklar, kloramfenikol asetiltransferaz enzimini plazmid veya kromozom
kontroliinde sentezleyerek ilac1 asetile edip ribozomlarin 50S alt birimine

baglanmasina engel olur. (35)

2.2.1.c. Makrolid, Linkozamid ve Streptogramin B (MLSg) Direnci

Erm geni tarafindan kodlanan metilaz enzimileriyle 23S RNA’nin degisiklige
ugratilarak MLSg grubu ilaglarin ribozomlara baglanmasinin engellenmesi en 6nemli
mekanizmadir (35). Bu ilaclarin enzimatik olarak degistirilmesi ve pompa

mekanizmas1 (msrA, mefA pompa sistemleri) ile bunlara gecirgenligin azalmasi
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seklinde diren¢ de tanimlanmistir. Bu son mekanizma daha ¢ok S. epidermidis’te
rastlanan, plazmid tarafindan kodlanan, yapisal veya indiiklenebilen bir direng

tipidir.(36).

2.2.1.d. Tetrasiklin Direnci

En Onemli diren¢ mekanizmasi, ilacin disar1 pompalanmasidir. Bu olay da
plazmid, kromozom veya siklikla transpozonlarda bulunan tetrasiklin direng geni (tet
A-G, tet K,L) tarafindan {iretilen 6zgiil bir membran proteinine baglidir. Bakteri,
ilacla ilk temas ettiginde duyarli oldugu halde temasin devam etmesi durumunda
indiiklenme sonucu enzim salgilanmasinin artmasi nedeniyle ¢ok kisa zamanda

direngli hale gelebilir (36-37).

2.2.1.e. Kinolon Grubu Antibiyotiklere Direnc

Kinolonlar, DNA giraz ve topoizomeraz IV ile etkilesime girerek DNA

sentezini durdururlar. Stafilokoklar, asil olarak topoizomeraz I'V’ii etkilerler (38) .

2.2.1.f. p-Laktamlara Direng

B-laktamaz enzimine baglidir. Bu ilaglarin B-laktam halkas1 hidrolize edilir. Bu
enzimin 200°den fazla tiirii bilinmektedir. Genel olarak penisilinaz ve
sefalosporinazlar olarak ikiye ayrilir (39). PBP, penisilin gibi p-laktam
antibiyotiklerin hedefidir. B-laktam molekiilii, yapisal analogu oldugu D-alanil-D-
alanin baglanma bolgelerinden stafilokoklarin PBP’lerine kovalent olarak baglanir
(Sekil 2). Bu da PBP’yi inaktive ederek peptidoglikan agdan hiicre riiptiiriine sebep
olup peptidoglikan sentezinin karsilikli kopriiler olusturma asamasini inhibe eder.
Fakat, stafilokoklardan B-laktam grubuna direng gelistirmis bakteriler olan MRSA ve
MRKNS, bu direnci ¢ogunlukla PBP2’(veya PBP2a) olarak dizayn edilmis ve B-
laktamlara baglanma afinitesi c¢ok diisiik olan tek bir PBP sentezleyerek
gergeklestirirler (Sekil 2) (40—42). Sonug olarak PBP2’, B-laktamlarin varliginda da
peptidoglikan sentezini devam ettirebilir. Bu tek PBP2’ geni, lateral gen transferi
yoluyla su anda bilinmeyen bir bakteriden S. aureus’un aldigi, mobil bir genetik
eleman tarafindan tasinan ve mecA olarak adlandirilan eksojen bir SCC mec geni

tarafindan kodlanir (43).
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¢ D-alanyl-D-alanine
P Beta-lactam

Sekil 2 B-laktamlarin etki mekanizmasi: B-laktam, D-alanil-D-alanin residiilerinin yapisal
analogudur. S. aureus’un PBP’lerini inaktive eder, fakat PBP 2’ye yiiksek afiniteyle baglanamaz. Bu
yiizden MRSA, B-laktamlarin varliginda peptidoglikan sentezine devam edebilir. Halbuki MSSA bunu
yapamaz. (22)

2.2.2. Stafilokoklarda Glikopeptid Direnci

Glikopeptid antibiyotikler, peptidoglikan sentezinin son asamasini, yani hiicre
duvar1 sentezini inhibe ederler. Glikopeptid paketi, yeni olusan peptidoglikanla
birlesmeye hazir miirein monomerin D-alanil-D-alanin rezidiilerine baglanarak D-
alanil-D-alanin terminalini gizler. Kiitleleri nedeniyle bagl glikopeptidler
glikoziltransferaz ve transpeptidaz aktivitelerini engeller, bdylece peptidoglikan
uzamasi durur ve bakterinin hiicre duvari sentezi bozulur (44). (Sekil 3). Bu temel
mekanizma diginda RNA sentezinin inhibisyonuyla plazma membran fonksiyonlarini
ve hiicre duvarinda fosfolipid siklusunu bozarak bakterisidal etki de gosterirler. (1,
45).

D-alanyl-D-alanine -

\
4 / Transglycosylase
\‘\

monomer

Sekil 3. Vankomisin ve teikoplaninin etkisi. Ilag, miirein monomerin D-alanil-D-alanin
rezidiilerine baglanir. Vankomisine baglanmis miirein monomer, glikoziltransferaz igin substrat olarak
gorev yapmaz.(22)
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Glikopeptid antibiyotikler birbirine kimyasal yap1 agisindan c¢ok yakin iki
tiyeden olusur. Vankomisin ger¢cek bir glikopeptid iken, teikoplanin ise bir
lipoglikopeptiddir. Her ikisi de antimikrobiyal aktivitelerini miirein monomerin D-
alanil-D-alanin rezidiilerine baglanarak gosterirler (44). Glikopeptid molekiilleri
hedef molekiillere baglanmak i¢in 20 kadar peptidoglikan tabakayr geg¢mek
zorundadirlar. Peptidoglikan tabakalarinda ¢ok fazla D-alanil-D-alanin hedefleri
bulundugundan, pek c¢ok glikopeptid molekiilii peptidoglikan tabakalarina takilir. Bu
da, glikopeptidlerin terapotik etkilerindeki yetersizligin bir nedenidir. Ornegin,
hastadaki infekte dokuda c¢ok sayida S. aureus varsa pek ¢ok glikopeptid molekiilii
bunlarin hiicre duvarma adsorbe edilecek ve ilaglarin buradaki konsantrasyonlari
terapdtik esik icin gerekli olan miktardan daha diisiik olacaktir. Bundan dolayi
glikopeptid antibiyotiklere duyarliligin dogru olarak tespit edilmesi diger

ilaglarinkinden daha zordur.

2.2.2.1. VISA, VRSA ve h-VISA

1980’lerden sonra stafilokoklarda artan oranlarda metisilin direnci
goriilmesiyle birlikte vankomisin ve teikoplanin, stafilokoklarin neden oldugu
infeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanilir hale gelmistir. Artmig oranlarda
kullanim zaman ig¢inde glikopeptid antibiyotiklere de direng gelisebilecegi korkusunu
akla getirmis, nitekim 1996’da Japonya’dan ‘vankomisine duyarlilifi azalmig’ sus
Hiramatsu ve ark. tarafindan bildirilmistir (46). Vankomisin i¢in MIC degeri 8 pg/ml
olan bu sus Mu50 olarak adlandirilmig, vankomisine azalmis duyarlilifi olan
stafilokoklar ‘VISA’ olarak tanimlanmaya baglanmistir. Ardindan 1997 yilinda yine
Hiramatsu ve ark. vankomisine yeni bir direng tipi bildirmislerdir. Mu3 ad1 verilen
bu susun vankomisin icin MIK degerleri duyarli smnirlar iginde olmasma ragmen
toplulugun igindeki 1/10°° bakterinin vankomisinin 4-9 pg/ml konsantrasyonlarimnda
tireyebildigi, yani vankomisine orta derecede duyarli olduklar tespit edilmistir. Bu
suslar da h-VISA olarak tanimlanmistir (47). Klinik 6nemi tartismali olsa da h-VISA
ile iliskili vankomisin tedavisi basarisizliklar1 bildirilmistir. (47—49).

Ik VRSA (vancomycin-resistant S. aureus) susu Temmuz 2002'de ABD’de,
Michigan'dan bildirilmistir. Diyabetik bir hastanin diyaliz kateterinin ucundan ve

kronik ayak iilserinden izole edilmis olup vankomisin MIK degeri >128 pug/ml olarak
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bulunmustur. Bu sustaki direncin yliksek seviyeli ve van A orijnli oldugu, susun
enterokokal vankomisin direng genlerini kazandigi tespit edilmistir. Nitekim aym
hastanin ayak iilserinden glikopeptid direngli E. faecalis izolasyonu da yapilmistir

(50).

Vankomisin ve teikoplaninin her ikisi de antimikrobiyal aktivitelerini miirein
monomerin D-alanil-D-alanin rezidiilerine baglanarak gosterirler. Bu yiizden, her iki
antibiyotik i¢in de ortak bir diren¢ mekanizmasi beklenir. Gergekten de tiim VISA
suslar1 teikoplanine de orta derecede direng gostermislerdir. (MIC degerleri >8 pg/ml
bulunmustur). VISA suslarinda (MIC 8-32 pg/ml) oldugu gibi hiicre duvar kalinlig
da teikoplanin direncine katkida bulunmustur ve hiicre duvar kalinlig1 azaldiginda
diren¢ de azalmistir. Bununla beraber, VISA suslarindan vankomisine duyarli hale
donenlerin yaklasik yarisinda orta derecede teikoplanin direnci devam etmistir (MIC
8—16 pg/ml). Bu bulgu, teikoplanin direnci i¢in hiicre duvar kalinligindan bagka

mekanizmalarin rol oynayabilecegi diisiincesini desteklemektedir.

Bu diislinceyi destekleyen bir bagka olay ise S. aureus’taki glikopeptid
direncinin tarihi seyridir (51). S. aureus, vankomisinden Once teikoplanine direng
kazanmustir (52-53). Olgiilen MIC degerlerine gore teikoplanine direngli oldugu
halde vankomisine halen duyarli olan birkagc MRSA susu bulunmustur. Bununla
beraber, teikoplanine diren¢ kazanilmasi, siklikla vankomisine direngte hafif bir

artisla beraberdir. Gergekte, h-VISA suslari, bu gruba uymaktadir.

Shlaes ve ark., teikoplanine direngli bir mutant S. aureus susunda (MIK 16
pug/ml), ayni bakterinin ana klinik susuna gore asirt miktarda PBP2 sentezlendigini
tespit etmislerdir (54). PBP2’nin asir1 iiretimi, teikoplanine direngli olan Mu50 ve
Mu3’te de gozlenmistir (55). Bir VSSA susunda PBP2’nin deneysel olarak fazla
miktarda {iretilmesi, vankomisin MIC degerinde 1 pg/ml artis saglarken (1
pg/ml’den 2 pg/ml’ye) teikoplanin degerleri anlamli derecede yiikselmistir (2
pg/ml’den 8 pg/ml’ye) (55). Bu bulgu, iki glikopeptid arasindaki farka tekrar
dikkatleri  ¢ekmektedir. Teikoplanin, vankomisine gore transpeptidasyon

inhibisyonuna, vankomisin de transglikozilasyona daha meyilli olabilir.

IIk klinik VISA susu olan Mu50 ile vankomisin direncinin mekanizmasi

genisce calistlmistir. (55). Mu50 susunda yapilan biyokimyasal ve transmisyon
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elektron mikroskopi (TEM) bulgulari, bakterinin artmis miktarda peptidoglikan
sentezledigini gostermistir. Hiicre duvarinda daha fazla miirein monomerleri ve
tabakalar olabilecegi diislinlilmiistiir Bunlarin bir sonucu olarak daha fazla sayida
vankomisin molekiilii peptidoglikan sentezinin meydana geldigi sitoplazmik
membrana ulasmadan peptidoglikan tabakalarina takilmaktadir. Bu yiizden Mu50°de
artmis  olan tiim mirein monomerlerini doyurmak icin daha yiiksek

konsantrasyonlarda vankomisine ihtiya¢ duyulacaktir (Sekil 4).

Murein monomers — — Glycosyltransferases

Sekil 4. Mu 50’nin hiicre duvari kalinlasmasi. Mu 50’nin direnci, vankomisini yakalama
mekanizmas1 bulunan 30-40 tabaka peptidoglikandan olusur. Var olan miirein monomerleri artar ve
daha fazla monomer, yeni sentezlenmeye baslayan peptidoglikan zincirlerine eklenir. Tamamlanmis
peptidoglikan tabakalarindaki D-alanil-D-alanin rezidiileri de artar. Bu tabakalarda daha fazla
vankomisin molekiilii tutulur ve sitoplazmik membrana ulasmasi gerekenden daha az miktarda
antibiyotik ulasir (22).

Hiicre duvarinin kalinlagsmasi, simdiye kadar degisik iilkelerden izole edilen
tim VISA klinik suslarinin direncinin temel mekanizmasidir. TEM ile yapilan
Olciimlerde 7 filkeden izole edilen 16 VISA susunun hiicre duvari kalinlig
vankomisine duyarli olanlarinkinden anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu
suslardan biri disindakilerin ilagsiz kiiltiir ortamlarinda yapilan 10-84 giinliik seri
pasajlardan sonra da vankomisine direngli alt gruplar igerdigi populasyon analiziyle
belirlenmistir. Bunlarin tamaminda bu pasajlardan sonra VSSA’lardan ayirt
edilemeyecek derecede hiicre duvar kalinli§i azalmistir. Bununla beraber
vankomisinin tekrar kullanimiyla bu bakteriler hiicre duvar kalinliklarini arttirarak
vankomisine tekrar direngli hale gelmislerdir. Test edilen biitiin VISA suslarinda
hiicre duvar1 kalinlasmasiyla vankomisin direnci arasinda iyi bir korelasyon
bulunmus, yapilan daha ileri ¢alismalar da hiicre duvart kalinlagsmasinin vankomisin

direncine katki saglayan major olay oldugunu ortaya koymustur (56).
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Teorik olarak hiicre duvar1 peptidoglikan tabakalarinin kalinlasmasi i¢in 2
farkl1 yol vardir. Birisi, Mu50’de goriildiigii gibi asir1 miktarda peptidoglikan
tiretimidir. Digeri ise peptidoglikan dongiisiiniin azalmasidir. Yeni peptidoglikan
tabakalar1 daima sitoplazmik membranin yiizeyinde iretilir. Bunlar, kendilerinden
Once sentezlenmis tabakalarin yerine geger ve en sonunda pargalanarak hiicre
ylizeyinden disariya atilirlar. Otolitik enzimler (peptidoglikani hidrolize edenler) bu
par¢alama olayinda rol oynarlar. Bu sekilde pespese devam eden olaylarin sonucunda
peptidoglikan tabakalarindaki D-alanil-D-alanin orani artar. Ger¢ekten de Mu50’de
bir iinite saflastirilmis peptidoglikanda VSSA suslarinda bulunanin 2—4 kat1 D-alanil-
D-alanin rezidiisii bulunmustur (57). Bu su anlama gelir: Hiicre duvar kalinlig1 1,5
kat artmig olan bir Mu50 hiicresi, MSSA’ya gore 3—6 kat daha fazla vankomisin
molekiiliinii tutar. Yapilan baz1 deneylerde peptidoglikan ¢apraz baglarindaki azalma
tek basina glikopeptid direncine sebep olmazken, bakteri kalinlasmis hiicre duvarina
sahipse peptidoglikan capraz baglarindaki azalmanin direng gelisimine katki
sagladigi gosterilmistir (58). Ozetle, hiicre duvarimin kalinlasmasi, vankomisin

direnci i¢in bir 6n sart olarak diisliniilmiistiir.

Ayrica, amid grubu eklenmemis miirein monomerinin normal olana nazaran
vankomisine baglanma afinitesinde azalma goézlenmistir (57). Bu nedenle, anormal
miirein monomerlerinin {iretiminin de Mu50’nin vankomisin direncine katkida

bulundugu ileri siiriilmektedir (58).

Vankomisin direncinin genetik temeli heniiz tam olarak agiga kavusturulmus
degildir. Su anda net olarak bilinen bir sey, mecA geni tasiyan SCCmec
kromozomlarmmin vankomisin direnci icin gerekli olmadigidir. Mu50, Mu3 ve
Japonya’dan izole edilen h-VISA suslarindan bu bolgelerin ¢ikarilmasi, vankomisin
direncinin seviyesi ve paternini degistirmemistir (59). Son zamanlarda izole edilen
vankomisin direngli, metisilin duyarh sus da, vankomisin direncinin MRSA ile sinirh

olmadigina dair yeni bir bilgi daha saglamistir (60).

2.2.2.1.a. Hetero-VISA’nin Klinik ve Biyolojik Anlam

h-VISA suslariin klinik 6nemi halen tartismalidir. h-VISA’nin bulunmasi,
MRSA infeksiyonlarina karsi vankomisinin terapétik etkisi potansiyelinde azalmanin

anlamli  bir gostergesi olabilir (22). Fakat h-VISA’nin klinik anlamimi
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degerlendirmek zordur. Ciinkii hem h-VISA’nin bildirildigi ¢ok az sayida vaka
bulunmaktadir, hem de mikrobiyoloji laboratuarlarinda uygulanan rutin duyarhlik
testleriyle h-VISA tespit edilememektedir. Bu olayin arastirilmasi i¢in daha yogun
bir sekilde kontrollii klinik ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir. Mikrodiliisyon ve
disk difiizyon gibi rutin duyarlilik testleri VSSA ve h-VISA ayirimini tam olarak
ortaya koyamamaktadir. (61). Mikrodiliisyon yontemi ile vankomisin i¢in duyarh
olarak degerlendirilen MIK diizeyleri tespit edilen bazi S. aureus suslari, 10° veya
daha fazla oranda VISA igerebilirler (62). Bu suslar, Mu3 ile ifade edilir. Mu3
vankomisine orta derecede direncli (MIC >8 mpug/ml) hiicreler de bulunduran
heterojen6z bir hiicre populasyonuna sahiptir. Bundan dolayr h-VISA olarak
adlandirilmigtir  (31). Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
standartlarina gore yapilan mikrodiliisyon ve disk diflizyon gibi standart
konvansiyonel metotlarda 5 x 10° cfu /ml gibi diisiik inokiiliim dansitesi kullanildig:
icin bu testlerle tiim populasyonun 1/10°%sin1 iceren h-VISA alt gruplarim tespit
etmek gii¢ iken 10"°CFU bakteriyi analiz eden populasyon analizi h-VISA tespiti
icin standart metod olarak kabul edilmektedir (63). Cilinkii h-VISA’nin VISA igin
prekiirsor oldugu (64) ve vankomisin tedavisine klinik yanitsizliktan sorumlu bu
suglarin (65) saglik calisanlarinin elleri ile klonal yayilimi bildirilmistir (66). Bu
nedenle antibiyotik direngleri takip edilirken heterojen direng, sadece hastaya
uygulanan tedavinin etkinligini dlgmek icin degil, ayn1 zamanda ortaya ¢ikan direng
egilimlerini belirlemek i¢in de 6nemlidir ve bu olayin konvansiyonel duyarlilik
testleri ile tespit edilememesi, klinik ve epidemiyolojik bir bakis agisiyla

bakildiginda ihmal edilmesi i¢in yeterli neden degildir

Konuya biyolojik agidan bakildiginda; h-VISA durumu, S. aureus’un
vankomisin basincina karsi hayatta kalmasini saglayan basarilt bir ekolojik kazang
gibi goriinmektedir. Vankomisin, h-VISA populasyonunun %99.9’unu baskilasa da
kalan populasyon 4 pg/ml vankomisin konsantrasyonunda yasamaya ve iiremeye
devam eder. Infekte dokularmn ¢ogunda daha yiiksek konsantrasyonda vankomisin
bulunur. Bazi1 bakteri alt gruplari 9 pg/ml vankomisin konsantrasyonunda bile
tireyebilirler. Bu VISA bakterileri, vankomisin basincina karsi hayatta kalmalarini
saglayan hiicre duvar kalinlastirilmasi i¢in daha fazla enerji harcarlar. Vankomisin

basinct ortadan kaldirldiginda ise VISA’lar, enerji depolamak i¢in h-VISA
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durumuna gecerler. S aureus, bagsarili bir insan paraziti olarak hiikiim siirmek ig¢in

etkili bir hayatta kalma mekanizmasini se¢gmis gibi goriinmektedir (22).

2.2.2.1.b. VISA infeksiyonunun Tedavisi:

VISA ile olusan infeksiyonlarda tedavi se¢enekleri konusunda da yeterli veri
heniiz yoktur. Birgok koken kotrimoksazole ve tetrasiklinlere duyarhdir.
Vankomisinin  bakterisidal aktivitesini arttiracak tek bir ilag yoksa da
uygulanabilecek birka¢ tane kombinasyon tedavisi bulunmaktadir. Bazi hayvan
calismalarinda VISA infeksiyonlarinin tedavisinde nafsilin ve vankomisin
kombinasyonunun sinerjik etkisi ile basarili oldugu gosterilmistir. Benzer sinerjik
etkiler vankomisin ve [-laktam antibiyotikler arasinda da saptanmistir (67). Bu
bakterilerle olusan infeksiyonlarin heniiz cok yaygin olmamasi nedeniyle kinupristin-
dalfopristin ve linezolidin etkinligi konusunda ¢ok fazla bilgi yoktur. Bir ¢aligmada
her iki ilacin i¢ VISA kokenine de in vitro olarak ¢ok aktif olduklart bulunmussa da,
bir klinik izolat kinupristin-dalfopristine direncli olarak saptanmistir (68). Simdiye
kadar izole tiim VISA kdokenleri in vitro olarak linezolide duyarli bulunmuslardir.
Linezolid, h-VISA ve VISA’da ampisilin/sulbaktamla kombine edildiginde
sinerjistik veya aditif etki gostermektedir (69). Linezolidin tedavide kullanildig1 2
hasta vardir. Bunlardan birinde tek ila¢ olarak uygulanmis, digerinde ise
trimetoprim-sulfametoksazol ve doksisiklin ile kombine edilerek verilmistir. Her iki
olguda da mikrobiyolojik basar1 saglansa da, sadece biri yasamustir (68, 70-72).
Ayrica vankomisin, fusidik asit ve kloramfenikol, vankomisin, rifampisin ve ko-
trimoksazolden olusan 3’lii tedavi gibi ¢esitli kombinasyonlarin tedavide basarili
oldugunu bildiren yayinlar da bulunmaktadir. (22, 73—75). Kinolon grubundan yeni
bir antibiyotik olan DU-6859a, levofloksasin, siprofloksasin, sparfloksasin ve
tosufloksasine direngli olan Mu3 ve Mu50’ye kars1 0.5 ve 1 pg/ml MIC degerine
sahiptir (76).

2.2.2.1.b. Infeksiyon kontrol olciitleri; Center For Disease Control and
Prevention (CDC), vankomisine azalmis duyarlililk gdsteren stafilokokal
infeksiyonlarinin kontrolii i¢in, glikopeptidlere tam diren¢ gelisimine kars1 6zel bir
rehber gelistirmistir. Oneriler, glikopeptid direncinden ziyade vankomisin direncine

gonderme yapar. Ciinkii, teikoplanin ABD'de yoktur (77). Ayrica bu rehberler
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KNS’lerde glikopeptid direncini de kapsar. Bu rehberlerin temel bilesenleri

sunlardir:

1.  Glikopeptidleri de kapsayan biitiin antimikrobiyal ajanlarin ihtiyath

kullammuyla glikopeptid direncli stafilokoklarin olusumunu 6nleme.

2.  Stafilokoklarin labaratuvarda dogru identifikasyonu, glikopeptid direncli
stafilokoklarm ortaya ¢ikmasi i¢in uygun (MIK'e dayal1) duyarlilik test metodlarinin

kullanilmasi.

3. Glikopeptid-direncli stafilokoklara bagli infeksiyonlarin tedavisi i¢in yeni
antistafilokokal ajanlarin uygun kullanimlarin1 gézoéniine alarak klinik Onerilere
erigim.

4.  Toplum saghgi otoriteleriyle baglantili olarak infeksiyon kontrol takimlari

tarafindan tam vaktinde ve uygun uyarilarla glikopeptid direngli stafilokokun

yayilimini engelleme (78).

VISA diren¢ mekanizmasinin yapisi-hiicre duvar1 peptidoglikaninin fazla
miktarda yapilmasi ve birikimi-glikopeptid selektif basincinin ¢ok giiclii olmadig bir
ortamda bunun yaygin olarak ortaya ¢ikmayacagini gostermektedir. Eger bir hastane
glikopeptid  kullanimmi  kisitlarsa  VISA’nin  yaygin  hale  gelmeyecegi
diisiiniilmektedir. Fakat bu durum da problemi tam olarak ¢ozememektedir. Clinkii h-
VISA, glikopeptid basinci olmadan da yayilma kapasitesine sahiptir. Bu yiizden
antibiyotik kullanimimin f-laktam laktam antibiyotikleri de igerecek sekilde

genisletilmesi gerekmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bakteri Suslari

Calismamizda Nisan 2007-Nisan 2008 tarihleri arasinda Siileyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuarina
gonderilmis ¢esitli drneklerden izole edilmig 60’ar adet MRSA, MSSA, MRKNS ve
MSKNS susu, gelen ornek ve gonderen klinik ayirt edilmeksizin rastgele olarak
secilmigtir. Bakteri gruplarinin goénderildigi klinikler ve izole edildikleri drnekler
sirastyla Tablo 1 ve 2’de gosterilmistir.  Bunlara vankomisin agar tarama,
vankomisin ile teikoplanin mikrodiliisyon ve standart E testleri uygulanmustir.
Vankomisin tarama agarda lireyen S. aureus suslart VISA ve h-VISA yo6niinden

degerlendirmeye alinmistir.

Tablo 1: Bakteri gruplarinin génderildigi kliniklere gére dagilimi

MRSA MSSA MRKNS MSKNS Toplam
n=60 n=60 n=60 n=60 n=240

GH 3 2 4 3 12

Ped 4 4 9 9 26

YBU 20 4 15 7 46

icH 1 12 10 11 34

GC 2 3 5 3 13
Nrs 5 1 1 2 9

Nor 5 3 6 9 23
Pls 6 1 1 - 8
KVC - 1 2 2 5
Krd - 1 1 3 5
KD - 3 1 1 5
Onk 2 2 4 - 8
Uro - 1 1 2 4
Ort 10 9 - 4 23
Acil 2 3 - 1 6
FTR - - - 1 1
KBB - 4 - 1 5
Derm - 4 - 1 5
Goz - 2 - - 2

GH: Gégiis Hastaliklar1, Ped: Pediatri, YBU: Yogun Bakim Unitesi, I¢c H: i¢ Hastaliklar1, GC:
Genel Cerrahi, Nrs: Norosirurji, Nor: Noroloji, Pls: Plastik Cerrahi, KVC: Kardiyovaskiiler Cerrahi,
Krd: Kardiyoloji, KD: Kadm Hastaliklar1 ve Dogum, Onk: Onkoloji, Uro: Uroloji. FTR: Fizik Tedavi
ve Rehabilitasyon, KBB: Kulak Burun ve Bogaz Hastaliklari, Acil: Acil servis, Derm: Dermatoloji,
Go6z: Goz Hastaliklari, Ort: Ortopedi.

Bakterilerin izole edildigi orneklerin en fazla sayida gonderildigi klinik 46

adetle YBU olmustur. Ayn1 zamanda gonderilen érneklerden MRSA ve MRKNS’nin
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en fazla izole edildigi klinik olmustur (sirasiyla 20 ve 15 adet). Bu klinigi 34 6rnekle
i¢ hastaliklari, 26 6rnekle pediatri ve 23’er 6rnekle de noroloji ve ortopedi klinikleri

izlemistir. Bu 5 anabilim dalindan gonderilen materyaller, toplam sayinin % 63.3’{ine

denk gelmektedir.
Tablo 2: Bakteri gruplarmin izole edildigi érneklere gore dagilimi
MRSA n=60 MSSA n=60 Mﬁg@gfs MIIS:%TS Tn?zlzgl
Idrar 4 9 9 1 3
Kan 20 13 47 34 12
Yara 18 28 4 9 59
SVS 4 1 _ ) 7
Kateter 1 4 5
Balgam 1 5 _ P
Tr. Asp 12 2 ; i 1
Vajen - 1 ) ]

SVS: Steril viicut sivilar:

Calismamizda kullandigimiz stafilokoklarin en fazla izole edildigi Ornekler
sirastyla kan, yara ve idrar kiiltlirleri olmustur. Bakterilerin % 85.8’1 (toplam 206
adet) bu 3 Ornekten izole edilmistir. MSSA, MRKNS ve MSKNS gruplari,
siralamalar degismekle beraber en fazla bu 3 6rnekten izole edilmistir. Ancak MRSA
grubunda kan ve yaradan sonra bakterilerin en fazla izole edildigi 6rnek trakeal

aspirat olmustur.

3.2. Mikrobiyolojik kiiltiir ve identifikasyon islemleri

Laboratuara gonderilen orneklerden yapilan kiiltiirlerde iireyen stafilokok
siipheli kolonilerden oncelikle Gram boyast yapilmistir. Gram boyamada iiziim
salkim1 seklinde kiimeler olusturmus Gram pozitif koklar lama yayilarak iizerlerine
% 3’liikk H,O, damlatilarak gaz kabarcig1 olusturan bakteriler stafilokok olarak kabul
edilmis, S. aureus’u diger stafilokoklardan ayirmak i¢in tiip koagiilaz testi
uygulanmustir. Stafilokok susu olduguna karar verilen Gram pozitif, katalaz pozitif
kolonilerden alinip tavsan plazmasina eklenerek etiive kaldirilip inkiibasyona tabi
tutulmus, 24 saatlik inkiibasyondan sonra piht1 olusturan bakteriler S. aureus,
digerleri KNS olarak kabul edilmistir. Elde edilen suslar belli bir sayiya ulagincaya
kadar gliserollii LB sivi besiyerinde —80 °C’de saklanmus, say1 tamamlandiginda

suslar ¢ikarilarak kanli besiyerine tekrar ekim yapilip canlandirilmalar1 saglanmistir.
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Bu suslarin metisilin duyarliligini tespit etmek i¢in CLSI’nin Onerilerine gore
disk difiizyon yontemiyle sefoksitin diski (30 pg) kullanilmistir. (79). Saf
kolonilerden sivi besiyerinde 0,5 McFarland standart bulaniklifinda bakteri
sollisyonu hazirlanarak Mueller-Hinton besiyerine ekim yapilarak iizerine 30 ug
sefoksitin diski yerlestirilip 35 °C’de 24 saat normal atmosfer sartlarinda inkiibe
edilmistir. Sefoksitin diski ¢evresindeki inhibisyon zonu <21 mm. olan S. aureus’lar
direncli, >22 mm. olanlar duyarli; <24 mm. olan KNS’ler direngli, >25 mm. olanlar

duyarli kabul edilmistir.

3.3. Vankomisin Agar Tarama

Kanl1 agarda bir gece bekletilmis taze kolonilerden alinan ve 0,5 McFarland
bulanikligina ayarlanmis bakterilerden 10 pl’lik siispansiyon 4 pg/ml vankomisin
iceren beyin-kalp infiizyon (BHI) agara ekilerek 24. ve 48. saatlerde biiyiitecle
incelenerek tireme olup olmadigi arastirilmistir. Ayn1 bakteriler 6 pg/ml vankomisin
iceren besiyerine de ekilerek 2 farkli konsantrasyonda agar tarama plaginda
degerlendirilmistir. Bu besiyerlerinde iireyen S. aureus suslart VISA ve h-VISA
yoniinden arastirilmis, stipheli VISA ya da h-VISA olarak degerlendirilen suslar 9
giin siireyle vankomisin igermeyen besiyerinde bekletildikten sonra diger incelemeler

yapilmistir.

3.4. Standart E Test

Kanli agar besiyerinde bir gece bekletilmis kolonilerden Mueller-Hinton broth
icine 0,5 McFarland yogunlukta bakteri konulduktan sonra bu siispansiyondan 200
ul. almarak BHI agar besiyerine yiizeyel ekim yapilmistir. Yaklasik 10 dakikalik
kuruma siiresinin ardindan vankomisin ve teikoplanin (0,016-256) E test stripleri

yerlestirilerek 35 °C’de 24 saat inkiibe edilmis ve MIC degerleri belirlenmistir.

3.5. Mikrodiliisyon

Kanl1 agar besiyerinde bir gece bekletilmis kolonilerden Mueller-Hinton broth
icine 0,5 McFarland yogunlukta bakteri soliisyonu elde edilmistir. Mueller-Hinton
brotta vankomisin ve teikoplaninin 256 pg/ml’lik soliisyonlar: hazirlanmistir.
Mikrodiliisyon i¢in U tabanli plate’ler kullanilmistir. Mikrodiliisyon su sekilde
yapilmistir:
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1. Mikroplagin 1’den 12’ye kadar olan yatay kuyucuklarma 100’er pl.

Mueller-Hinton broth eklenmistir.

2. Her bir antibiyotik i¢in hazirlanan ¢ozeltiden 100 pl. alinarak ilk
kuyucuklara konulmustur. Birinci kuyucuklardan 100 pl. alinip ikincilere, oradan
aynt miktar alnip tgilnciilere ve bu sekilde 11. kuyucuga kadar diliisyonlar
yapilmistir. 12. kuyucuk pozitif kontrol olarak kullanilmis ve buna antibiyotik
eklenmemistir. Boylece ilk 10 kuyucuga vankomisin ve teikoplaninin 0,25-128

pg/ml’lik konsantrasyonlari eklenmistir.

3. Daha 6nceden hazirlanmis olan 10’ CFU/ml. bakteri siispansiyonlarmdan
100’er pl alinip 11. kuyucuk hari¢ tim kuyucuklara ilave edilmistir. 11. kuyucuk

negatif kontrol olarak kabul edilip bakteri eklenmemistir.

4. Mikroplagin tizeri steril bir plakla kapatildiktan sonra 35 °C’de 24 saat

inkiibe edilmistir.

5. Her bir susa ait {iremenin olmadig1 en diisiik konsantrasyon MIK olarak
degerlendirilmistir.

Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) kriterlerine gore
vankomisin MIK degeri S. aureus’ta <2 ug/ml olanlar duyarli, 4-8 pg/ml olanlar orta
derecede duyarli, >16 pug/ml olanlar da direngli; KNS’ler i¢cin <4 ug/ml olanlar
duyarli, 8-16 mpg/ml olanlar orta derecede duyarli, >32 mpg/ml olanlar da direngli
kabul edilmistir. Teikoplanin i¢in ise <8 pg/ml olanlar duyarli, 16 pg/ml olanlar orta

derecede duyarli, >32 pg/ml olanlar da direngli olarak degerlendirilmistir (79).

Mikrodiliisyon ve E testleri ile yapilan MIK degeri belirlenmesinden sonra
tarama agarda lireyen ve iremeyen S. aureus ve KNS’lerde ayr1 ayr1 olarak
metisiline duyarl suslarla direncli suslar arasinda MIK degeri yéniinden anlaml1 bir

farkin olup olmadigi istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3.6. Populasyon Analiz Profili-Egri Altinda Kalan Alan (PAP-AUC) Orani

Bu oran daha onceden Wootton ve arkadaslarimin tanimladigi sekilde
belirlenmis (80) ve bu yontem, VISA ve h-VISA suslarinin belirlenmesinde altin
standart olarak kabul edilmistir. Vankomisin tarama agarda iireyen S. aureus

kolonileri 24 saat 37 °C’de beyin-kalp infiizyon sivi besiyerinde inkiibe edilmistir.
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Buradan alinan 0,5 McFarland yogunlugundaki bakteri siispansiyonu 1 ug/ml ile 16
pg/ml vankomisin igeren BHI agara ekilmistir. 37 °C’de 48 saat inkiibasyon sonrasi
olusan koloniler sayilmis ve bunlara karsilik gelen vankomisin konsantrasyonlari
grafik iizerinde ¢izilmistir. Ardindan, vankomisin konsantrasyonlarina uygun koloni
sayilarimin logaritmik grafigi yapilarak her sus icin egri altinda kalan alan
hesaplanmistir. Kontrol suslar1 olarak Mu3, Mu50 ve ATCC 25923 (S. aureus subs.
aureus) kullanilmigtir. Daha sonra her bir susun PAP-AUC degeri Mu3 kontrol
susunun PAP-AUC degerine oranlanmistir. Bu islem sonucunda <0,90 bulunanlar
VSSA, 0,90-1,3 arasindakiler h-VISA ve >1,3 olanlar da VISA olarak kabul
edilmistir (81).
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen izolatlardan 22 adet MRKNS, 17 adet MSKNS ve 2
adet de MRSA 4pg/ml vankomisin iceren BHI agarda 24. saatte tiremistir. MSSA
grubu bakterilerden higbiri bu besiyerinde iirememistir. Calisilan bakteri
gruplarindan higbirinde 48. saatte iireme gozlenmemistir. Ayn1 bakteriler 6 pg/ml
vankomisin iceren BHI agara da ekilmis ve 4 pg/ml vankomisin igeren BHI agarda
tireyen 41 izolatin 38’inin bu besiyerinde de iiredigi tespit edilmistir. 4 pg/ml
vankomisin iceren BHI agarda iireyen 2 MSKNS ve 1 MRKNS izolat1 ise 6 pg/ml
vankomisin i¢eren BHI agarda lirememistir. Vankomisin tarama agarda iireyen
bakterilerin mikrodiliisyon ve E test yontemi ile belirlenmis MIK degerleri tablo 3’te
gosterilmistir. 4 pg/ml’lik tarama agarda iireyip 6 pg/ml’lik agarda iiremeyen 3
bakterinin vankomisin MIK degerleri E test ve mikrodiliisyon ydntemleriyle duyarli
olarak kabul edilen 4 pg/ml olarak belirlendiginden ve CLSI tarafindan da tarama
agar olarak 6 pg/ml vankomisinli agar onerildiginden bu bakteriler de tarama agarda

tiremeyenler grubuna dahil edilmistir.

Tablo 3: Tarama agarda iireyen bakterilerin vankomisin ve teikoplanin MIK degerlerine gore
dagilimi

Yontem E-test Mikrodiliisyon

Antibiyotik Vankomisin Teikoplanin Vankomisin | Teikoplanin

MIK degeri (ug/ml) | 6-8 12-16 | <8 1224 =32 | 8 16 |<8 16 =32

MRSA n=2 2 - - 2 - 2 - -2 -
MRKNS n=21 16 5 6 9 6 16 5 6 7 8
MSKNS n=15 12 3 11 3 1 12 3 11 2 2
Toplam n=38 30 8 17 14 7 30 8 17 11 10

Vankomisin agar tarama besiyerinde lireme gdzlenen suslarin hepsinde E-test
ve mikrodiliisyon yéntemi ile vankomisin i¢in orta derecede duyarl smirlarda MIK
degerleri tespit edilmistir. Diger taraftan bu suslarin teikoplanin icin tespit edilen
MIK degerleri degerlendirildiginde, vankomisin agar tarama besiyerinde iireme
gozlenen 21 MRKNS’nin 6’sinda, 15 MSKNS’nin de 11’inde E-test ve
mikrodiliisyon yontemi ile duyarl smirlarda MiK degerleri tespit edilmistir. Ayrica
tarama agarda liremis olan MRKNS’lerin teikoplanin i¢in E test yontemi ile 9’u orta

derecede duyarli smirlarda, 6’s1 direngli sinirda MIK  degeri gdsterirken
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mikrodiliisyon ydntemi ile 7’si orta derecede duyarli, 8’i direngli MiK degerlerine
sahip olarak tespit edilmistir. Ek olarak MSKNS’lerin de E test yontemi ile 3’1 orta
derecede duyarli smirlarda, 1°i direngli smirda MIK degeri gdsterirken
mikrodiliisyon yontemi ile 2’si orta derecede duyarli, 2’si direngli MiK degerlerine
sahip olarak tespit edilmistir. Kisacasi, vankomisini agar tarama besiyerinde lireme
gosteren stafilokok suslarmin vankomisin igin MIK degerleri E-test ve
mikrodiliisyon yontemi ile uyumlu bulunurken, bu suslarin mikrodiliisyon ve E-test
yontemi ile teikoplanin igin tespit edilen MIK degeri smirlarinda farkliliklar

gozlendigi tespit edilmistir.

Bunlarin disinda kalan bakterilere de MIK degerlerini belirlemek igin aym
testler uygulanmistir. Daha once de belirtildigi gibi MSSA grubu bakterilerin higbiri
tarama agarda lirememistir. Tarama agarda {iremeyen bakterilerin MIK degerleri de
Tablo 4’te sunulmustur.

Tablo 4: Tarama agarda tiremeyen bakterilerin E-test ve mikrodiliisyon yontemiyle vankomisin
ve teikoplanin MIK degerlerine gére dagilimi.

Yontem E-test Mikrodiliisyon
. Antibiyotik Vankomisin Teikoplanin Vankomisin Teikoplanin
MIK degeri (pg/ml) | 1-2 34 10.19-2 3-8 12-16 | 12 4 10252 48 16
MRSA n=58 16 42 9 42 7 16 42 9 42 7
MSSA n=60 45 15 57 3 - 45 15 57 3 -
MRKNS n=39 8 31 16 23 - 8 31 16 23 -
MSKNS n=45 37 8 40 3 2- 37 8 40 5 -
Toplam n=199 106 93 122 70 7 106 93 122 70 7

Vankomisin agar tarama besiyerinde lireme gostermeyen 58 MRSA susunun
42’sinin, 60 MSSA susunun da 15’inin E-test ve mikrodiliisyon yoOntemleri ile
vankomisin i¢in MIK degerlerinin orta derecede duyarlilik smirlarinda oldugu tespit
edilmistir. Vankomisin agar tarama besiyerinde iireme gozlenmeyen suslarin 7
MRSA susu hari¢ hepsinde E-test ve mikrodiliisyon yontemi ileteikoplanin i¢in de
duyarli sinirlarda MIK diizeyleri tespit edilmistir. Metisiline duyarlilik durumlarina
gore karsilastirildiginda ise metisilin direnci gozlenen suslarda duyarl gruplara gore
MIK diizeylerinin daha yiiksek oldugu gdzlenmistir. Ayrica bu grupta mikrodiliisyon

ve E-test yontemleri ile tespit edilen degerler birbiri ile uyumlu bulunmustur.

Metisiline duyarl bakterilerle direngliler arasinda glikopeptid MiK degerlerini

kargilagtirmak i¢in vankomisin tarama agarda {iireyen bakterilerle iliremeyen
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bakterilerin MiKsy ve MiKy, degerleri ayr1 ayr1 hesaplanarak karsilastirilmistir.
Tarama agarda lireyen ve liremeyen bakterilerin MiKs, ve MiKyg, degerleri de Tablo

5 ve 6’da sunulmustur.

Tablo 5: Vankomisin 6 pg/ml’lik tarama agarda iireyen stafilokoklarn MiKs, ve MiKg, (ng/ml)
degerlerine gore dagilimu

Vankomisin Teikoplanin
MiKs, MiKyo MiKs, MiKo,
MRSA n=2 6 8 16 16
MRKNS n=21 6 12 16 32
MSKNS n=15 8 12 12 24

Daha onceden de belirtildigi gibi MSSA grubundan higbir bakteri bu tarama
agarda iirememistir. KNS grubunun degerlerine bakildiginda da metisiline direncli
olanlarda duyarlilardan daha yiliksek veya en azindan esit degerlerin bulundugu

gozlenmektedir.

Tablo 6: Vankomisin 6 pg/ml’lik tarama agarda iiremeyen stafilokoklarm MiKsy ve MiKg,

(ug/ml) degerlerine gore dagilimi.

Vankomisin Teikoplanin
MiKs, MiKy, MiKs, MiKy,
MRSA n=58 3 4 4 12
MSSA n=60 2 3 1 1.5
MRKNS n=39 3 4 4 8
MSKNS n=45 2 3 1 3

Tarama agarda iiremeyen stafilokoklar incelendiginde S. aureus grubunda da,
KNS grubunda da metisiline direngli olanlarda duyarli olanlara gére daha yiiksek

MIiKs, ve MiKy, degerleri gbzlenmistir.

Vankomisin tarama agarda iireyen 2 MRSA izolatina uygulanan populasyon
analizi sonucunda bu bakterilerin egri altindaki alanlarinin Mu3 susununkine orant 1.
bakteri igin (427) 1.01, ikinci bakteri (575)i¢in ise 1.05 olarak belirlenmis olup bu
bakterilerin h-VISA olduklarina karar verilmistir. Populasyon analizi yapilan

bakterilerin PAP-AUC alan grafikleri asagida gosterilmistir



30

0 i 2 i s 6 o " 2 : b 16
Vankomisin Konsantrasyonu (pg f ml) Vankomisin Konsantrasyonu (pg / ml})
Grafik 1: Bakteril’in (427) PAP-AUC Grafik 2: Bakteri 2’nin (575) PAP-
alan grafigi. AUC alan grafigi.
0 ; 2' 4 ; 1I5 0 ! Vankomisiﬁ Konsantras‘:'onu (ug/ m?) .
Vankomisin Konsantrasyonu (ug / ml)
Grafik 3: Standart stafilokok susunun Grafik 4: Mu 3 susunun (h-VISA)
(ATCC 25923) PAP-AUC alan grafigi. PAP-AUC alan grafigi
E L
0 n 2 : b m

Vankemisin Kensantrasyonu (ug / ml)

Grafik 5: Mu 50 susunun (VISA) PAP-AUC alan grafigi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tip diinyasinda saglanan gelismeler sonucu, bir taraftan insanoglunun yasam
kalitesi artip yasam siiresi uzarken, diger taraftan tan1 ve tedavi amaciyla uygulanan
girisimler, yogun antibiyotik kullanimi gibi faktdrlerin faturasi karsimiza "hastane

infeksiyonlar1" ve "antibiyotiklere direncli bakteriler" olarak ¢ikmaktadir.

Son zamanlarda hem toplum, hem de hastane kaynakli S. aureus infeksiyonlari
siirekli artmakta ve ayni zamanda bu bakterilerdeki c¢oklu ilag direnci nedeniyle
olusturduklar1 hastaliklarin tedavisi giderek giliclesmektedir. Bir¢ok arastirmada S
aureus'un nozokomiyal pnomoni ve cerrahi alan infeksiyonlarinin en sik, kan ile
iliskili infeksiyonlarin ise ikinci siklikta etkeni oldugu gosterilmistir (18). Bu sik
goriilen stafilokoksik infeksiyonlarin tedavisi amaciyla penisilinler gelistirilmis,
ancak kisa stire sonra S. aureus kokenlerinde yliksek diizey penisilin direnci ortaya
cikmigtir. (82). Ardindan klinik kullanima sunulan antistafilokoksik penisilinlere
(metisilin, nafsilin, oksasilin), makrolidlere, tetrasiklinlere ve aminoglikozidlere de
diren¢ gelismesi ve bu direncli kokenlerin yayilmasiyla birlikte stafilokoksik
infeksiyonlarin tedavisi tim diinyada 6nemli bir sorun haline gelmistir. CDC
verilerine gore 1987—-1997 arasinda yogun bakim tiinitelerinde ortaya ¢ikan stafilokok
infeksiyonlar1 iginde MRSA infeksiyonlarinin orant % 20'lerden % 45'lere ulagmistir
MRSA  kokenlerinin = ¢ogunun  makrolidler, linkozamidler, kloramfenikol,
tetrasiklinler, kinolonlar ve aminoglikozitlere de direngli olabilecekleri bilinmektedir.
Buna bagli olarak metisiline direncli bir stafilokok infeksiyonunda kullanilabilecek
antibiyotikler bircok kez sadece glikopeptidler ile siirli kalmaktadir. Nitekim
metisiline direngli kdkenler i¢inde sadece vankomisine duyarli kékenlerin orani da
bu 10 yilda % 22.,8'den % 56,2'ye yiikselmistir (18). Bu durum direngle savasi
neredeyse hastanin altta yatan sorununa g¢are bulmaktan daha 6n plana gegirmekte,

bu da ¢esitli maddi ve manevi olumsuzluklarla sonu¢lanmaktadir (83).

MRSA, iilkemizde de hastane infeksiyonu etkenleri icinde ilk siralarda yer
almakta ve yillar iginde goriilme sikliginda artis saptanmaktadir. (84). Basta YBU
olmak iizere hastanelerin bazi boliimleri stafilokok ve 6zellikle MRSA infeksiyonlari
acisindan daha yiiksek risk altindadir. 65 yasin iistiinde, hastanede uzun siire yatan,

operasyon gegiren ya da ¢ok sayida invaziv girisim uygulanan, acik cilt lezyonlar
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bulunan ve genis spektrumlu/uzun siire antibiyotik tedavisine maruz kalan hastalar,
hem endojen floranin hem de ortam bakterilerinin tehdidi altindadir. Bu kosullar
direncli bakteri suslarinin se¢ilmesine yol agarken, MRSA infeksiyon ve

kolonizasyonunu da 6n plana ¢ikarmaktadir.

Son yillarda stafilokok tiirlerinde giderek artan oranda glikopeptid direncinin
bildirilmeye baslanmasi; stafilokok infeksiyonlarindaki son segenek antibiyotikler
olan vankomisin ve teikoplanin kullaniminin kisitlanmasinin 6nemine bir kez daha
dikkatleri ¢ekmistir. (85). Stafilokoklar, metisiline diren¢ kazanmalar1 i¢in gerekli
gen mutasyonunu 10 yilda olusturduklari halde, enterokoklarin vankomisini yenmesi
i¢in sadece 2 yil yetmistir (86). Ustelik enterokoklarin sahip olduklari, vankomisine
kars1 direng saglayan genleri plazmidler araciligi ile diger tiirlere, Ornegin
stafilokoklara aktarmalar1 olasilig1 vardir. Vankomisine direngli enterokok (VRE)
Oornegi, hem  uygunsuz  antibiyotik = kullaniminin  olduk¢a  tehlikeli
mikroorganizmalarin liremesine neden olabilecegini, hem de bu olgu karsisinda
hekimin tipki penisilin Oncesi c¢agdaki gibi ¢aresiz kalabilecegini gdstermesi

bakimindan ¢ok onemlidir (86).

Glikopeptid antibiyotiklerin uygun olmayan doz ve siirelerde kullanilmasi, bu
ilaglara diren¢ gelismesine katkida bulunan en 6nemli faktorler olmuslardir (87).
Glikopeptidlerin bu sekilde kullanimi, tam diren¢ olusturmasa bile direngli alt
gruplarin olugmasina katkida bulunmustur (7, 88—89). Ayrica yetersiz doz nedeniyle
diisiik doku konsantrasyonu, diabetes mellitus, bagisiklik sisteminin baskilanmasi,
maligniteler, son donem bobrek yetmezligi, infeksiyon saptanmasindan sekiz hafta
once gecirilmis cerrahi miidahaleler, endokardit, abse, ortopedik cihaz infeksiyonu
gibi bakteriyel yiikiin yiiksek oldugu durumlar da bu faktorler arasinda sayilmistir.

(22, 74, 80-94).

Giinlimiizde dek S. awureus kokenlerinde 1ii¢ farkli vankomisin direnci
tanimlanmistir. Bunlardan ikisi yukarida anlatilan VISA ve h-VISA suslarinda
saptanan, vankomisine homojen ve heterojen orta derecede direngtir. Ugiincii direng
tipi ise giinlimiize dek sadece 3 S. aureus kokeninde saptanan ve enterokoklarda
vankomisin direncine neden olan vanA genine bagli olan direngtir. Vankomisine tam

direnc gdsteren bu ii¢ bakterideki (MIK > 32 mug/ml) mekanizma, yiiksek diizeyde
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glikopeptid direncine neden olmaktadir ve bu kokenler de VRSA olarak
adlandirilmaktadir (18). Glikopeptid direncini sorgulayan calismalarin ¢ogunun
vankomisin ile yapilmis olmasi, sadece vankomisini ilgilendiren bir direng tehdidinin
oldugu anlamina gelmez. Bu direng, teikoplanine karsi da olabilir. Ancak her iki
direncin de ayni susta olma zorunlulugu yoktur. Suslar, yalniz bir antibiyotige karsi
direng icerebildigi gibi, her iki antibiyotige karsi da direng igerebilirler. Ornegin,
Fransa'da 20002001 tarihinde 18 schirdeki 24 hastaneden izole edilmis 89 adet
MRSA susunu kapsayan calisma, hem vankomisin hem de teikoplanin iceren
besiyerleri kullanilarak yapilmistir. Bu calismada teikoplanine orta duyarli ve
direngli 38 izolat bulunmustur. Bunlardan da heterojenite ve orta duyarlhlik igerenler
30 tanedir. Yine tiim bu suslar i¢cinde toplam 40 tanesi vankomisine karsi azalmis
dirence sahiptir. Hem vankomisin hem de teikoplanine kars1 azalmig dirence sahip 21
izolat bulunmustur (95). Istanbul Universitesi’nde yapilan ve yogun bakimdan izole
edilen 63 S. aureus ve 57 KNS’den olusan 120 bakteri izolatinin incelendigi bir
calismada da bakterilerin hi¢gbirinde vankomisine direng gozlenmedigi, ancak 6 KNS
susunun teikoplanine direngli oldugu; suslarin tamami ic¢in S.aureus’larda
vankomisin ile teikoplanin MiKsy ve MiKgo degerleri 2 pg/ml olmasma ragmen bu
suslarda 4 pg/ml; teikoplanin MiKs, ve MiKyy degerlerinin ise S. aureus’lar i¢in 3/8
pg/ml, KNS’ler iginse 4/8 pg/ml olarak belirlenmesine ragmen bu izolatlarda 256
pg/ml oldugu bildirilmistir. (96). Bizim c¢alismamizda, tarama agarda iiremeyen
bakteriler icin E-test ve mikrodiliisyon ile belirlenen MIK degerleri birbiriyle
uyumluyken vankomisin agar tarama besiyerinde ilireme gozlenen izolatlardan
KNS’lerin mikrodiliisyon ve E-test yontemi ile belirlenen teikoplanin MIK degerleri
arasinda farkliliklar gozlenmistir. Bu farkliliklar, E-test sisteminin bir derece daha
hassas olmasindan kaynaklanmaktadir. CLSI kriterlerine gore uygulanan
mikrodiliisyonda elde edilen degerlerde 16 pg/ml degeri orta derecede duyarl
grubundayken >32 pg/ml degeri direngli olarak kabul edilmektedir. E-test sisteminde
ise 16 ug/ml ile 32 pg/ml degerleri arasinda 24 pg/ml degeri bulunmaktadir. Bu MiK
degerine sahip olan bakteriler, mikrodiliisyonda 16 pg/ml’lik teikoplanin
konsantrasyonunda {tirediklerinden bir {list deger olan 32 pg/ml degeri bunlar igin

MIK olarak kabul edilmekte ve direncli grubunda kabul edilmektedirler. Ancak E-
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test sistemi ile yapilan MIK belirlenmesinde bu bakterilerin MIK degerleri 24 pug/ml

olarak kabul edildiginden orta derecede duyarli grubunda yer almaktadirlar.

Eger MRSA’ya kars: etkisiz olan genis spektrumlu sefalosporinlerin kullanimi
azaltilirsa hastanede MRSA orani azaltilabilir. MRSA miktarinin azaltilmasi ise
VISA ve h-VISA’nin azaltilmasi i¢in yapilacak en onemli tedbir olarak ileri
stiriilmektedir (22). Bizim ¢alismamizda da bir derece daha hassas oldugu i¢in E-test
sistemiyle yaptigimiz degerlendirmeye gére elde ettigimiz MiKsy ve MiKgo degerleri
incelendiginde de tarama agarda iireyen bakterilerde metisiline direngli olanlar,
duyarl olanlara gore genellikle daha yiiksek MiKsy ve MiKgy degerlerine sahip
olarak  bulunmustur. Her ne kadar MSKNS’lerdeki MIiKs degeri
MRKNS’lerdekinden fazla goriiliiyorsa da tarama agarda iireyen MRKNS’lerin
MSKNS’lerden daha fazla oldugu unutulmamalidir. Ayrica Tablo 3 incelendiginde
daha diisik MIK degerine sahip bakterilerin bulundugu aralikta MSKNS’lerin
oraninin MRKNS’lere gore daha yiiksek oldugu goriilecektir.

Ulkemizde ¢esitli hastanelerde izole edilmis stafilokoklarda vankomisin
direncinin arastirildigi birgok calisma yapilmistir. Giilay ve ark. (97) Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi'nde klinik drneklerden izole ettikleri 95 MRSA susunun
vankomisin direncini arastirdiklar1 ¢aligmada, mikrodiliisyon yontemi ile suslarin
5’inde (%5.3) vankomisine azalmis duyarhilik (MIK: 8 pg/ml) saptamislardir. Aktas
ve ark. (98) da 100 stafilokok susunda agar diliisyon yontemi ile yaptiklari ¢alismada
vankomisine diren¢ saptamamuglardir. Siinbiil ve ark. (99) 102 stafilokok susunu
degerlendirdikleri ¢alismada vankomisin MIK araligmi 0.25-2 pg/ml olarak

bulmuslardir.

Bizim caligmamizda incelenen tiim suslar degerlendirildiginde, vankomisin
icin 145’inin MIK degerleri duyarli aralikta iken, 95’inin MIK degerinin orta
derecede duyarli aralikta oldugu tespit edilmistir. Tarama agarda iireyen toplam
bakteri sayisindan daha fazla sayida bakterinin vankomisin MiK degerlerinin orta
derecede duyarli bulunmasinin nedeni, bu besiyerinde iireyemeyen bakterilerden S.
aureus grubunda bulunanlarin bir kismimin orta derecede duyarli grubunda
bulunmasidir. Tablo 4 incelendiginde 58 MRSA’dan 42’sinin ve 60 MSSA’dan da

15’inin 3—4 pg/ml araliginda tredigi goriilecektir. Bu degerler S. aureus’lar igin



35

CLSI kriterlerine gore orta derecede duyarli grubuna girmektedir. (79) Calismamizda
incelenen suslarin hi¢birinde vankomisin igin direngli diizeyde MIK degeri tespit

edilmezken, 7 susda teikoplanin i¢in diren¢ diizeyinde MIK degeri tespit edilmistir.

Calismamizda elde ettigimiz carpict sonuglardan biri de KNS grubundaki
bakterilerin her iki antibiyotige de S. aureus’lara gore daha yiiksek oranda azalmig
duyarlilik saptanmasidir. MSSA grubu bakteriler hi¢bir tarama agarda tiremezken, 6
pg/ml’lik tarama agarda iireyen 38 izolattan 21’inin MRKNS, 15’inin MSKNS ve
2’sinin de MRSA grubundan oldugu gozlenmistir.

Fitch ve ark. MRSA suslarinin teikoplanin direncini agar diliisyon yontemiyle
arastirdiklar1 ¢alismada bir klinik drnekte teikoplanine azalmis duyarlilik (MIiK: 16
pg/ml) saptamislardir. (100) Nourse ve ark. kan kiiltlirlinden izole ettikleri S.
epidermidis susunda E-test ile teikoplanine azalmis duyarhilik (MIK: 24 pg/ml)
saptamiglardir (101). Sieradzki ve ark. galigmaya aldiklar1 41 MRKNS susunun
28'inde tiipte diliisyon ydntemiyle teikoplanine azalmis duyarlilik (MIK: 16 pg/ml)
tespit etmiglerdir (102) Watanakunakorn, teikoplanin direncini arastirdigi
calismasinda 90 S. aureus susunda %1 oraninda teikoplanine azalmig duyarlilik
(MIK: 16 pg/ml) saptamstir (103). Sloos ve ark. da 91 KNS izolat: ile yaptiklari
calismalarinda %2 oraninda teikoplanine azalmis duyarhilik (MIK: 16 pg/ml)
saptamiglardir (104). Calismamizda ise E test yontemiyle 21 stafilokok susunda (%
8.75), mikrodiliisyon yontemiyle de 18 susta (%7.5) teikoplanine orta derecede
duyarlilik ve her 2 yontemle de 7 susta (% 2.9) teikoplanine direng (MIiK:>32
mpg/ml) saptanmistir. Calismamizda elde edilen degerler yukaridaki ¢alismalara
gbre daha yiiksek bulunmustur. Teikoplanine direngli suslar incelendiginde bunlarin
yogun antibiyotik tedavisi uygulanan bdliimlerden goénderilen 6rneklerden izole
edildigi gdzlenmistir. Bu suslarin 5 tanesi noroloji, YBU ve i¢ hastaliklar1 (geriatri)
kliniklerinden (sirasiyla 2, 2 ve 1 adet) gonderilen kan kiiltiiriirlerinden izole
edilmistir. Diger 2 6rnek ve gonderildikleri klinikler ise sirasiyla s6yledir: Onkoloji-
idrar ve KVC-yara kiiltiirleri.

Stafilokok suslarinin teikoplanin direncinin arastirildigi 1990-2000 yillar:
arasinda yapilan 26 calisma, lilkemizde stafilokoklarda teikoplanin direncinin %2-6

arasinda degistigini ve orta duyarliligin da %1-3 arasinda oldugunu gdstermektedir
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(105). Calismamizda belirlenen teikoplanin direnci (%2.9), Tiirkiye genelindeki
teikoplanine diren¢ oranlar1 ile benzerlik gostermektedir. Orta duyarlilik ise bu
degerin iizerindedir. Bu degerin yiiksekligi, teikoplanin kullaniminin artisina ve bu
ilaca kargt stafilokoklarin daha hizli direng gelistirmesine bagli olabilir.
Calismamizda da goriildigi gibi teikoplanine direncin artigi, teikoplaninin
etkinliginin vankomisinden daha az oldugunu ve bu antibiyotigin de kullaniminin

kontrol altina alinmasi gerektigini diisiindiirmiistir.

VRSA kokenlerinde glikopeptid direnci, bu bakterilerin yiiksek MiK'leri
nedeniyle, her zaman rutin laboratuvar duyarlilik testleri ile saptanabilmektedir.
VISA kokenlerinde de vankomisin duyarliliginin belirlenmesi genellikle ¢ok sorunlu
degildir. Ornegin, Michigan ve New Jersey'de izole edilen suslann MIK degerleri
(MiK 8 pg/ml) sivi mikrodiliisyon yontemi ile 35°C'de 24 saatlik inkiibasyonun
ardindan belirlenebilmistir (7). Ancak, New York'ta saptanan susun MIK degerleri
ise sivi mikrodilisyon yontemi ile 4 mug/ml, E test ile de 6 pg/ml olarak
saptanmustir (89). Bu nedenle tek bir MIK belirleme yénteminin VISA kdkenlerinin
vankomisin direncini saptamada yetersiz kalabilecegi sdylenmektedir. Bir S. aureus
kokeninde VISA adlandirmasinin yapilabilmesi i¢in CDC'nin kriterleri 24 saat
inkiibe edilen ve 10° CFU/ml yogunlugundaki inokulumun kullanildigi sivi
mikrodiliisyon ile vankomisin MiK'lerinin 8-16 pug/ml, E-test yontemi ile >6 mpg/ml
olmasi ve 6 pg/ml vankomisin iceren BHI agar plaklarinda 24 saat iginde
tireyebilmesi  seklindedir. CDC ayrica stafilokok kokenlerinde vankomisin
duyarliligmmin belirlenmesi i¢in disk difiizyonun uygun bir yontem olmadigini ve
herhangi bir S. awureus kokeninde vankomisin igin MIK degeri 4 pg/ml
bulundugunda CDC'ye gonderilmesi gerektigini de vurgulamaktadir (79). h-VISA'y1
ise popiilasyon i¢indeki bakterilerin biiylik bir cogunlugunun duyarl sinirlari iginde
olmas1 nedeniyle rutin laboratuvar testleri ile saptamak genellikle miimkiin degildir.
Ornegin bu tip direncin prototipi olan Mu3'iin standart mikrodiliisyon yéntemi ile
vankomisin MIK degerleri 1-2 pg/ml olarak saptanmaktadir (106). Ayrica CLSI'nin
standart duyarlilik testlerinde kullamlmasimin énerdigi inokulum dansitesi 5 x 10’
CFU/ml’dir. Ancak 6zellikle h-VISA subpopiilasyonlarinda direngli bakterilerin
orani 10°-10° CFU/ml arasinda degismekte ve bu nedenle direngli bakteriler

ornekleme yanlisligi nedeniyle belirlenememektedir. Bundan dolay1 giiniimiizde bu



37

konu ile ilgili ¢calismalarin ¢ogu h-VISA'nin dogru bir sekilde belirlenebilmesine

odaklanmustir.

Giiniimiize dek yapilan calismalar ve CDC onerileri, vankomisin i¢in MIK
degeri 4-8 pg/ml olan stafilokoklarin disk diflizyon yontemi ve otomatize sistemlerle
giivenilir bir bicimde tanimlanamadigini ortaya koymaktadir. Bu calismada da
glikopeptid direncinin arastirilmasinda bu iki yontem kullanilmamistir CLSI 6nerileri
dogrultusunda 30 pg'lik vankomisin diskleri kullanilarak vankomisin direncinin
aragtirtlmasi, VISA ve h-VISA'y1 saptamada yetersiz kalabilmektedir. Bu nedenle
CLSI onerileri iginde yer alsa da disk difiizyonun stafilokoklarin glikopeptid
duyarliliklarinin rutin test edilmesinde kullanimi 6nerilmemektedir. VISA ve h-VISA
kokenlerini saptayan yontemler 6 pg/ml vankomisin iceren beyin-kalp infiizyon agar
tarama ve sivi mikrodiliisyon, agar diliisyon ve E-test gibi otomatize olmayan MiK
saptama yontemleridir. Bunlar disinda popiilasyon calismalari, popiilasyon analiz
profilleri, makrodiliisyon E-test, popiilasyon analiz profili-egri altinda kalan alan
orani gibi yontemler de bu amagcla kullanilmaktadir (77, 107). Bu calismada da ilk
olarak CDC'nin Onerileri dogrultusunda hazirlanan agar tarama ydntemi
kullanilmigtir. Bu yontem ile direngli saptanan bakterilerin mikrodiliisyon standart E-
test ve popiilasyon analiz profili-egri altinda kalan alan (PAP-AUC) orani yontemleri

de ile dogrulamalar1 yapilmistir.

Vankomisin direncinin belirlenebilmesi icin agar tarama yontemi ilk kez
Hiramatsu ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir Bu yontemde 4 pg/ml
vankomisin igeren BHI agar plaklarma 10 pl kuskulu bakteri siispansiyonu inokiile
edilmis ve 24 saat i¢inde iireyen bakteriler VISA, 48 saat icinde iireyenler ise h-
VISA olarak kabul edilmistir. Bu yontem klinik laboratuarlarda h-VISA'larin
saptanmast icin uygun bir yontem olmakla beraber teorik olarak bazi sinirlamalari
vardir ve daha az heterojenlik derecesine sahip h-VISA kdokenlerinin
saptanamayabilecegi ifade edilmektedir. Bu nedenle, siipheli klinik S. aureus
kokenlerinin tam popiilasyon analizi ile dogrulanmasi gerektigi ileri siiriilmektedir
(51). Tarama testleri konusunda yapilan bir baska calismada 2, 4 ve 6 ug/ml
vankomisin igeren besiyerleri karsilastirilmistir ve 6 pg/ml vankomisin i¢ceren BHI
agarin tarama i¢in daha uygun oldugu belirtilmistir.(77). Bizim ¢alismamizda da 6

pg/ml vankomisin igeren plaklarm MIK degeri 6-8 pg/ml olan kokenleri,
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duyarlilardan ayirmada daha etkili oldugu gosterilmistir. Calismanin sonucuna gore 6
pg/ml  vankomisin igeren BHI agar besiyerinin tarama i¢in uygun oldugu
goriilmiistiir. Gilinlimiizde CDC'nin Onerisi de glikopeptidlere azalmis duyarlilik
gosteren S. aureus kokenlerinin aragtirllmasinda 6 pg/ml vankomisin igeren BHI
agar besiyerinin kullanimi ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda iireyen bakterilerin
VISA ve h-VISA yoniinden arastirilmasidir. (107). Calismamizda da 120 S. aureus
susundan 2’si BHI agarda 24 saat sonunda iliremis ve bunlarin yapilan PAP-AUC

degerlendirmeleri sonucunda h-VISA olduklari belirlenmistir..

Yapilan bazi ¢aligmalarda E-test yonteminin glikopeptidlere azalmig duyarhilik
gosteren stafilokoklarin saptanmasinda hizli ve uygun bir test oldugu belirtilmis ve
makrodiliisyon yonteminin hizli ve daha az yanlis negatif sonu¢ vermesi nedeniyle
tarama icin uygun oldugu gosterilmistir (108). Fakat daha kesin sonug i¢in modifiye
populasyon analiz profili yonteminin kullanilmasini 6nerilmistir. Standart E-test ve
makrodiliisyon E-test yontemlerinin Mu3 ve Mu50 kdkenlerini tanimlama etkinligini
arastiran bir ¢alismada standart E-test yonteminin h-VISA olan Mu3'i
belirleyemedigi, buna karsilik VISA olan Mu50'yi tanimlayabildigi, 2 MacFarland
bulaniklikla hazirlanan bakteri siispansiyonunun kullanildigr makrodiliisyon E-test
yonteminin ise her iki kdkeni dogru bir sekilde saptayabildigi goriilmiistiir (80). Bu
calismada agar taramada iireyen bakteriler kuskulu VISA/h-VISA olarak kabul
edilmis, bunlarm MIK degerlerini belirlemek icin standart E-test yontemiyle beraber
mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir. Vankomisin tarama agarda iireyen birinci.
bakterinin (427 no’lu bakteri) vankomisin MiK degeri standart E-test yontemi ile 6
pg/ml, mikrodiliisyon yontemi ile 8 pg/ml; ikinci bakterinin (575 no’lu bakteri)
vankomisin MiK degeri ise standart E-test yontemi ve mikrodiliisyon ile 8 pg/ml
olarak belirlenmistir. Bu degerlere dayanilarak bakterilerin VISA/h-VISA yoniinden

arastirilmalarina karar verilmistir.

Wootton ve arkadaslari (80) tarafindan tanimlanan PAP-AUC oran1 yonteminin
tekrarlanabilirligi ve etkinligi bir¢ok calismada ortaya konulmustur. Bu yOntemin
Mu3 ve Mu50 kokenlerini tanimlamadaki etkinligi %100 olarak bulunmustur. Bu
nedenlerle giinlimiizde PAP-AUC ydntemi bir¢ok arastirmaci tarafindan VISA ve h-
VISA kokenlerinin tanimlanmasinda altin standart olarak kabul edilmektedir (109).

Bu calismada da PAP-AUC ydntemi referans yontem olarak degerlendirilmis ve agar
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taramada iireyen ve kuskulu h-VISA/VISA olarak kabul edilen bakterilerin
dogrulanmasinda bakteri 427 'nin Mu3’e oram1 1.01 ve bakteri 575"inki de 1.05 olarak
hesaplanmistir. Sonugta her iki bakterinin de h-VISA olduklar1 kabul edilmistir..

Glinlimiizde birgok iilkede bu VISA ve h-VISA direng tiplerine sahip
kokenlerin orani, direncin rutin yontemlerle saptanamamasi nedeniyle tam olarak
bilinmemektedir. VISA kokenlerinin vankomisin icin MIK degeri 8 pg/ml'dir.
Giiniimiizde bu MIK degerlerine sahip klinik S. aureus izolatlar1 ile olusan
infeksiyonlar heterojen direnclilere gére daha nadirdir ve Japonya, ABD, Ingiltere,
Fransa, Almanya ve Hong Kong'dan az sayida olgu bildirilmektedir. Heterojen
direng fenotipine sahip stafilokoklarla olusan infeksiyonlar ise daha yaygindir ve
Japonya ile ABD disinda Ispanya, Iskogya, Almanya ve Yunanistan gibi Avrupa
tilkelerinden de bildirilmektedir (108). Ancak giiniimiizde bir¢ok batili iilkede bile

saptama giicliikleri nedeni ile h-VISA'nin prevalansi tam olarak bilinmemektedir.

Hacettepe Univeritesi Tip Fakiiltesi'nde yapilan ve farkli ydntemlerin
kullanildig1 bir calismada h-VISA oram1 % 17,96 bulunmus, VISA kokeni
saptanamamustir (110). Yunanistan'da yapilan bir ¢calismada ise 99 S. aureus kokeni
icinde sadece 1 adet h-VISA saptanmustir (111). Fransa'dan bu oran % 0,6-2,9
arasindadir. Belgika'da yapilan bir ¢alismada ise incelenen 1000'den fazla MRSA
arasinda sadece bir VISA ve bes h-VISA saptanmistir. Giliney ve Kuzey Amerika
tilkelerinin katildig1 alt1 yillik bir VISA tarama g¢alismasinda ise toplam 427 MRSA
kokeni iginde Brezilya'dan 1, Arjantin'den 2 ve ABD' den de 9 h-VISA kokeni
bildirilmistir (73). Asya iilkelerinde yapilan c¢alismalarda ise h-VISA oranlar
iilkelere gore Japonya'da 98,2, Hindistan'da %6,3, Giliney Kore'de %6,1,
Filipinler'de %3,6, Vietnam'da %2,4, Singapur'da %2,3 ve Tayland'da da %?2,1
olarak bulunmus, Cin, Endonezya, Suudi Arabistan, Sri Lanka ve Tayvan'da h-VISA
kokeni saptanamamustir (112). Ulkemizde Ege Universitesi'nde VISA'lar igin oran
%1.3, h-VISA ve VRSA'lar i¢in ise %0 iken (113), Ankara'da (110) h-VISA oram
%17,96 bulunmus, VISA ve VRSA kokeni saptanamamistir. Bu ¢alismada incelenen
120 S. aureus kokeninde 2 adet h-VISA saptanmis, h-VISA orani Siilleyman Demirel
Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi i¢in % 1.7 olarak hesaplanmis, VISA

ve VRSA bulunamamistir. Benzer sekilde diinyadan bildirilen prevalans oranlar da,
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bolgeler arasinda biiyiik farkliliklar gostermektedir. Bunun nedenlerinden biri tarama

ve tani i¢in kullanilan yontemlerin ¢aligmalar arasinda farkliliklar olmasidir.

Ancak, hiicre duvar1 kalinlagsmasia bagli gelisen VISA kokenlerinden c¢ok,
vanA geni nedeniyle ortaya ¢ikan vankomisine yliksek diizeyde direncli S. aureus
kokenlerinin diinyaya yayilma agisindan daha tehlikeli olduklar1 sdylenmektedir.
VISA kokenlerindeki direng mekanizmasinda bu kadar yiiksek diizeyde vankomisin
MIK degeri (32 pg/ml) saptanamamaktadir. Bunun nedeni, bakterilerin enerji
tiiketimleridir. Yiiksek miktarda peptidoglikan tabakanin iiretilmesi icin ¢ok fazla
enerji gereksinimi olmakta, bu da VISA kokenlerinin bir siire sonra bazi biyolojik
sinirlamalara girmek zorunda kalmalarina yol agmakta ve direng belli bir diizeyde
kalmaktadir. VanA genine bagli diren¢ ise diinyada kolaylikla yayilmis olan
enterokoklarda oldugu gibi, ekolojik ve epidemiyolojik olarak olduk¢a avantajhidir.
Ayni zamanda vanA operonunun sadece glikopeptidlerin ortamda bulundugu
durumlarda indiiklenmesi; ortamda antibiyotik yok iken aktive olmamasi da énemli

enerji tasarrufu saglamaktadir (108—109).

VISA kokenleri ile olusan infeksiyonlarin tedavisinde glikopeptid
anibiyotiklerin kullanim1 ve tedavi basarist konusu da heniiz tam olarak
netlesmemistir. VISA’nin etken oldugu bazi infeksiyonlarda vankomisin ile tedavi
basarisizligi kanitlanmis olmasina karsin, h-VISA'nin klinik 6nemi ise heniiz tam
acik degildir. Baz1 ¢aligsmalarda h-VISA kokenleri ile olusan infeksiyonlarda tedavi
basarisizlig1 ve yiiksek mortalite oranlart bildirilse de, bircok calismada da h-VISA
ile vankomisin tedavisi basarisizlig1 arasinda bir iligki bulunamamustir. Ancak VISA
ve h-VISA arasinda, uzun sure glikopeptidlere maruz kalma sonucu h-VISA

kokenlerinin VISA'ya dontligsmesi gibi 6nemli bir iligki bulunmaktadir (22).

Sonu¢ olarak, MRSA'larin etken oldugu toplum ve hastane kokenli
infeksiyonlarin artisi ve MRSA kokenlerinin bir¢ok antibiyotige direngli olmalari
nedeniyle, bu bakteriler ile olusan infeksiyonlarda tek tedavi secenegi olarak ¢ogu
kez glikopeptid antibiyotikler kalmaktadir. Glikopeptid antibiyotiklerin yogun bir
bicimde kullanilmalar1 sonucu, S. aureus kokenlerinde glikopeptidlere karsi direng
goriilmeye baslanmistir. Bu dirence neden olan mekanizmalardan bazilarinin rutin

laboratuvar yontemleri ile saptanamamasi, bu direncin anlasilabilmesi ve nedeni
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konusunda bir¢ok c¢alisma yapilmasina neden olmustur. Tiim bunlara karsin heniiz
stafilokoklarda azalmis glikopeptid direncinin taranmasi ve dogrulanmasi igin
kullanilacak ve tiim diinyada kabul gormiis bir yontem gelistirilememistir.
Vankomisin tarama agar, standart E test ve altin standart olarak kabul edilen PAP-
AUC oranmin hesaplandigi bu calismada, Siileyman Demirel Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi'nde vankomisine azalmis duyarlilik gosteren S. aureus
kokenlerinin % 1.7 oraninda oldugu belirlenmistir. Tarama agarda {iireyen S.
aureus’larin E-test ve mikrodiliisyon ile de belirlenen MiK degerleriyle desteklendigi
ve en sonunda altin standart olarak kabul edilen PAP-AUC oraninin kullanilmasiyla
kesinlestirildigi bu oran su an i¢in ¢ok yiiksek goriinmese de bu konuda her zaman

dikkatli ve uyanik olmamiz gerekmektedir.

4 pg/ml vankomisin igeren tarama agarda iireyen bakterilerden 3 tanesinin 6
ug/ml vankomisin igeren agarda iirememesi ve bunlarin MIK degerlerinin de duyarl
grubunda bulunmasi, ayrica 6 pg/ml vankomisin igeren tarama agarda iireyen
bakterilerin hepsinin vankomisine orta derecede duyarli grubunda bulunmasi, elde
ettigimiz bu bulgularin CLSI’nin o6nerileri dogrultusunda yapilan ¢aligmalarda

beklenenlerle uyumlu oldugunu gostermistir.

Stafilokoklarda azalmis glikopeptid direncinin taranmasi ve dogrulanmasi i¢in
kullanilacak ve tiim diinyada kabul gérmiis bir yontemin gelistirilebilmesi i¢in
direncin molekiiler ve biyolojik mekanizmalarinin tam olarak aydinlatilmasina
gereksinim vardir. Bu gelistirilene kadar da, basta glikopeptid tedavisine yanit
vermeyen ya da VISA gelisimi i¢in risk tasiyan hastalardan izole edilenler olmak
lizere, tim S. aureus’larda bu direncin varlig1 konusunda dikkatli olunmas1 gerektigi
Onerilebilir. Direnci saptadiktan sonra izolasyon ve korunma da c¢ok Onemlidir.
Direnci saptamadaki amag, hastay1 uygun sekilde tedavi etmek olmasinin yanisira
yayillimini da onlemek olmalidir. Bilindigi gibi bu direng kisilerin elleri, burun
tagtyiciligl, aletler gibi cesitli faktorlerle hastalar arasinda yayilabilir. Bu konuda

CDC'nin 6nerilerini dikkate almak gerekir.

Once Japonya, takiben Amerika, ingiltere, Yunanistan gibi bir¢ok iilkede, son
yillarda stafilokok suslarinda o6zellikle metisiline direngli S. aureus suslarinda

vankomisine azalmis duyarliligin goriilmesi (111, 114-116) bunun diinyay1
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ilgilendiren bir problem oldugunu gostermistir. Bu ylizden, iilkemizde direng

probleminin yayginlasmamasi i¢in gereken dnlemler tizerinde 6nemle durulmalidir.

Ulkemizde antibiyotik kullaniminda ciddi sorunlar yasandigi bir gercektir.
Ozellikle genis spektrumlu antibiyotiklerin akilci  olmayan kullanimlari
antibiyotiklere direng gelisiminde baslica faktordiir. Zamanla toplum iginde direngli
kokenlerin  olusturdugu infeksiyonlarin artmasi, sagalttmmm hem maliyetini
artirmakta, hem de zorlasmasina neden olmaktadir. Diinya capinda giderek artan
siklikta bildirilmeye baslanan h-VISA, VISA ve VRSA suslari iilkemizde de yakin
bir gelecekte goriilecek direng gelisiminin ilk uyarilarini vermektedir. Sonug olarak
bu sec¢kin antibiyotigin kullaniminda 6zenli olunmasi ve gerek tedavi dncesi, gerekse

tedavi sirasinda hastalarin mikrobiyolojik yonden yakin izlemi 6nemli ve gereklidir.
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6. OZET

Stafilokoklar, hastane ve toplum kokenli infeksiyonlarin en Onemli
etkenlerindendir. Onceleri sadece S. aureus hastane infeksiyonu etkeni olarak kabul

edilirken, glinlimiizde KNS’lerin 6nemi de artmaya baslamistir.

Calismamizda, hastanemiz =~ Mikrobiyoloji ve Klinik = Mikrobiyoloji
Laboratuari’na Nisan 2007-Nisan 2008 tarihleri arasinda gonderilen c¢esitli
orneklerden izole edilen 60’ar adet MRSA, MSSA, MRKNS ve MSKNS susu
kullanilmistir. Tiim bakteriler 4 ve 6 mpg/ml vankomisin iceren BHI agara
ekilmigtir. MSSA grubu hakterilerden higbiri bu tarama agarlarda iirememistir. 4
pug/ml vankomisinli agarda MRSA’lardan 2, MRKNS’lerden 22, MSKNS’lerden ise
17 bakteri tiremistir. 6 pg/ml vankomisinli agarda ise bunlardan 2 MSKNS ve 1
MRKNS disindaki bakteriler iiremistir. Tiim bakterilerin mikrodiliisyon ve E test
yontemi ile vankomisin ve teikoplanin MiK degerleri belirlenmistir. S. aureus’lardan
tarama agarda 24. saatte iireyen 2 sus slipheli VISA/h-VISA olarak kabul edilmis ve
bunlarin h-VISA olduklar1 PAP-AUC ydntemiyle dogrulanmustir.

Tarama agarda lireyen bakterilerin biiylik bir ¢ogunlugunun KNS’lerden
olugsmasi, bu bakterilerin hastane infeksiyonu etkeni olarak 6nemini bir kez daha
ortaya koymustur. VISA ve h-VISA suslar rutin disk diflizyon yontemleriyle tespit
edilememektedir. Bu bakterilerin tespiti i¢in tarama agar ve PAP-AUC oran1 gibi
yontemler gerekmektedir. Her ne kadar elimizdeVISA ve h-VISA infeksiyonlarindan
kaynaklanan artmis mortalite ile ilgili kontrolli klinik ¢alisma yoksa da; hekimler,
MRSA infeksiyonlarinin tedavisinde vakomisine yeterli cevabin alinamadigi
durumlarin vankomisine kars1 heterojen direngten kaynaklanmis olabilecegini akilda

tutmalidirlar.

Ulkemizde VISA ve h-VISA oram tam olarak bilinmemektedir. Bunun tam
olarak ortaya konmasi ve hastane infeksiyonu etkeni olarak bunlarin éneminin tam

olarak belirlenmesi i¢in daha fazla arastirma yapilmasi1 gerekmektedir.

Anahtar Soézciikler: Stafilokok, glikopeptid duyarliligi, VISA, h-VISA.
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7. SUMMARY

Staphylococci are among the most important agents for hospital and
community-acquired infections. While, S. aureus was accepted as the only agent for
hospital-acquired infections in the past; nowadays, importance of CNS have begun to

increase.

In our study, a total of 240 strains (60 MRSA, 60 MSSA, 60 MRCNS and 60
MSCNS) isolated from various clinical specimens sent to our Microbiology and
Clinical Microbiology Laboratory between April 2007-April 2008, were studied. All
bacteria were inoculated on to Brain Heart Infusion agar supplemented with 4 pg/ml
and 6 pg/ml vancomycin. None of MSSA have grown on these screen agar plates.
Two of 60 MRSA, 22 of 60 MRCNS and 17 of 60 MSCNS isolates have grown on
screen agar that icluded 4 pg/ml vancomycin. On the other hand, all this bacteria
except three strains (2 MSCNS and 1 MRCNS) have grown on screen agar that
icluded 6 mpg/ml vancomycin. All bacteria’s vancomycin and teicoplanin MIC
values were determined by microdilution and E-test methods. Two S. aureus isolates
that grew on screen agar were accepted as possible VISA/h-VISA and these strains

were confirmed as h-VISA by PAP-AUC method.

The finding that most of the bacteria that grew on screen agar plates were CNS
has emphasized the importance of these bacteria as hospital-acquired infection
agents. VISA and h-VISA strains can not be detected by routine disc diffusion
methods. Methods like screen agar and PAP-AUC ratio are needed for detecting
them. Although there have been no data from controlled clinical studies which
document the increased mortality from h-VISA and VISA infections, clinicians
should bear in mind that an inadequate response to vancomycin in the treatment of

MRSA infections could be due to heteroresistance to vancomycin

The prevalances of VISA and h-VISA are not clear enough in our country.
More studies must be performed to clarify these rates and to determine the of

importance these strains.

Key Words: Staphylococcus, glycopeptide susceptibility, VISA, h-VISA.
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