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2.3. KISALTMALAR

MRSA : Metisiline direngli Staphylococcus aureus
PZR : Polimeraz zincir reaksiyonu

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

NNIS : National Nosocomial Infection Surveillance
PBP : Penisilin baglayan protein

MiK ' : Minimal inhibitor konsantrasyon .
BORSA : “Borderline” metisiline direngli S. aureus

NCCLS : National Commitee for Clinical Laboratory Standards
VRSA : Vankomisine direngli S. aureus

PCR : Polymerase chain reaction
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2.6. OZET

Amag:

MRSA nozokomiyal patojen olarak mortalite ve morbiditenin major
nedenlerinden biridir. MRSA infeksiyonlarmm etkin tedavisi ve glikopeptidlerin asir1
kullaniminin 6nlenmesi bu suslarin zamaninda ve dogru tammlanmasina baghdir.
Metisiline direncin heterojen olmasi, diisiik seviyede direngli suslarin ayiriminin
zorlugu geleneksel duyarlilik testlerinin bu direnci belirlemede yetersiz kalmasina
neden olmugstur. MRSA tespitinde altin standart diigiik affiniteli penisilin baglayan
proteini (PBP2a) kodlayan mecA geninin gﬁsteﬁhnesidir. Bu ¢ahsmada metisilin
direncinin belirlenmesinde kullanilan PBP2a latex aglutinasyon, oksasilin agar
tarama, PZR ile mecA gosterilmesi ve oksasilin disk diflizyon ydntemlerinin
kargilagtirilmasi amaglanmugtir.

Gereg ve yontem:

Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Hastanesi Bakteriyoloji Laboratuarinda
gesitli klinik 6rneklerden izole edilen 300 S. aureus susu ¢aligmaya alindi. Bakteri
identifikasyonu i¢in koloni morfolojisi, gram boyama, katalaz reaksiyonu yam sira
trehaloz-mannitol, DNaz, koagulaz ve clumping fakt6r testleri yapildi Disk
diffiizyon ve oksasilin agar tarama yontemleri National Commitee for Clinical

Laboratory Standards (NCCLS) kilavuzu standartlarna goére  yapildi
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PBP2a lateks agliitinasyon test yontemi ticari firmamn (Denka-Seiken Co.,Ltd.,

Tokyo, Japan) onerileri dogrultusunda yapildi. Polimeraz zincir reaksiyonu ile mecA

geni gosterildi.

Bulgular:

Testlerden elde edilen bulgular tablo 1de ozetlendi

Tablo 1.

mecA(+) mecA(-)
MSSA MRSA MSSA MRSA

DISK DIFUZYON 2 179 118 1
AGAR TARAMA 2 179 117 2
PBP2a LATEKS AGLUTINASYON 4 177 116 3

Disk diffiizyon, oksasilin agar tarama ve lateks agliitinasyon yontemlerinin

istatistiksel analizi tablo 2’de 6zetlendi. .

Tablo 2.
Duyarhbk | Ozgiilliik (Hyorumlama giicii (-) yorumlama giicii
Disk difiizyon %98,8 %99,1 %99.4 %98.3
Oksasilin agar tarama %98.8 %983 %98.8 %98.3
PBP2a Lateks agliitinasyon | %977 %974 %98,3 %96,6
Sonug:

Calismada test edilen yontemler ozgiillik ve duyarlilik agisindan birbirine

yakin bulunmustur. Bu yontemlerden, PBP2a lateks agliitinasyon testi en diisiik

duyarlilik ve ozgiilliktedir.

Anahtar kelimeler: Metisilin direnci, S. aureus, disk difiizyon, oksasilin

agar tarama,PBP2a lateks agliitinasyon, PZR
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COMPARISON OF DIFFERENT METHODS FOR
DETECTION OF METHICILLIN RESISTANCE IN
CLINICAL ISOLATES OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS

2.7. ABSTRACT

Aim:

As a nosocomial pathogen, MRSA is a major cause of morbiditiy and
mortality. Effective treatment and prevention of extremely use of glycopeptid
antibiotics depend on the detection of these strains timely and correctly. The
detection of resistance in MRSA has been difficult by using conventional
susceptibility tests because resistance is heterogeneous and detection of low-level
resistant strains is difficult. Detection of mecA gene encoding low affinity penicilin
binding protein (PBP2a) by PCR is the gold stantart test in MRSA detection. The aim
of the study is to compare latex agglutination test, oxacillin agar screen and disk
diffusion metod with gold stantard test.

Materials and methods:
Three hundred S. aureus strains isolated from various clinical specimens in

Erciyes University Gevher Nesibe Hospital Bacteriology Laboratory were studied.
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The strains were identified using, trehaloz-mannitol, DNAse, coagulase, clumping
factor tests in addition to colony appearance, gram stain and catalase reaction. Disk
diffusion and oxacillin agar screen tests were performed according to National
Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) recommendations. PBP2a
latex agglutination test was used according to the manufacturer’s (Denka-Seiken
Co.,Ltd., Tokyo, Japan) instructions. mecA gene is demostrated by PCR.

Result:

Tests results summarized in table 1.

Table 1.
mecA(+) mecA(-)
MSSA MRSA MSSA MRSA
DISK DiFFUSION 2 179 118 1
OXACILIN AGAR SCREEN 2 179 117 2
PBP2a LATEX AGGLUTINATION 4 177 116 3

Statistycal analysis of tests demostrated in table 2.

Table 2.
.1 Positive predictive neagtive predictive
Sensitivity | Specificity

value value
Disk diffusion %98.8 %99,1 %99,4 %98.3
Oxacillin agar screen %98,8 %98.3 %098,8 %98.3
PBP2a latex agglutination %97,7 %974 %98,3 %96,6
Conclusion:

In conclusion all of the methods tested in this study were found similar in regards of

sensitivity and specificity. PBP2a latex agglutination test is the lowest sensitivity and

specificity in these methods.

Key words: Methicillin resistance, S. aureus, disk diffusion, oxacillin agar screen,

PBP2a latex agglutination, PCR



3.1. GIRIS VE AMAC

Staphylococcus — aureus, nozokomiyal ‘patojen olarak mortalite ve
morbiditenin major nedenlerinden biridir. S. aureus, akut ve piyojenik infeksiyon
olusturur. Deri ve yumusak doku infeksiyonu, postoperatif yara infeksiyonu,
bakteriyemi, toksik gsok sendromu, pnomoni, akut endokardit, miyokardit,
osteomiyelit, menenjit, iirogenital sistem infeksiyonu, santral sinir sistemi ve
intraabdominal organlarda apseler igeren birgok infeksiyonu olusturabilmektedir.
Infeksiyon tedavi edilmezse S. aureus kokenleri bakteriyemi ve gevre dokulara
yayilim sonucu metastatik infeksiyonlara neden olabilirler (1).

Bindokuzyiizkirk’larda  penisilinin  kullamima girmesi ile stafilokok
infeksiyonlarinin tedavisinde gegici bir ¢oziim ‘bulunmus fakat bu antibiyotigin agir
kullanimi sonucu kisa siirede penisilinaz {iretimine bagh direng geligmistir. Bugiin
ise hastaneden izole edilen S. aureus’ larin hemen hemen hepsinde bu direng
mevceuttur (2,3).

Bindokuzyiizatmig’lara gelindiginde beta laktamazlara direngli yar1 sentetik
penisilinler (metisilin, oksasilin, nafsilin, dikloksasilin, kloksasilin ve floksasilin)
bulunmug ama bunlara da birkag yil sonra diréng geligmistir (2,3). Metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) suslari sefalosporinler dahil tiim beta laktam
antibiyotiklere direnglidirler (4). Bu suglarda ayrica aminoglikozidler, makrolidler ve
kinolonlar1 igeren gogul direng mevcuttur (3,4). MRSA hastanelerde, bakimevlerinde

ve diger koruyucu saglik birimlerinde 6nemli bir problem 6lustunnaktad1r (5).



MRSA siklikla nozokomiyal bir patojendir. Bunlara bagli infeksiyonlarin
tedavisinde kullanifabilecek antimikrobiyal ajan sayisi1 gok kisithidir. (6). MRSA
infeksiyonlarinin etkili tedavisi ve glikopeptidlerin asir1 kullaniminin 6nlenmesi bu
suglarin zamaninda ve dogru tanimlanmasina baglidir (7,8).

Metisiline direncin heterojen olmasi, disik seviyede direngli suslarin
aymnminin zorlugu geleneksel duyarhlik testlerinin bu direnci belirlemede yetersiz
kalmasina neden olmugtur (1,3,4,7,8). MRSA tespitinde “altin standart” disik
affiniteli penisilin baglayan proteini kodlayan (PBP2a) mecA geninin gosterilmesidir
(5,9-14). Bu galigmada metisilin direncinin belirlenmesinde kullamilan PBP2a latex
aglutinasyon, oksasilin agar tarama, PZR ile mecA gosterilmesi ve oksasilin disk

diffiizyon yontemlerinin kargilagtirilmas: amaglanmgtir.



3.2. GENEL BIiLGILER

Stafilokoklar insanda infeksiyon etkeni olarak en sik izole edilen
mikroorganizmalardan biridir. (4). Dokularda apse olusumu, bakteriyemi sonucu
metastatik infeksiyonlar ve toksinleri ile hastalik meydana getirirler (15,16). Tablo 1
de stafilokoklarin neden oldugu ¢esitli infeksiyonlar gorilmektedir.

Tablo 1. Stafilokoklarin neden oldugu infeksiyonlar (16)

1.Tastyicilik; burun, nazofarenks, deri, vajen, aksilla, perine vs.

2.Direkt infeksiyon;

Deri; follikiilit, karbonkiil, impetigo, hidradenit, selliilit,
yara enfeksiyonu (cerrahi veya cerrahi dig1 ), apse v.s.

Genellikle travma, cerrahi ve yabanci cisim sonrasi geligen
derin infeksiyonlar; bursit, artrit, osteomiyelit .

3.Lokal sekonder geligjen bakteriyemi ile giden infeksiyonlar;

Bakteriyemi/sepsis, Metastatik infeksiyon, Vaskiilit ve koagiilopati
Sistemik inflamatuar yanit sendromu, gogul organ yetmezligi
Metastatik infeksiyon; artrit, osteomiyelit, menenjit, endokardit,
perikardit, akciger apsesi, piyomiyozit V.S
4 Toksinle iligkili hastaliklar; Besin zehirlenmesi, soyulmus deri sendromu

cogul organ yetmezligi ile giden toksik sok sendromu



S. aureus virulanst en yiiksek olan stafilokok tiiriidiir ve hem toplumdan
kazamlmis hem de nozokomiyal infeksiyonlarin en énemli etiyolojik ajanlarindan
birisidir (4).

Penisilinin kullaniimaya baglandig1 1940’ l1 yillarda S. aureus infeksiyonlari
penisilinle tedavi edilmis fakat kisa siirede penisilinaz iireten suslar ortaya ¢ikmugtir.
Bindokuzyiizelli’ lerde artik bu infeksiyonlar penisilin ile tedavi edilemez hale
gelmigtir. Bindokuzyiizatmig® larda penisilinaza direngli antibiyotiklerin (metisilin,
oksasilin, nafsilin, dikloksasilin, kloksasilin ve floksasilin ) bulunmasi ile tedavide
kisa siiren bir ¢oziim bulunmus ama bu antibiyotiklere de direngli suglar (MRSA)
hizla ortaya ¢tkmustir (2,17). Bindokuzyiizseksen® lere gelindiginde ise hemen hemen
tiim diinyada gogul direngli S. aureus’larla olusan nozokomiyal infeksiyonlarda artis
rastlanmaya baglamigtir (18).

MRSA, 1980’ lerde hastanelerde biiyiik bir klinik ve epidemiyolojik problem
olarak ortaya ¢ikmustir. Neredeyse tiim hastaneler MRSA problemi ile kargt
kargtyadir (1).

3.2.1. STAPHYLOCOCCUS AUREUS’ UN MIKROBIYOLOJIK
OZELLIKLERI

Stafilokoklar ilk kez 1878’ de Robert Koch tanimlamis, 1880° de Pasteur
sivi besiyerinde iiretmis ve 1881 de Alexander Ogston fare ve kobaylar igin patojen
oldugunu gostermistir. Rosenbach 1884 de beyaz renkli kolonileri Staphylococcus
albus, sar-portakal renkli kolonileri ise Staphylococcus aureus olarak
isimlendirmigtir (19). |

S. aureus, Micrococcaceae ailesinde yer almaktadir(1). Tekli, ikili, dortld,
kisa zincir (3-4 hiicreli) ve diizensiz tiziim salkimi benzeri kiimeler halinde gériinen
0,5-1,5 um ¢apinda gram olumlu koklardir. Hareketsiz, sporsuz, katalaz pozitif, tipik
olarak kapsiilsiiz veya az miktarda kapsiilliidir. Fakiiltatif anaeropturlar (1).

S. aureus agiz, intestinal sistem, genitoliriner sistem, st solunum
yollarindaki florada bulunabilmektedir. |

S. aureus kanh agarda 24 saatte pigmentli, yumusak, hafif kabarik ve beta
hemolitik koloni olusturur. Kolonileri 6-8 mm ¢apinda genis kolonilerdir. Pigmenti
turuncudan krem-sari rengé kadar degisir. Nispeten genig kapsiil olusturan nadir
suslar kapsiilsiiz suglardan daha kigik ve konveks, 1slak, parlak goriintiili koloni
olugturur. Bu kiiciik koloni olusturan varyantlar tekrarlayan ve kalici infeksiyonu

olan hastalardan izole edilebilmektedir. Bu koloniler ¢ok kiigiik, hemolizsiz ve



pigmentsizdir. Tipik olarak izolatlar menodion,‘ hemin ve/veya karbondioksitli
ortamda  remeleri  saglandiginda normal {reme  Ozelliklerine geri
donebilmektedirler(1).

Plazmay1 pihtilagtirma yetenegi S. aureus’larin tammlanmas: igin en gok
kullamlan kriterdir. Iki farkli koagiilaz testi kullanilir: serbest koagiilaz igin tiip testi A
ve bagli koagiilaz veya “clumping” faktor igin lam testi. Tiip testi en giivenilir test
iken, lam testi hizli tarama teknigi olarak kullanilabilmektedir (1).

MRSA tiirlerinde protein A ve bagh koagiilaz azalmig miktarda bulunabilir.
Bu yiizden stafilokoklarin kapsiiler polisakkaridine kargi antikorlarin kullanildig:
hizli agliitinasyon testleri ile tanimlama yapllat;ilin Metisiline direngli ve hassas S.
aureus’ larin serotip 5 ve 8 kapsiiler polisakkaridlerinin her ikisini de tespit eden
lateks aglitinasyon testleri mevcuttur (20). Tablo 2° de S§. awreus’ un

tanimlanmasinda kullanilan testler gosterilmistir.

Tablo2. S.aureus’ un tammlanmasinda kullanilan anahtar testler

Koloni pigmenti krem-saridan turuncuya kadar
Staﬁlokoagiﬂaz (+)
“Clumping” faktsr (+)

[stya dayamkli niikleaz (+)

Alkalin fosfataz (+)

Ureaz degisken

Aseton iiretimi ()
Polimiksin B direnci (+)
Karbonhidratlardan aerop ortamda asit tiretimi
D — Trehaloz (+)

D — Mannitol } (+)

D — Mannoz (+)

D — Turanoz (+)

Maltoz (+)

Siikroz (+ )

3.2.2. S AUREUS’ LARDA PATOGENEZ VE VIRULANS
FAKTORLERI '

S. aureus’ un burun tagtyiciligt infeksiyonun epidemiyoloji ve patogenezinéie
anahtar rol oynamaktadir. S. auwreus suglarimin ekolojik barinma yeri burun 6n

delikleridir, organizma buradan viicudun diger bolgelerine yayilabilir. Burun



tastyicilarinda deri de siklikla S, aureus ile kolonizedir. Bu bolgede konak
defansinin nispeten yoklugu ve/veya mikroorganizmalarin lokal antibakteriyel
defansa kargt koyabilmelefi sayesinde yerlegebilmektedir. Burun tagtyicilarindaki
nazal epitel hiicreleri tagtyict olmayanlara gore daha fazla afiniteye sahiptir. Ek
olarak burun tagtyicihigi bazi HLA antijenleri (DR3 gibi) ile birlikie olabilir. S.

aureus burun tastyicihg 3 farkli sekilde gorilebilir;

a- Devamli tagtyicilik ( %20 ) ; hemen daima ayni tip susu tagr

b- Aralikli tagiyicilik ( %60 ) ; suglar degigebilir

c- Hig tagimama (%20

Devamli tasiyicilik  ¢ocuklarda erigskinlerden daha siktir. Devamli
tagiyicilligin diger suslarin kazanilmasina kars1 en azindan hastanede yatis sirasinda
koruyucu bir etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Tagtyicilar antibiyotik tedavisi aldiginda
bu bariyer azalmaktadir. S. aureus burun tastyicilify infeksiyon gelismesi yoniinden
baglhca risk faktoridur (21).

Fazla antibiyotik kullanimu MRSA tasiyicilign i¢in zemin hazirlar (21).
MRSA ile kolonizasyonu genellikle infeksiyon takip etmekte ve infeksiyona egilimli
hastalarda MRSA infeksiyonunun anlaml olarak artigina neden olmaktadir. Hastane
icinde MRSA’nin en onemli bulagma yolu kolonize veya infekte bir hastadan
digerine saglik personelinin gegici olarak kolonize elleri araciligi ile olmaktadir (21).

S. aureus’ un hiicre duvan peptidoglikan, teikoik asit ve protein A olmak
iizere Gi¢ ana komponentten olugur. Hiicre duvarinin esas komponenti, hiicre duvar
agirhiginin %50 sini olusturan peptidoglikan polisakkarit tabakadir. Endotoksin
benzeri etki gosterir. Monositlerden interlokin-1  salinigini, kompleman
aktivasyonunu, opsonik antikorlarin Gretimini indiikler (4,16,22). Hiicre duvarinin
diger bir dnemli komponenti ise hiicre duvar agirhiginin %40 1 olusturan teikoik
asittir. Peptidoglikan yapinin en diginda sadece S. aureus’larda bulunan protein A
bulunur. Protein A hiicre duvarinin %7 sini olusturur, organizmay: fagositoza karst
korur ve kompleman aktivasyonunu saglar. Bu yapi1 agiri duyarlilik reaksiyonlarindan
sorumlu tutulmaktadir (4,16,19,22).

S. auwreus’un dokulara yapigmasinda fibronektin, fibrinojen, vitronektin,

Jaminin ve kollajen etkilidir (4,16).



S. aureus viriilans faktoérii olarak etkili birgok enzim ve toksin iretir. Tablo

111 ve IV de bu enzimler gosterilmektedir (4,16,19).

Tablo 3. 8. aureus’ un viriilansina etkili enzimler

Katalaz
Koagiilaz
Hiyaliironidaz
Lipaz

Stafilokinaz (fibrinolizin)

Tablo 4. 8. aureus’ un viriilansia etkili toksinler

1.Sitolitik toksinler;
Hemolizinler; alfa, beta, gama, delta toksin
Lokosidin

2 Eksfoliyatif toksin

3.Toksik sok sendromu toksini-1

4 Enterotoksin

S. aureus’un konakta infeksiyon olusturmasi i¢in konagin da savunma
mekanizmasi 6nemlidir. Bunlarin bozulmasi lokal ve sistemik infeksiyona zemin
hazirlar. Viicutta yabanci cisimlerin bulundugu, humoral veya hiicresel immun
cevabin azaldigi ve asint antibiyotik kullamldigi durumlarda §. aureus infeksiyonu
kolay geligir ve agir seyreder (4,16).

3.2.3. MRSA INFEKSIYONLARININ EPIDEMiYOLOJiSi

MRSA son on yilda tiim diinyada hizla artig gostermigstir. Amerika Birlesik
Devletleri ( ABD ) ve Avrupa’ da birgok hastanede endemik hale gelmistir. MRSA
prevalansi hem cografik bolgeler arasinda hem de aym bolgede yer alan hastaneler
arasinda degiskenlik gostermektedir. Servis iginde, servisler arasinda ve bir
hastaneden digerine yayilim gosteren epidemik MRSA suslari vardir.(23)

ABD’de “National Nosocomial Infection Surveillance” (NNIS) verilerine
gore S. aureus’ izolatlart arasinda MRSA sikligi 1975 de %24 iken 1991° de %29 a
yikselmigtir(24). Giinimiizde ABD ve Giiney Avrupa iilkelerindeki hastanelerde

izole edilen S. aureus izolatlarimin %50 den fazlasi ve Uzak Dogu’ da izole



edilenlerin yaklagik %80’ i metisiline direnglidir. Bu gok yiiksek prevalans hizlarina
ve MRSA nin bazi toplumlarda yayilimina gore bazi cografik bolgelerde hemen
hemen hig MRSA olmamas: dikkat gekmektedir. Ornegin Hollanda’ da, Ingiltere’
nin bazi kisimlart ve iskandinavya’ da MRSA insidanst %5’ in altindadir,
Bindokuzyiizdoksanyedi-1999 yillar1 arasinda yapilan iki farkli SENTRY
antimikrobiyal siirveyans programi aragtirmasinda Almanya"da %4-7,5, Hollanda’
da %2-2,5, Fransa’ da %12-25, Italya’ da %43-58, Belgiké’ da %35, Yunanistan’ da
%34, Turkiye’ de %21-44 oraninda MRS A saptanmigtir(25,26). NNIS 2003 raporuna
gore 1998-2003 yillar1 arasinda kan dolagimi infeksiyonlarinda MRSA orant %51,6,
kan dolagimi infeksiyonu diginda ise MRSA orani %42 olarak bulunmustur (27).

Tﬁrkiye’ de 1995 yilina kadar yapilan bildirimlerde MRSA oram %25-40
arasindadir(28-31).  Bindokuzylzdoksanyedi yilinda Tirkiye’ nin degisik
bolgelerinde bulunan 29 hastaneden gonderilmis 1776 stafilokok susunun antibiyotik
duyarlihigim ¢alisilmiy ve MRSA oranim %21 olarak bulunmustur. Aragtirmaya
katilan merkezler arasinda MRSA orani ise %7.4 ile %53 oraninda degismektedir
(32). Ulkemizde yapilan farkh galigmalarda 1998-2002 yillar1 arasinda MRSA orami
%38 ile %71 arasinda degigmektedir (33-38).

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi verilerine gore kan dolagimi
infeksiyonlarinda MRS A orani %65-69.4 arasindadir (39, 40).

MRSA esas olarak nozokomiyal bir patojen olarak kabul edilmektedir, ancak
toplumdan kazamlmis infeksiyonlara da neden,oldugu bildirilmektedir. Son yillarda
toplumdan kazanilmiy MRSA infeksiyonlarinin artmakta oldugu ve infeksiyona
yatkinlik yaratan risk faktorleri bulunmayan kisilerde de MRSA infeksiyonu gelistigi
bildirilmektedir.(41)

3.2.4. 8. AUREUS’ LARDA METISILINE DIiRENC
MEKANIZMALARI

Metisilinin klinik kullanima girmesinden hemen sonra 1961°de metisiline
direngli ilk S.aureus’ lar tanimlanmugtir. Beta laktamazlara bagl antibiyotik yikimi
olmadigt igin o zamanlar “intrensek “ direng olarak adlandirilmigtir(14)

3.2.4.1. mec DNA

Stafilokoklarin metisiline direngli suglarinda bulunup, metisiline hassas
suslarinda bulunmayan kromozomal DNA nin 30-50 kb lik pargasidir (sekil 1). mec
daima S.aureus kromozomunun pur-hov-his gen kiimesinin yakininda bulunur. mec

birkag pargadan olugur (14).



1. mecA PBP2a ( PBP2)) igin yapisal gen

2. mecl ve mecRI  mecA transkripsiyonunu  kontrol  eden
diizenleyici elementler

3. mec ile iligkili DNA 20-45 kb lik DNA pargasi

Sekil 1. mec DNA

3.2.4.2. mecA _
mecA metisilin direncini belirleyen 76-kDA luk PBP2a yi kodlar. Hem

hassas hem direngli S.aureus larda 4 majér PBP vardir(14).

PBP; 85 kDA
PBP, 81 kDA
PBP; 75 kDA
PBP, 45 kDA



PBP ler serin proteazlardan kaynaklanan membrana bagli DD-peptidazdir ve
biyokimyasal aktiviteleri serin proteaza benzer. Bu enzimler bakteri hiicre duvarinda
bulunan peptidoglikan c¢apraz baglarinin olusmasimi saglayan transpeptidasyon
reaksiyonunﬁnda rol alir. Beta laktam antibiyotikler PBP nin aktif kismi olan serine
baglanan substrat analoglaridir ve MIK e esit konsantrasyonda enzimi inhibe ederler.
PBP,.23 bir ¢ok beta laktama yiiksek affinite gosterir (14).

PBP2a enziminin beta laktam antibiyotiklere afinitesi diger PBP’ lerden
daha distiktir. Bu nedenle metisiline direngli bakteri beta laktam antibiyotikler ile
kargilagtiginda diger tiim PBP’ ler antibiyotik tarafindan bloke edilir, ancak bu enzim
diisiik afinitesi nedeniyle beta laktam antibiyotigi baglamaz ve tim fonksiyonlarini
tizerine alarak bakteri duvar sentezini devam ettirir. Ortamda beta laktam antibiyotik
olsa da olmasa da PBP2a sentezlenir, ancak ortamda antibiyotik yoksa fonksiyon
gostermez. PBP2a miktan ile bakterinin metisiline direng diizeyi arasinda bir iliski
yoktur.

PBP2a metisiline direngli tiim koagulaz pozitif ve koagiilaz negatif
stafilokoklarda gosterilmistir. Metisiline duyarh stafilokoklarda ise yoktur (42).

3.2.4.3. mec ile iligkili DNA

mecA, mecRI ve mecl yaklagik 5 kb lik bir DNA tarafindan kodlanir ve 100°e
yakin “open reading frame” bolgesi vardir. Stafilokok kromozom ve plazmidlerinde
gesitli direng determinantlarinin olugumuna yol agan en 6nemli baglangi¢ bolgesi
18431 dir. Bu element diger benzer IS elementlerinden homolog rekombinasyon ile
direng determinantlarim toplama yetenegindedir. Bu durum MRSA lardaki gogul
direnci agiklar. Tn 554 elementi ise ermA y1 kodlar ve bu da indiiklenebilir makrolid
direncinden sorumludur(4,14,43).

3.2.4.4. Heterojen diréng:

Metisilin direncinin 6zellik gosteren niteligi onun heterojen dogasidir. Kiiltir
ortamina ve beta laktam antibiyotigin kullanimina bagh olarak direng seviyesi degisir
(15,48). Heterojen suslarda hiicrelerin  gogu (%99,9 dan fazlas)) diisiik
konsantrasyondaki beta laktam antibiyotiklere duyarlidir (metisilin 1-5 pg/mL).
Ancak 10° da 1 hiicre 50 pg/mL ya da daha fazla metisilin konsantrasyonunda
tireyebilir. Bir ¢ok klinik izolat rutin iireme ortaminda bu heterojen direng paternini
gosterir. Heterojen suslar NaCl veya sukroz gibi hipertonik ortamda ya da 30‘;C de
ireme gibi bazt 6zel kosullarda homojen goruniirler. Ortama EDTA (pH 5,2) ilavesi

veya 37-43 °C de inkiuibasyonda direng tamamen baskilanabilir. Bu farkh kiltir
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ortamlarindaki degigiklik tamamen fenotipiktir ve geri donusludir. Beta laktam
antibiyotik igeren bir besiyerine heterojen suslarin pasaji yiiksek direngli mutant
klonlarin seleksiyonu ile direng goriinimiinii degistirmektedir. Bu klonlar 50-100
ug/mL metisilin konsantrasyonunda iireyebilen yiiksek direngli hiicrelerin homojen
populasyonunu olusturur. Ancak antibiyotiksiz besiyerine bu suglarin pasaji ile
orijinal heterojen yapi tekrar ortaya ¢ikmaktadir (14).

3.2.4.5. “Borderline” diren¢

Bu suslar metisilinin minimal inbibitér konsantrasyonunda (MiK) veya
hemen uzerinde duyarhilik sinir degerleri ile karakterizedir (oksasilin 4-8 pg/mL).
“Borderline” methicilline direngli S.aureus (BORSA) suslar mecA varligina gore iki
tipe ayrilir. mecA igeren BORSA suglar PBP2a iireten heterojen MRSA suslaridir ve
¢ok az da olsa direngli subpopulasyon igerirler (14,44). mecA igermeyen BORSA
suslar yiiksek direngli klonlar olugturmamalari ile heterojen mecA suslardan
fenotipik olarak ayrilabilirler. mecA(-) BORSA suslarindaki borderline direng;
stafilokokal beta laktamazin agin iiretimi veya PBP genlernin modifikasyonu sonucu
olustugu distinilmektedir (14).

mecA negatif, beta laktamaz negatif BORSA klinik izolatlarinda PBP 1,2 4
lere penisilin baglanmasinda bozukluk bulunmustur (14). Kinetik deneyler bu PBP’
lere penisilin baglanmasinin yavag, bagli penisilinin ayrilmasinin ise hizh oldugunu
goOstermistir. Bu baglanma degisikligi penisilin baglayan “domain”lerde nokta
mutasyon sonucudur (14,45). PBP nin aginn tretimi de (6zellikle PBP4) disiik
seviyede dirence neden olabilmektedir (15,46).

“Borderline” direngte beta laktamaz agir1 tiretiminin rolii daha az anlasilirdir.
Beta laktamaza dayanikli beta laktam antibiyotikler bile stafilokoksik beta laktamaz
tarafindan yavas da olsa hidrolize olabildifinden beta laktamaz asiri iiretimi
borderline MIK ile sonuglanabilmektedir. mecA(-) agin iiretim yapan “borderline”
suslarda beta laktamaz plazmidinin yok olmas: veya sulbaktam /klavunat gibi beta
laktamaz inhibitérlerinin eklenmesi ile MiK degerinde azalma goriiliir. Asir1 beta
laktamaz iireten suslar hemen daima 94/96 faj grubuna aittir ve tip A stafilokoksik
beta laktamazi kodlayan 7,2 kb lik beta laktamaz plazmidine sahiptir (14). .

Metisilinaz plazmidle kodlanan stafilokokal beta laktamazdan farklidir ve
beta laktamaz agir1 Gretimi yapan “borderline” suglarda yeni bir beta laktamaz olarak
bulunmugtur. Onemli olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak geni heniiz

tammlanamamistir(14).
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mecA(-) BORSA suglan ile yapilan hayvan ¢alismalarinda, ortaya ¢ikan
direng durumuna bagh tedavi yanitsizliim gosteren veri yoktur. Yapilan hayvan
caligmalar1 semisentetik penisilinaza direngli penisilinlerin bu infeksiyonlarda etkili
olduklarim gostermistir. Bu nedenle ister mecA(-) ister mecA(+) olsun BORSA
suslarin klinik 6nemi yoktur (14).

3.2.4.6. Direnc fenotipini etkileyen faktorler

- Stafilokoksik beta laktamaz plazmidi; mec genin spontan mutasyonunu
engeller (hassas fenotip), beta laktamaz plazmidlerin homojen direngli aliciya
transferi heterojen direng goriiniimiine neden olur(14,47).

Beta laktamaz  diizenleyici  genler  direncin  ortaya  gikigini
etkileyebilmektedir. Beta laktamaz indiiklenebilirligini etkileyen mutasyonlar
metisilin direncinde azalmaya neden olabilir (heterojenite) (14). blaRI’ in
inaktivasyonu, blal’ in represor aktivitesinin baskinlagmas: sonucu heterojen direng
olusur(14,47).

Metisiline direnc fenotipini etkileyen birkag gen tanimlanmugtir

mecA “protomer” bolgesindeki mutasyonlar represor genlerin baglanmasini
etkiler sonugta PBP iiretimi azalir veya hi¢ olmaz bu da hassas fenotiple
sonuglanir(14).

fem faktorleri; direncin tam anlami ile ortaya ¢ikmasi igin gerekli mec dist
faktorlerdir. Bu fem(for factor essential for methicillin of resistance) veya aux
(auxiliary) faktér hem duyarli hem direngli suslarda bulunur. Stafilokoksik
genomunda alt1 fem geni (A-F) tammlanmgtir (14). fe}n degisimleri peptidoglikan
bilesimde degisime neden olur (14,48). femA, B inhibe edildiginde yiiksek dizey
diren¢ duyarl sm1f1ara iner. femC mutasyonunda homojen direng heterojen dirence
doner.

Bu genlerdeki harabiyet PBP2a ve diger PBP’ ler etkilenmeksizin direncin
neredeyse duyarl hale gelmesine neden oiur (14).

Diger kromozomal bolgeler;

-Ilm; fonksivonu bilinmeyen 38 kDa’luk hidrofobik proteini kodlar.
Inaktivasyonu homojen direncin, heterojen paternine neden olur (14). JIm degisim
veya aktarimi otoliz oramm artirir. Ancak heterojenite ile otoliz arasinda tam iligki
kurulamamugtir (14,49 ). ' .

-agr (accessory gene regulator) ve sar (staphylococcal accessory regulator )

birkag stafilokoksik virulans faktor ve exoprotein kontroliinden sorumludur. Her bir
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lokustaki inaktivasyon heterojen sustaki yiiksek diizey direngli hiicrelerin sayisinda
azalmaya neden olur. Ama bu hiicrelerin direncinde degigim olmaz (14).

-chr; heterojen MRSA lar beta laktam antibiyotikli ortama pasaj edildiginde
bu gende mutasyon olur. Ama fonksiyonu bilinmemektedir (14,50).

-fmtA inaktivasyonunda MRSA’ daki metisiline diren¢ diizeyi azalir,
homojen direng heterojen dirence doniigiir. Mutasyonda hiicre duvar yapis: etkilenir
ve gapraz baglanma azalir (51).

3.2.5. S. AUREUS’ LARDA METISILIN DIRENCINI BELIRLEME
YONTEMLERI

Bugiin kullamlan testler, diren¢ ekspresyonunu artirmak i(;iﬁ kaltir
sartlarinin degistirilrﬁesine dayanan testlerdir. Oksasilin kullanimi, 30-35°C” de 24
saat inkiibasyonu icerir. Oksasilin veya metisilin digindaki ajanlarla duyarhlik testleri
glivenilir degildir. Metisilin direngli suslar in vitro duyarh bulunabilirler. National
Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) ¢ikardigt yayinda MRSA’ lari
belirlemeye yonelik test yontemleri yayinlanmistir (14,52).

Metisilin direncinin heterbjen dogasi metisilin direncini belirlemede testlerin
dogrulugunu sinirlandirmaktadu. PCR ile mecA gosterilmesi altin standarttir
(11,14,53). Fenotipik olarak direngli ancak mecA (-) suslarda metisilin ve oksasilin
MIK’ leri hemen daima <16 pg/mL dir ve bu suslara karg1 beta laktamantibiyotikler
etkili oldugundan klinik 6nemleri yoktur(14). |

3.2.5.1. Disk difiizyon

Metisilin direncini belirlemede en az giivenilir yontemdir. Ozgiilliigii %80
dir. Duyarliligini artirmak igin agara NaCl eklenebilir, inkiibasyon 48 saate
uzatilabilir. Ancak bu iglemler S. aureus i¢in 6zgiilliigii azaltir (14)

3.2.5.2. Diliisyon testleri

Duyarlihig % 95 den fazladir. Sivi dilisyon yontemidir. NCCLS onerilerine
gore Mueller-Hinton sivi besiyerine %2 NaCl eklenir, 5x10° cfu/mL inokulumdan
sonra ve 24 saat 35 °C de inkiibe edilir. Ayrica Mueller-Hinton agara %2 NaCl
ilavesi ve 30-35 °C de 24 saat inkiibasyonu yapilan agar diliisyon metoduda
kullanulir (14).
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3.2.5.3. Agar tarama | ,

%4 NaCl ve 6ug/mL oksasilin igeren Mueller-Hinton agara 10* cfu bakteri
inokulasyonundan sonra 35 °C de 24 saat inkiibe edilir. Bir koloni bile goriilmesi
direng i¢in yeterlidir. S. aureus igin bu testin duyarliligi %100 dir (14).

3.2.5.4. PBP2a’ nin latex agliitinasyonla tespiti

mecA irtnii PBP2a ya karsi olusmus latex kaphi monoklonal antikorlar
kullamlir. 15-20 dakika gibi kisa siirede MRSA tespiti yapilabilir. Ticéri kiti
mevcuttur (MRSA-screen Denka-Seiken Co. Tokyo, Japan) (54,55). Calismalarda
duyarlilig1 %97-98,5, 6zgilliigi %100 bulunmustur (9,54,55).

3.2.5.5. Diger testler

-Otomatize sistemler; Vitek GPS-SA card, microscan

-Alamar panel, E-test

-BBL. MRSA ID system

Otomatize testlerin ozgiilligii yiiksek ama duyarlilifi diisiiktiir. Duyarlilik
icin dogrulama yapilmast sarttir (14).

3.2.5.6. PZR (Polimeraz zincir reaksiyonu)

PZR spesifik DNA segmentinin in vitro sartlarda enzimatik olarak
cogaltilmasini saglayan hizli bir yontemdir. Yontem belirli bir niikleotid dizgesini
iceren DNA bolgesinin ¢ogaltilmas: esasina dayanir. Bu teknik ¢ok az miktarda
DNA ile ¢aliymaya olanak saglamaktadir. Cogaltilan DNA bolgesi (20-30 bazlik
niikleotid dizgesi) 6zgil oldugu i¢in tami amacgh kullamlan giigli bir testtir.
Cogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgii bu bolgenin baz dizelerini tamamlayici
bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer kullamslir. Istenilen DNA parcasi bu iki
primerle smirlandirilarak gogaltilir. Cogaltilma isleminde kullamlan enzim 1siya
dayanikli Tag DNA polimerazdir (1,19).

PZR da kullanilan kargimin igerigi;

1.DNA oOrnegi

2 Primerler

3.dNTP(A,T,G,C)

4.1siya dayanikli DNA polimeraz enzimi

5.Uygun pH ve iyonlar i¢in MgCl,, KCI ve Tris-HCI buffer

PZR adimlar;

1.Adim; denaturasyon (DNA iplikgileri ayrilir)

2.Adim; baglanma (primerler baglanir)
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3.Adim; DNA sentezi ( Taq DNA polimeraz enzimi ile )

Bu ii¢ adim bir siklus olusturur. Bu siklus sayisina gore ilk DNA miktan 2"
kat artar.(n; siklus sayis1) (1,22)

En son olarak gogalan DNA bdlgesi jel elektroforezde goriintiilenir.

3.2.6. MRSA’ LARDA ANTIMIKROBIYAL TEDAVi

3.2.6.1. Beta laktam antibiyotikler ’

PBP2a’ ya baglanma affinitesi beta laktamlar arasinda farklilk gosterir.
Bununla birlikte bu sinif antibiyotiklerde ¢apraz direng mevcuttur. i

Bugiin kullamilan beta laktam antibiyotikler i¢inde PBP2a’ ya en fazla
affinitesi olanlar ampisilin, ve amoksisilindir. Beta laktamazlarca hidrolize
edilmedikleri siirece yitksek dozlarda klinik etki gosterirler. betalaktamaz
inhibitorleri ile kombinasyonlarinda MIK araliklart 8-32pg/mL  ye diiger. Hem
amoksisilin- klavulanat hem de ampisilin-sulbaktamin hayvan modellerinde yiiksek
dozlarda MRS A endokarditine etkili oldugu gosterilmisgtir. '

PBP2a affinitesinin fazla oldugu bircok yeni beta laktam arastirma
asamasindadir. Bunlarda MIK, yiiksek diizey direngli suslarda bile <4 pg/mL dir.
Etkilerinin vankomisinden bile Gstiin oldugu hayvan deneyleri ile gosterilmistir
ancak klinik galigma yoktur(14).

3.2.6.2. Glikopeptid antibiyotikler .

MRSA tedavisinde altin standart glikopeptidlerdir (56). Vankomisin
intrensek olarak beta laktamlardan daha az etkili antistafilokoksikdir. Ozellikle
endokardit vakalarinda %10-20 tedavi basarisizhig1 goriilmektedir.

Teikoplaninin yari omrii uzundur. int;amuskuler uygulanabilir. Ancak
vankomisinden daha az etkilidir (14).

3.2.6.3.Fluorokinolonlar

Cok kolay direng gelisi. Bu da agir infeksiyonlarda tek ajan olarak
kullanimim sinirlar. Tedavi sirasinda direng gelisebilir.

MRSA'’ larda yeni fluorokinolonlar iginde gapraz direng s6z konusudur.

Kinolon direncini 6nlemek i¢in rifampinle kombinasyon yapilabilir, bu
kombinasyon stafilokok kolonizasyonu ve agir stafilokok infeksiyonlarinda yararlidir
(14).

3.2.6.4. Trimetoprim-Sulfametoksazol

Vankomisin tedavisini tolere edemeyen ya da vankomisine yanit alinamayan

hastalarda son garedir (14).

15



3.2.6.5.Rifampin

Diger ajanlara gore oral biyoyararlammu ve dokuya gegisi iyidir. Tedavide
¢ok kolay direng gelisir. Bu yiizden duyarh izolatlarda kombinasyon tedavisi ile
kullanilmalidir. Ancak klinik kullanimda rifampinin rolii tartigmalidir (14).

3.2.6.6. Aminoglikozidler ‘

Gentamisin, netilmisin ve tobramisin stafilokoklara karsi en etkili
aminoglikozidlerdir. Hizli direng gelistigi igin tek ajan olarak kullamlmamalidir.
Aminoglikozid ve vankomisin kombinasyonu in vitro sinerjistiktir ancak in vivo
sinerjizm olup olmadi@ bilinmemektedir.

3.2.6.7. Sinersid (kinupristin- dalfopristin)

Bir streptogramin B olan kinupristin ve streptogramin A olan dalfopristinin
30:70 oranminda kombinasyonudur. Bakterisidaldir. Metilaz (streptogramin B
direncinden sorumlu) treten suslarda bakterisidal etki kaybolur bu durumlarda
MRSA tedavisinde kullammi simrlamir (14). In vitro etkinlik agisindan oldukga iyi
goriinmektedir (57).

3.2.6.8.Mupirosin

P.fluorescens’ in dogal urinidir. Topikal uygulanir. MRSA nazal
tagtyiciliginin eradikasyonunda yararhdir. Uzamis kullamimi dirence yol agar (14).

3.2.6.9.Diger ajanlar

Fusidik asit, Fosfomisin, Novobiocin, Coumermycin Minosiklin, LY333328
Oksazolidonlar  (eperozolid ve linozolid) tedavide kullamlabilen diger
antibiyotiklerdir (15,58,59).
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3.3. GEREC VE YONTEM

Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Hastanesi Bakteriyoloji laboratuvarina
gelen gesitli klinik 6meklerden izole edilen 300 S.aureus susu galigmaya alind:.
Kontrol suglar olarak S.aureus American Type Culfure Collection (ATCC) 25923 ve
27R suglari kullanilds.

3.3.1. BAKTERI IDENTiFIKASYONU

Bakteri identifikasyonu koloni morfolojisi, gram boyama, katalaz reaksiyonu
yanisira trehaloz-mannitol, DNAaz, koagulaz ve “clumping” faktor testlerinden
yararlanildi. Trehaloz-mannitol, DNAaz, koagulaz ve clumping faktor testleri pozitif
stafilokok suslart 8.aureus olarak tanimlandu.

3.3.2. METISILIN DIRENCINi BELIRLEME YONTEMLERi

3.3.2.1. Disk difiizyon yontemi

S.aureus direnci National Commitee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) (52) dogrultusunda 1pg’ lik oksasilin diskleri kullanildi. Bakterilerin 24
saatlik saf kulturlerinden %0,9’luk serum fizyolojikde Mc Farland 0,5 bulamklhiga
esdeger siispansiyon hazirlandi. Bu sispansiyondan steril ekiivyonlar ile 4mm
kalinhigindaki Mueller-Hinton agara siiriildii. 35°C de 24 saat inkiibasyondan sonra
disk gevresindeki inhibisyon zonu 6lgildii. 13mm den bilyiik esit zon metisiline
hassas, 12-11mm arasindaki zon ¢aplari az hassas, 10mm den kiigiik zon ise

metisiline direngli olarak degerlendirildi.
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3.3.2.2. Oksasilin agar tarama yontemi

S.aureus direnci NCCLS (60) 'dogrultusun(‘ia, mililitresinde 6pug oksasilin
iceren %4 NaCl ilave edilmis Mueller-Hinton kulanildi. Bakterilerin 24 saatlik saf
kiltirlerinden dogrudan koloni siispansiyonu ile 0,5 Mc Farland bulanikliginda
bakteri stispansiyonu hazirlandt. Bu siviya daldirilan ekiivyonla “gizgi” ekimi
yapildi. 35°C de 24 saatlik inkiibasyondan sonra plakda bir veya daha fazla koloni
goriilmesi metisilin direnci olarak kabul edildi.

3.3.2.3. PBP2a lateks agliitinasyon test yontemi

Ticari firmamn (Denka-Seiken Co.Ltd., Tokyo, Japan) onerileri
dogrultusunda yapildi. 24 saatlik saf kiltirden 10-20 tane S.aureus kolonisi, 1,5pL’
lik mikrosantrifiij tiipiine konulan 4 damla (200 pL) extraction reagent no.1( 0,1 M
NaOH ) iginde siispanse edildi. Bu karigim kaynayan suda 3 dakika bekletildi.
Bundan sonra 1 damla (50uL) extraction reagent no.2 (0,5 M KH,PO,) ilave edildi
ve karigtirildi. Daha sonra 1500xg de 5 dakika gevrildi. Ustteki sividan 50 pl test
kartina konuldu, 1 damla (25uL) antiPBP2a monoklonal antikorlar ile
duyarlilagtinlmig  lateksle kangtirildi.  Aglitinasyon 3 dakika igerisinde
degerlendirildi. Lateks parcaciklariin  aglitinasyonunun  gozle  gorulip
degerlendirilmesi pozitif reaksiyon kabul edildi.

3.3.2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu ile mecA geninin gosterilmesi

DNA ekstaksiyonu igin Unal ve ark. tarafindan geligtirilen hizli hiicre yikim
teknigi kullanildi (6). 24 saatlik saf kiltiirden Mueller-Hinton sivi besiyerine birkag
koloni pasaj edilip 24 saat 35°C’ de inkiibe edildi. Bu stvidan 1,5ﬁ11 mikrosantrifiij
tiipiine alind1. 3000 rpm’ de 15 dakika gevrildi. Ust siv1 atildi. Ustiine 100pg/mL’ lik
lizostafinden 50pL konulup kargtirildi. 37°C deki sicak suda 10 dakika bekletildi.
Tekrar kanstirildiktan sonra 100pg/mL’ lik proteinaz K’ dan 50pL konuldu ve
karigtirildi. Sonra tekrar 37°C deki sicak suda 10 dakika bekletildi. Bu islemden
sonra kaynayan suda 10 dakika bekletildi. 15 dakika 10 000 rpm’ de gevrildi. Ustteki
sivi ¢okelege dokunulmadan alinip mikrosantrifiij tiipline konuldu ve -20°C’ de
saklandi.

Primerler S.aureus TK 784 adhi susun daha onceden yaymlanmig mecA
DNA niikleotid sekansina gore séntez ettirildi: Primer 1 mecA geninin 37. ve 57.
niikleotidleri arast; 5-GTTGTAGTTGTCGGGTTTGG-3' sirasinda , Primer 2 1827
ile 1854 niikleotidleri arasi siranin reverse komplenient nitkleotidleri geklinde 5'-
CCACCCAATTTGTCTGCCAGTTTCTCC-3' sirasindadir. Bu iki primer mecA
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geni “open reading frame” icerisinde birbirinden 1,8kb uzakliktadir. Bu nedenle PZR
ile 1,8kb’ lik kisim amplifiye etmektedir(6).

PZR miks; 10x buffer 2,5pL, MgCl 2mM 2pL, dNTP 10mM 0,5uL, primer
1 ve 2 1luL, DNA 1pL, Taq 0,15uL kangimi 25pL ye 16,85uL distile su ile
tamamlanarak hazirlandi.(8)

Termal sikluslar; 94°C 5 dakika

94°C 30 saniye
60°C 30 saniye }35 siklus

72°C 30 saniye
72°C 7 dakika seklinde uygulandi.

Amplifikasyondan sonra PZR kangimmin 15 pL’ si %0,8’ lik etidyum
bromidle renklendirilmis agaroz jelde elektroforez ile ultraviyole igikta
degerlendirildi. 1,8 kb’ lik bolgede goriinen' amplifiye DNA pargalan pozitif PZR
sonucu olarak kaydedildi (6).

3.3.3. ISTATISTIK

Testlerin kargilagtirmalari igin duyarhlik, 6zgullik, arti ve eksi yorumlama
giicli hesap edildi.

Duyarlilik sonucu ile uygulanan testin gergek pozitifleri yakalama oram
degerlendirildi.

Ozgiillik sonucu ile uygulanan testin gergek negatifleri yakalama orani
degerlendirildi.

Art1 ve eksi yorumlama giicti, toplam pozitif ve negatif sonuglar igerisinde
gergekten pozitif ve negatif olanlarin oranini belirlemek igin aragtirildi.

Hesaplamada kullamilan formiiller agagida belirtildi.

gergek pozitif
Duyarlilik = x 100

gercek pozitif + yanhs negatif

gercek negatif
Ozgiillik = x 100

gergek negatif + yanlig pozitif
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gergek pozitif

Art1 yorumlama giicii = x 100

gercek pozitif + yanlig pozitif

gergek negatif

Eksi yorumlama giicii = —x 100

gercek negatif + yanlig negatif
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3.4.BULGULAR

Caligmaya alinan 300 S. aureus susunun izole edildigi her biri farkli hastaya
ait klinik orneklerin dagilim tablo5’de gosterildi

Tablo S: S.aureus suslarmn izole edildigi klinik 6rnekler

Klinik 6rnek Say1 %
Yara 149 49,7
Kan 87 29
Nazotrakeal aspirat 17 5,7
Kateter ucu 11 3,7
Balgam 10 3,3
Idrar 8 2,7
Eklem sivist 3‘ 1
Periton sivisi 3 1
Beyin omurilik sivisi 2 0,7
Bronkoalveoler lavaj 2 0,7
Gobek siiriintiisii 2 0,7
Plevral sivi 2 0,7
Kulak akintisi 1 0,3
Prostat sekreti 1 0,3
Lenf nodu 1 0,3
Lakrimal kese 1 0,3
Toplam ' 300 100
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Disk diffizyon yontemi ile 120 sus MSSA bulunurken, 180 sus MRSA

olarak belirlendi.

Oksasilin agar tarama yontemi ile 119 suy MSSA bulunurken, 181 sus
MRSA olarak belirlendi.

Lateks agliitinasyon deneyi ile 120 susta PBP2a negatif bulunurken, 180
susta PBP2a pozitif olarak belirlendi. |

PZR' ile 119 susta mecA negatif bulunurken, 181 susta mecA pozitif
olarak bulundu.

Disk diffiizyonla bulunan 120 MSSA susunun 118 tanesi (%98,3) mecA
negatif, 2 tanesi(%1,7) mecA pozitif bulundu.180 MRSA susununda 179 tanesi
(%99,4) mecA pozitif, 1 tanesi (%0,6) mecA negatif bulundu. Tablo 6 da dagilim

gosterildi.

Tablo 6. Disk difiizyon yonteminde duyarhhklar: elde edilen S.aureus

suslarmin mecA geni dagilhmi

mecA negatif % mecA pozitif %
MSSA 118 98.3 2 1.7
MRSA 1 0,6 179 99.4

Oksasilin agar tarama yontemi ile bulunan 119 MSSA susunun 117 tanesi
(%98,3) mecA negatif, 2 tanesi (%1,7) mecA pozitif bulundu. 181 MRSA
susununda 179 (%98,9) tanesi mecA pozitif, 2 tanesi (%1,1) mecA negatif
bulundu. Tablo 7 de dagilim gosterildi.

Tablo 7. Oksasilin agar tarama ile duyarlhihiklar elde edilen S.aureus

suslarinin mecA geni dagihmi

mecA negatif Y% mecA pozitif %
MSSA 117 98,3 2 1,7
MRSA 2 1,1 179 98,9

Lateks agliitinasyon deneyi ile PBP2a negatif 120 S.aureus susunun 116

tanesi mecA negatif, 4 tanesi mecA pozitif bulundu. 180 tane PBP2a poziti.f
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S.aureus sugunun 177 tanesi mecA pozitif, 3 tanesi mecA negatif bulundu. Tablo

8’ de dagilim gosterildi.

Tablo 8. Lateks agliitinasyon ile PBP2a’ lan tespit edilen S.aureus

suslarinin mecA geni dagihmlan

mecA negatif % mecA pozitif %
PBP2a negatif 116 96,6 4 3,4
PBP2a pozitif 3 1,7 177 98,3

Yukaridaki tablolara gore, mecA geni esas alindiginda ;

Disk diffiizyon yonteminin duyarliligi; %98,8, ozgulligi; %99,1, pozitif
yorumlama giicii; %99.4, negatif yorumlama giicii; %98,3 bulundu. Tablo 9’ da
gosterildi.

Oksasilin agar tarama yonteminin duyarliligi; %98,8, ozgilligi; %983,
pozitif yorumlama giicii; %98,8, negatif yorumlama giicii; %98,3 bulundu. Tablo
9’ da gosterildi.

Lateks agliitinasyon yonteminin duyarlihgt; % 97,7 ozgiilligi; %97.4,
pozitif yorumlama giicii; %98,3, negatif yorumlama giicii; % 96,6 bulundu. Tablo
9’ da gosterildi.

Tablo 9. Disk diffiizyon, oksasilin agar tarama ve lateks agliitinasyon

yontemlerinin istatistiksel analizi

Duyarhlik _ Qzgiillik _(+)yorumlama giicii (-) yorumlama giicii

Disk diffiizyon %98.8 %99,1 %99,4 %98,3
Oksasilin agar tarama %98.8 %98,3 %98,8 %98,3
Lateks agliitinasyon %97,7 %97,4 %98,3 %96,6
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Sekil 2’ de S. aureus izolatlarindan mecA pozitif suglarin jel elektroforezdeki bantlar
goriiliiyor.

Sekil 2. mecA bantlar:
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3.5. TARTISMA

Staphylococcus aureus infeksiyonlarinda penisilinler ilk kez 1940 yilinda
kullanilmaya baglanmis ve 1960’lara gelindiginde MRS A’lar ortaya ¢ikmustir (2,17).
1980’ den sonra ise MRSA lar tim diinyadaki hastanelerde nozokomiyal bir patojen
olarak 6nemli bir problem olugturmustur (18). ‘

Avrupa’da kuzey ve giiney tilkeler arasinda MRSA oranlari arasinda 6nemli
farkliliklar vardir. Ornegin; Iskandihavya’da ve Hollanda’daki hastanelerde MRSA
orami %2 civarinda iken Akdeniz llkelerinde bu oran %40’ in iizerindedir (61,62).
Ulkemizde de bu oran %38 ile %71 arasinda degismektedir (33-38).

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde yapilan iki ¢aligmada da kan
dolagimi infeksiyonlarinda MRSA orani %65,5-69,4 arasinda bulunmugtur (39,40).
1997 yilinda yapilan bagka bir ¢aliymada da yogun bakim tnitelerinde MRSA orant
%384,2 bulunmustur (63).

Aygen ve arkadaglarinin Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde
yaptigr ¢aligmada kan dolagimi infeksiyonlarindan izole edilen MRSA suslarinin
“pulsed-field” jel elektroforez ile klonal dagilimini incelediklerinde 10 farkli klon
bulmuglar. Suslarin gogunlugunun (%76,3) A klonuna ait oldugu ve bunlann.
cogunlugunun da cerrahi yogun bal{gm tnitesinden ¢iktigin gostermiglerdir (40).

Daha fazla yayilmasinin 6énlenmesi, gerekli onlemlerin alinmasi, antibiyotik
tedavisinin hizla baslanmasi veya daha uygun antibiyotiklerin kullanilmasi igin

MRSA suglarinin hizia belirlenmesi énemlidir (64,65).
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Stafilokoklarda beta laktam antibiyotiklere direng 2 mekanizma ile meydana
gelmektedir. Birincisi, ilaglarin inaktive edildigi beta laktamaz {retimi, digeri
ilaglarin baglanmasinin engellendigi hedef protein tretimidir. Metisilin direncinin
sebebi hedef proteinlerin degistirilmesi sonucudur. Tiim beta laktam antibiyotiklerin
hedefi hiicre duvarinin sentezi i¢in gerekli olan PBP’lerdir. MRSA’larda beta laktam
antibiyotiklerin digiik afinite ile baglandiklari PBP2a iiretilmektedir (metisilin
1000pug/mL konsantrasyonda baglanamamaktir) (7).

Duyarlilik ¢aligmalar1 MRSA’larin tiim suslarinin PBP2a iretmediklerini
belirlemistir. PBP2a uretiminin olmadif: direngten, beta laktamazlarin agin dretimi
ve normal PBP’lerde degisimle iligkilidir (7). Bu suslar diisiik seviyede direng veya
“borderline” direnci olugtururlar.

Hacbarth ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢calisgmada PBP2’yi kodlayan gendeki
(pbpB) nokta mutasyon sonucu PBP2’ye baglanan ilacin daha hizli ayrildigi ve daha
az afinite ile baglandig1 gosterilmistir (45).

Bagka bir ¢aligmada, PBP4 proteinini kodlayan gendeki mutasyon sonucunda
PBP4’{in agir1 Giretimi ve bunun sonucu metisilin direncinin arttig1 gosterilmistir (46).

MRSA’lardaki PBP2a’nin sentezini saglayan genetik bilgi mecA geninde
bulunmaktadir. Bu gen direngli suslarda mevcuttur ve duyarli suglarda
bulunmamaktadir. Transdiiksiyonla bu genetik bilgi direngli suslardan duyarli suglara
aktarilabilmektedir. Bakteride metisilin direncinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in bu genin
eksprese olmast gerekmektedir. Ancak bu ekspresyon her bakteride olamamaktadir.
mecA geni tagidig1 halde metisiline duyarl S.aureus suslan olabilmektedir (42).

Bizim ¢alismamizda da 2 sus mecA pozitif oldugu halde metisiline duyarl ve
PBP2a iiretimi negatif olarak bulunmustur.

S.aureus’larda metisilin direncinin Ozelligi klinik uygulamalarda daha sik
bulunan fenotipik olarak heterojen goriinebilmesidir. Koloniyi olusturan tiim
bakteriler mecA geni tagimalarina ragmen direng fenotipi 10°-10® bakteride bir
gorilmektedir. Bu heterojenite kiltir ortamma ve beta laktam antibiyotigin
kullanimina gore degiymektedir (14,42). Homojen direng fenotipinde ise kolonideki
tim bakteriler yiksek diizeyde direnci gosterebilmekte ve kiiltiir ortamindan
etkilenmemektedir (42).

Tomasz ve arkadaglart MRSA’larda 4 fenotipik simf tanimlamistir. Bu ayirim
in vitro metisilin MIK’inin populasyon analizi ile yapilmistir (12,66). Bu simflama

tablo 9’de gosterilmistir.

26.



Tablo 10. MRSA’larda fenotipik simiflama

Hiicrelerin
¢ogunlugunda Yiiksek direngli
Fenotiptk gorauiimn bulunan metisilin hiicre sikli
MIK’i
Sinif 1 Heterojen 1,5-3pg/ml 107-10°
Simf 2 ‘Heterojen 6-12pg/mi 10°-10°
St 3 Heterojen " 50-200pg/ml 102107
Sinif 4 Homojen 400-800pg/ml -

S.aureus’larda gorinen bu heterojen metisilin * direnci mikrobiyoloji
laboratuvarinda kullanilan geleneksel duyarlilik test metodlar ile metisilin direncini
belirlemede problem olusturmaktadir (11,14). Test ortaminin sicakhigi, pH’si, tuz
konsantrasyonu, inokiillasyon miktar, inkiibasyon siiresi gibi iireme sartlar
hassasiyet testlerini etkilemektedir(7,14, 53)

Hatal: test sonuglari etkili olmayan tedaviye ve hatali pozitif sonuglar
gereksiz glikopeptid kullanimina neden olmaktadir, ki bu da glikopeptid direncinin
gelisimi riskini beraberinde tagimaktadir (7, 67). Vankomisine direngli S.aureus’ lar
(VRSA) ile olusan infeksiyonlarda tedavi, mevcut birgok bakterisidal antibiyotige
direng gosterdikleri igin gok onemlidir. Kinupristin/dalfopristin gram pozitif koklara
hizli bakterisidal etki gosterirken VRSA’larda bakteriyostatik etki gostermektedir
(68)

Bu yizden MRSA’lart belirlemede tizlh, hassas, spesifik ve Kklinik
mikrobiyoloji laboratuarinda kolaylikla uygulanabilecek testlere ihtiyag vardir.
Metisilin direncinden sorumlu PBP2a’y1 kodlayan mecA genin PZR ile belirlenmesi
altin standart olarak kabul edilmistir (5,9-14). Fakat ¢ogu laboratuarlarda rutin
olarak uygulanabilir bir metod degildir (69).

Metisilin direncini belirlemek igin kullanilan fenotipik metodlar; NCCLS’in
onerdigi sivi dilisyon, agar dilisyon (MIK belirler), agar tarama ve disk
difiizyondur. Agar tarama metodu referans metod olarak kabul edilmesine ve
oksasilin direncini ¢ok iyi belirlemesine ragmen duyarllllgl %100 degildir. Diliisyon
metodlariminda duyarliligi %98-100 arasinda degigsmektedir (10,11,67,69). Heterojen
suslann belirlemede dilisyon metodlarinin yetersiz kaldigi bilinmektedir. Disk

difizyon metoduda heterojen suslar igin diigitk giivenilirliktedir. Disk difiizyon
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metodunun bir gok heterojen susda %61-%96.4 arasinda duyarlilik gosterdigini
belirten ¢aligmalar mevcuttur(12,69). Baz1 galigmalarda ise disk difiizyon iginsgok iyi
duyarlibik belirtilmigtir (10,69,71).Disk difuzyon metodunda gorilen diger bir
problem ozgilliiginin duyarhligindan daha yiiksek olusudur( %89-100). Bizim
caliygmamizda da disk difizyon metodunun duyarhiligini %98,1, 6zgiulligiini ise
%99,1 bulunmugtur. |

Oksasilin agar tarama metodunun heterojen suslar ile yapilan ¢aligmalarinda
duyarliliginin  dastigi  gosterilmigtir  (<%95) (10,12,69,70). Diger yandan
duyarliliginin >%97 oldugunu belirten ¢aligmalarda mevcuttur (2,11,67,69,71,72).
Dogru inokiilasyon metodlar1 kullanilarak direng belirleme oraninin artacagini
belirten ¢aligmalar mevcuttur (69,73).

Bir ¢ok laboratuar, agar taramada inokile edilecek bakteri miktarim kendi
yontemlerine gore yapmaktadir. Swenson ve arkadaslan 0,5 Mc Farland bakteri
siispansiyonundan bir 6ze dolusu (1 ul) bakterinin siiriilmesinin en iyi duyarhilik ve
ozgulliikk saglayan kombinasyon oldugunu belirtmislerdir (69,73).

Bizim ¢aligmamizda 0,5 Mc Farland bakteri siispansiyonuna batirilan
ekilvyonun agara siirilmesi ile inokiilasyon saglanmistir ve Swenson ve
arkadaglarinin 6nerdigi yonteme yakin bir yontemdir.

Ticari olarak E-test, yar1 otomatik Vitek (bioMériux, Inc., Durham NC) ve
MiKroScan (Dade Behring, Inc., West Sacramento, CA) sistemleri de mevcuttur.
(14,69).

Vitek (bioMériux, Inc., Durham NC) sistemi direnci belirlemede sivi
mikrodiliisyon yontemini kullanmaktadir. Hetérojen direngli suslarda duyarhiligi %95
(10,12,69), diger suslarda %98 (11,67,69,74) olarak bildirilmektedir.

Diger bir fenotipik ticari test olan MicroScan (Dade Behring, Inc., West
Sacramento, CA) sistemi ile ilgili gok rapor mevcuttur. Heterojen direncli suglarda
geleneksel panel kullamildiginda dﬁyarhhgl<%7‘5, ozgullugi %97, izl ’panel
kullamldiginda ise duyarliligi %90, 6zgillugi %86 rapor edilmistir (10,69).

Metisilin direncini mecA geni varligina goére belirleyen testler mevcuttur. Bu
testlerde fenotipik gorliniim o©nemli olmadifi igin heterojen suslar sorun
olusturmamaktadir.

Bu metodlardan biri Velogene Genomic Identification Assay, (ID Biomedical
Corporation , British Columbia, Canada) sistemidir. Bu yontemde fluoresanla isaretli

mecA problar kullanilmaktadir. S.qureus saf kiiltirlerinden 90 dakikada mecA
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belirlemektedir. Bu testin duyarhlifinin %96-100, ozgiilliiginin %100 oldugunu
bildiren galigmalar mevcuttur (10,54,69,75).

Bir real-time PZR sistemi olan Roche Light-Cycler (Roche Diagnostics,
Switzerland), fenotipik olarak direncin belirlenemedigi heterojen suslarida igeren gok
sayidaki izolatta aym anda galigilabilmektedir. Altin standart olan mecA belirleme
yontemi olarak kullanilmaktadir (69,76).

Ayrica bir otomatize hibridizasyc)n teknigi olan Evigene MRSA detection Kit
(Statens Serum Institute, Denmark) de mevcuttur. Duyarliligi %100 ve 6zgilligi
%99,5-100 olarak belirten ¢aligmalar mevcuttur (69, 72,77).

mecA gen uriinii olan PBP2a varligina gore metisilin direncini belirleyen iki
ticari kit mevcuttur. MRSA-Screen (Denka-Seiken Co., Ltd, Tokyo, Japan) ve PBP
2 Test (Oxoid Ltd., Basingston, UK) agliitinasyon testleri ticari olarak
bulunmaktadir. Bir gok galigmada MRSA-Screen (Denka-Seiken Co., Ltd, Tokyo,
Japan) testi kullanilmaktadir. Fakat her iki test te birbirinin aynidir. Her iki test igin
duyarliligin >%97 ile <%95 oldugunu bildiren ¢aligmalar mevcuttur (10,12,69). Bir
¢ok aragtirmaci bu testlerin duyarliligini a;nlrmak icin , aglitinasyon siiresini
uzatmayi, inokulum miktarimi artrmayi ve beta laktam ajanlar ile indiiksiyonu
denemistir. Fakat FDA bu modifikasyonlardan higbirini 6nermemektedir
(9,10,54,67,69,76).

Bu ticari testler iginde en ekonomik olam lateks agliitinasyon kitdir. Klinik
olarak onemli olan S.aureus lardaki metisililn direncini hizli bir bigimde belirlemek
igin bir gok laboratuarda kullamilmaktadir. Bizde bu yiizden galismamizda MRSA-
Screen (Denka-Seiken Co., Ltd, Tokyo, Japan) kiti kullandik.

Caligmamizda; altin standart olarak kabul edilen PZR ile mecA geni
varligimin arastirilmasini, PBP2a nin belirlendigi MRSA-Screen (Denka-Seiken Co.,
Ltd, Tokyo, Japan) agliitinasyon deneyinii, NCCLS’in onerdigi fenotipik metodlar
olan oksasilin disk difiizyon ve oksasilin agar tarama yontemleri uygulanmistir.
Testlerin duyarlilik, 6zgilliik, art1 yorumlama giicii ve eksi yorumlama giiciinii hesap
edilmigtir.

Swenson ve arkadaglarinin yaptigi, PZR ile mecA genin belirlenmesini altin
standart olarak kabul ettikleri caligmada oksasilin disk diftizyon testinin duyarliligini
%100, ozgilligini %89, oksasilin agar tarama yonteminin duyarlihigmi %90,
ozgulligiini %92, MRSA-Screen testinin duyarliligm %90, 6zgilligini %100

bulmuglardir. Bu g¢aligmada, MRSA-Screen testinin agliitinasyon reaksiyonun 15
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dakika sonra okunmast durumunda duyarliliginin %100 olacagi vurgulanmustir (10).
Bizim ¢alismamizda bu reaksiyonun okunmasi 3. dakikada sona erdirilmistir. 15
dakikaya uzatma bizim g¢alijmamizda da MRSA-Screen testinin duyarlihigint
artirabilirdi ancak test ticari firmanin onerileri dogrultusunda uygulanmstir.

Cavassini ve arkadaslart yaptiklar galismada; oksasilin disk diftizyon testinin
duyarliligini %61,3, ozgilligini %96,7, oksasilin agar tarama yOnteminin
duyarliligi %82,5, ozgilliigiini %98,3, MRSA-Screen testinin duyarliligni %100,
ozgilliginig %99,2 bulmuglardir MRSA-Screen testi giivenilir, hizli ve dogru bir test
olarak kabul etmiglerdir (70).

Louie ve arkadaslarinin yaptigi ¢ahigmada; oksasilin agar tarama
yonteminin duyarliligt %98,5, ozgilligi %98, MRSA-Screen. testinin duyarlihgim
%985, ozgiilliigiinii %100 bulunmustur (54).

Yamazumi ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, SENTRY Antimicrobial
Surveillance Program’da diinyanin gesitli cografi bolgelerinden toplanan, kan
dolagimi infeksiyonlarindan izole edilen 200 susu galigmaya almuglar ve testleri
referans sivi mikrodiliisyon metod ve PZR ile mecA genin belirlenmesi ile
kargilastirmiglar, oksasilin agar tarama yonteminin duyarlihgim %98, dzgullugiuni
%98, MRSA-screen testinin duyarliligim %96,5, ozgilligini %100 bulmuglardir
67).

Sakoulas ve arkadaglan yaptiklari galigmada; altin standart olarak PZR ile
mecA geni Dbelirlenmesini kullanmiglar, oksasilin agar tarama yonteminin
duyarlihigim %99, ézgilluginid %98,1, MRSA-screen testinin duyarlihim %100,
ozgulliginii %99,1 bulmuglar (11).

Bazi c¢aligmalar diigik seviyede metisilin direnci gosteren sugslarda
sefoksitinin PBP2a Uretimini indikledigi ve lateks agliitinasyon testinin
hassasiyetinin artirdigl vurgulanmigtir. Rohrer ve arkadaglart MRS A-Screen testinin
sefoksitin indiiksiyonu oncesi duyarliligim %93,5, ozgilligini %97,7, indiksiyon
sonrast duyarliligint %100, ozgilluini %955 bulmuslardir (76). Bizim
caliymamizda boyle bir inditksiyon yontemi kullamlmamugtir.

Sefoksitin ve moksalaktamin PBP2a iretimini artirdigh igin disk difiizyon
yontemi olarak heterojen suslari belirlemede kullanilabilirligini aragtiran galigmalar
yabllmlstlr.

Felten ve arkadaglarinin 83 MRSA klinik izolat1 kullanarak yaptiklari

sefoksitin, moksolaktam disk diftizyon testleri, oksasilinin degisik konsantrasyon,

30



inokulum ve sicakhiliklarda yapilan disk difiizyon testleri, agar tarama ve MRSA-
Screen testin sonuglar tablo 10°de gosterilmistir. Sefoksitin igin inhibisyon zon gapi
<27mm, moksolaktam igin <24 mm kabul etmislerdir (12). Tablo 10’da test
sonuglar1 gosterilmektedir. |

Tablo 11. Felten ve arkadaslarimin yaptiklar: calisma sonuglan

DUYARLILIK OZGULLUK
Agar tarama %94 %100
MRSA-Screen ' %97.,6 %100
4Oksasilin, 1pg (10%koloni/mi) 37°C %96,4 %97,1
Oksasilin 5 g (10°kolon/mI)37°C %952 %100
Oksasilin 5 pg (10°koloni/m1)37°C %41 %100
Oksasilin 5 pg (10°koloni/m1)30°C %31,3 %100
Moksolaktam 30 g (10%koloni/mi)37°C %100 %100
Sefoksitin 30 pg(106kolorii/mi)37°C ' %100 %100

Cauwelier ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada da sefoksitin ve oksasilinin
degisik 1silardaki duyarlilik ve 6zgulliklerini, oksasilin agar tarama ve MRSA lateks
agliitiinasyon testinin duyarhilik ve dzgulliklerini, PZR ile mecA geni belirlenmesini
altin standart alarak kargilagtirmiglar. Sefoksitin inhibisyon zon gaplarini <20mm ise
MRSA, >24 ise MSSA olarak kabul etmigler (78). Calismanin bulgular tablo 11°de
Ozetlenmistir.

Tablo 12. Cauwelier ve arkadaslarinin yaptiklari calisma bulgular:

Duyarlilik Ozgiilliik
Agar tarama ‘ %97 %100
MRSA lateks agliitinasyon %100 %100
Oksasilin disk diftizyon 35°C %83.5 %100
Oksasilin disk difuzyon 30°C %100 %100
Sefoksitin disk difuzyon 35°C %100 %100
Sefoksitin disk difiizyon 30°C %100 %100

Bu ¢aligmada, heterojen suslar i¢in 35°C yerine 30°C’lik inkiibasyon 1sisinin
MRSA’lart daha iyi belirledigi ve oksasilin agar taramada PBP2a ekspresyonun daha
yiiksek oldugu belirtilmigtir (78).
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NCCLS2in son kilavuzunda MRSA’lar igin sefoksitin duyarl: ve direngli zon
¢aplar >20 mm ve <19mm olarak belirtilmigtir (79).

Bizim ¢aligmamizda NCCLS kriterleri dogrultusunda 35°C’lik inkiibasyon
1sis1, 10® koloni/ml inokiilasyon miktar1 velpglik oksasilin diski kullanilmigtir; Rutin
mikrobiyoloji laboratuarinda kullanilan testlerin bir standart sartlar altinda yapilmasi
gerekliliji agiktir. Ayrica her test icin ayn ayr kiiltiir ortam olugturmanin zorlugunu
testlerin uygulanabilirligini azaltmaktadir.

Degisik merkezlerde yapilan galigmalarin sonucu ile bizim galigmamizin
sonuglart arasinda, oksasilin agar tarama yontemi agisindan benzer sonuglar elde
edilmis, fakat PBP2a lateks agliitinasyon test sonuglarina gore bizim ¢aligmamizda
biraz daha diisiik duyarlilik, 6zgiilliik bulunmustur. Disk difiizyon testinin duyarlilik
ve ozgilligi, cahgmalar arasinda farklilik gostermekte, bu da testin kullanilabilirligi
tartigmast ve yorumlarina yol agmaktadir.

Razlighh ve arkadaglari (18) yaptiklani ¢aligmada mikrodiliisyon ve agar
tarama yontemlerini duyarlilik ve 6zgiilliik yoniinden %100 uyumlu bulmuslar, disk
difizyon yontemini diger iki yontemle karsilagtirdiklarinda duyarlilign %100,
ozgiilliigiin %97,5 olarak bulmuglardir. Agar tarama yonteminin kullanimini
onermiglerdir.

Kuzucu ve arkadaglari (80), oksasilin tuz agar tarama ve mikrodiliisyon
yontemlerini disk difizyon yontemi ile kargilagtirmiglar, her i¢ yontemle MRSA
suglartnin  tamamuint  direngli olarak belirlemigler, disk diflizyon yontemini
kullanilabilir bulmuslardir.

Ogiing ve arkadaslari (81), agar tarama testini referans test kabul etmisler ve
disk diftizyon testinin duyarllilglnl %95,5, ozgulliigiini %93,4 olarak bulmuslardir . -

Oguz ve arkadaglari (82), agar dilisyon testine gore, disk diflizyon
yonteminin duyarlihigimi %100, ozgulligind %92,6, agar tarama yonteminin
duyarliligim %100, o6zgilligini %95 bulmuslardir. Agar tarama yontemini
onermislerdir.

Siinbiil ve arkadaglann (83), disk difiizyon testini agar tarama yontemi ile
kargilagtirmiglar \}e duyarlihgimi %95,3, ozgilliguni %95,2 , agar tarama ile
uyumunu %96 bulmuslardir. Sonugta disk difizyon testinin agar tarama

yapilamadig1 durumlarda kullanilmasini 6nermiglerdir.
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Atay ve arkadaglan (84), disk difiizyon testini mecA gen analizi sonuglan ile
kargilagtirmuglar, duyarhiligini %100, 6zgulligini %91 bulmuglar. Disk dif‘uzyon
yOnteminin rutin laboratuarlarda giivenle kullanilabilecegini vurgulamiglardar.

Sancak ve arkadaglan, disk difiizyon yontemin PZR ile karsilastirnmglar
duyarlilik ve 6zgilliigini %100 bulmuglardir. Disk difiizyon yontemini giivenilir bir
test oldugunu belirtmiglerdir (85).

Ulkemizde yapilan galismalarda agar tarama yontemi genellikle referans test
olarak kabul edilmigtir. Disk difiizyon yonteminin duyarlilik ve 6zgulliigi caligmalar
arasinda farkhilik gostermekle birlikte, rutin laboratuarlarda kullanilabilir bulunmusg

olup, ¢aliymamiz sonuglariyla uyumludur.
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3.6. SONUCLAR

MRSA belirlemede, disk diflizyon yonteminin duyarliligi %98,8, 6zgiilligi
%99,1, oksasilin agar tarama yonteminin duyarlilif1 %988, 6zgillugi %98,3, PBP2a
lateks agliitinasyon yonteminin duyarliligi %97,7, dzgilliigii %97,4 bulunmusgtur.

Rutin laboratuarlarda fenotipik olarak MRSA belirlemede en sik kullanilan
yontem olan disk diflizyon yontemi heterojen direngli suglarda sorun olustursa da
kullanilabilir bir yontem olma o6zelligindedir.

Oksasilin agar tarama yontemi rutin olarak uygulama zorlugu diginda MRSA
suglarim belirlemek igin yeterlidir.

PBP2a lateks agliitinasyon yontemi bizim caligmamizda en dusiik duyarlilik
ve ozgiillige sahip test olarak bulundu. Ticari bir kit olmasi, maliyet ve etkinlik
agisindan dezavantaj sunarken, hizli bir belirleme testi olmasi tercih nedeni olabilir.
Ancak ozellikli durumlarda hizli olarak MRSA belirlemenin hasta ve tedavi maliyeti

agisindan fayda sagladigi durumlarda tercih nedeni olabilir.
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