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OZET

DAPTOMISININ METISILINE DIRENCLI STAPHYLOCOCCUS AUREUS
[ZOLATLARINDA IN VITRO ETKIiNLiGiNIN ARASTIRILMASI

Staphylococcus aureus toplumda ve hastanede edinilen 6nemli infeksiyonlara
yol acan etkenlerden biridir. Metisiline direngli S. aureus (MRSA) tedavisinde
glikopeptidler ilk Onerilen antibiyotiklerdendir. Glikopeptidlerin eradikasyondaki
yetersizligi, yan etkileri ve metisiline direncli stafilokoklarin beta-laktamlara direngli
olmas1 nedeniyle alternatif antibiyotiklerin arastirilmasina gidilmistir.

Amag¢: Bu calismada MRSA izolatlarinda mikrodiliisyon yontemi ile
daptomisinin in vitro etkinliginin belirlenmesi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 40 MRSA susu
calismaya dahil edildi. Bu izolatlar konvansiyonel yontemler kullanilarak ve BD
Phoenix 100 otomatize bakteri tanimlama sistemi (Beckton Dickinson, Sparks, MD,
ABD) ile tiir diizeyinde tanimlandi. Daptomisinin MRSA suslarina kargt minimal
inhibitér konsantrasyon (MIK) degerlerinin saptanmasinda sivi mikrodiliisyon
yontemi kullanildi.

Bulgular: Calismamizda MRSA suglarinin  tiimii daptomisine duyarl
bulundu. Daptomisin MiKs, ve MiKg, degerleri sirasiyla 0,25 ug/ml ve 0,50 pg/ml
olarak saptandi. Izolatlarin MIK deger araligi 0,25-0,50 ug/ml olarak belirlendi.
Ayrica, MRSA suglarinin tiimii linezolide duyarli bulundu. En yiiksek direng oranlari
ofloksasin ve gentamisine (%87,5) kars1 saptandi.

Sonu¢: MRSA’nin etken oldugu enfeksiyonlarda ilk tedavi secenegi olan
glikopeptid grubu antibiyotiklere kars1 azalmis duyarlilik oranlart rapor edilmektedir.
MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde alternatif ajanlar arastirilmaktadir. Daptomisin
MRSA tedavisinde son yillarda kullanilmaya baglanmis olan bir antimikrobiyaldir.
Calismamizda daptomisinin MRSA suslarinda in vitro olarak oldukca etkili oldugu
saptanmigtir. Calismamizda elde edilen verilerin daptomisinin MRSA’ya etkinligi
konusunda literatiire bolgesel katki verecegi ve daptomisinin MRS A enfeksiyonlarinin
tedavisinde halen cok etkili bir antibiyotik oldugu kanaatine varilmastir.

Anahtar sozciikler: MRSA, Daptomisin direnci, S. Aureus
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF IN VITRO ACTIVITY OF DAPTOMYCIN AGAINST
METHICILLIN-RESISTANT STAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLATES

Staphylococcus aureus is one of the important factors causing community-
and hospital-acquired infections. So far, glycopeptides have been the primary
antibiotics suggested in the treatment of methicillin-resistant S. aureus (MRSA). Due
to several factors such as the inadequacy of glycopeptides in eradication, their side
effects, and the fact that methicillin-resistant staphylococci are beta lactam resistant,
the search for alternative antibiotics has been initiated.

Purpose: This study aims to determine the in vitro activity of daptomycin in
MRSA isolates with the use of microdilution method.

Materials and Methods: A total of 40 MRSA strains isolated from several
clinical specimens were analyzed. These isolates were identified in the species level
using conventional methods and BD Phoenix 100 automated microbial identification
system (Beckton Dickinson, Sparks, MD, USA). Broth microdilution method was
used to determine the minimal inhibitory concentration (MIC) values of daptomycin
against MRSA strains.

Findings: All MRSA strains analyzed in the study were found to be
susceptible to daptomycin, with daptomycin MICsy and MICy values of 0,25 pg/ml
and 0,50 pg/ml, respectively. The MIC value range of isolates were determined to be
0,25-0,50 pug/ml. It was also found that all of the MRSA strains in question were
linezolid-susceptible. The highest resistence levels were against ofloxacin and
gentamicin (87.5%).

Conclusion: Previous research suggests that there has been a decrease
in susceptibility to glycopeptide antibiotics, which have been the first choice in the
treatment of infections where MRSA activity occurs. Therefore, there is a search for
alternative agents for the treatment of MRSA infections. Daptomycin is an
antimicrobial agent used in MRSA treatment in recent years. In this study, based on
the fact that in vitro daptomycin was found to be highly effective against MRSA

strains, it can be suggested that daptomycin still proves effective in the treatment of
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MRSA infections. It is hoped that the findings of this study will make a valuable
local contribution to the relevant literature.

Key words: MRSA, Daptomycin resistance, S. aureus
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1. GIRIS ve AMAC

Staphylococcus aureus toplumda ve hastanede edinilen infeksiyonlara yol
acan en Onemli infeksiyon etkenlerinden biridir. Genellikle deri ve yumusak doku
olmak iizere, derin doku infeksiyonlari, bakteriyemi, solunum ve iiriner sistem

infeksiyonlarina yol agmaktadir (1).

S. aureus kaynakli infeksiyonlarin en 6nemli sorunlardan biri antibiyotiklere
kars1 gelistirdikleri direngtir. Uygunsuz antibiyotik kullanimlar1 yeni antibiyotiklere

kars1 direncin ¢ok kisa zamanda gelismesine neden olmaktadir (1, 2).

Alexander Fleming penisilini bulmasi ve penisilin iiretiminin basarilmasi ile
stafilokokal infeksiyonlarinin onemli bir boliimii kontrol altina alinmistir. Fakat
penisilinin yaygin kullanilmasiyla 1940’larda penisilinaz iireten stafilokok suslari
izole edilmistir. 1961 yilinda ise stafilokoklarda metisilin direnci tanimlanmustir.
1970’1i yllardan itibaren de metisiline direngli staphylococcus aureus (MRSA)

suslarinda multiple antibiyotik direnci gelismistir (3).

Diinya genelinde gram pozitif mikroorganizmalarin neden oldugu
infeksiyonlar gittikce yayginlagsmaktadir (4). Metisilin diren¢ oranlarindaki artisa
bagli olarak MRSA infeksiyonlarinin giderek artmasi, MRSA izolatlar1 arasinda
vankomisine olan duyarliligin azalmas1 veya vankomisine direngli suslarin ortaya
cikmasi, S. aureus infeksiyonlarinin Oneminin daha iyi anlasilmasina zemin

hazirlamustir (5).

S. aureus diinyanin bircok bolgesinde en yaygin enfektif endokarditin
nedenini olusturmaktadir. Ayrica, Amerika Birlesik Devletleri’'nde bakteriyemiye
koagiilaz negatif stafilokoklardan (KNS) sonra ikinci siklikta neden oldugu
bildirilmektedir (6).

MRSA tedavisinde glikopeptidler ilk Onerilen antibiyotik  olup,
glikopeptidlerin eradikasyondaki yetersizligi, yan etkileri ve metisilin direngli
stafilokoklarin  beta-laktamlara da direngli olmasi alternatif antibiyotiklerin

arastirilmasina neden olmustur (7, 8).



Daptomisin; komplike deri ve yumusak doku infeksiyonlari, S. aureus
bakteriyemisi ve sag kalp infektif endokarditi i¢in 1yi bir alternatif ajandir (8). Klinik
kullanima son zamanlarda giren daptomisin Streptomyces roseosporus tarafindan
tiretilen siklik lipopeptid yapida bir antibiyotiktir. Metisiline direncli stafilokok
tiirleri, glikopeptidlere orta duyarli S. awreus’lar (GISA), penisilin direncli
Streptococcus pneumoniae ve vankomisine direngli enterokoklar (VRE) bu ajana

duyarhlardir (9-11).

Bu calismada Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi hastanesinin
cesitli servislerinde yatmakta olan hastalardan klinik mikrobiyoloji laboratuarina
gonderilen Orneklerden izole edilen metisilin direncli Staphylococcus aureus
izolatlarinda daptomisinin in vitro etkinliginin mikrodilusyon yontemi ile

belirlenmesi amaclandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Stafilokok Tiirleri

Micrococcaceae ailesinin iiyesi olan Gram pozitif, sporsuz, hareketsiz,
cogunlukla kapsiilsiiz, mannitolii fermente eden fakiiltatif anaerob bakterilerdir.
Koyun kanli (%5) agarda beta-hemolitik, sar1 pigment yapan, katalaz, koagiilaz ve

deoksiriboniikleaz (DNAz) pozitif koklardir (12, 13).

Mikroskopik olarak: Tek tek, iiziim salkimi ya da kisa zincirler halinde

dizilim gosterirler (12, 14, 15).

Bakteri genomu: Antibiyotik direnci ve bakteri viriilansindan sorumlu olan

genler bu kromozomal yapilar iizerinde bulunabilir (16).

Hiicre Duvari: Yapisinda bulunan peptidoglikanin iiretilmesi igin
monomerik komponentler (miirein monomer) hiicre icinde sentezlenmelidir.
Sitoplazmik membranda bulunan lipid tasiyicilar tarafindan hiicre disina tasinmali ve
sonra penisilin baglayan protein (PBP), yeni sentezlenmis peptidoglikani S.

aureus’un daha onceden sentezlenmis olan peptidoglikan tabakalarina baglarlar (17).

Yiizey Proteinleri: Protein A, clumping faktor, elastin, kollajen ve
fibronektin baglayan proteinler bakterilerin konak dokularinda kolonize olmasinda

onemli faktorlerden biridir (18).

2.2. Tarihce

Stafilokoklar1 ilk olarak 1878’de Robert Koch 1s1k mikroskobunda
tammlamis olup Iskocyali cerrah Alexander Ogston 1880 yilinda da bu
mikroorganizmalarin yiizeyel siiptiratif inflamasyona, septisemiye yol acabilecegini
aciklayarak patojenitelerini vurgulamis, bu mikroorganizmalara iiremeleri sirasinda
birbirlerinden ayrilmayip, iiziim salkimina benzeyen diizensiz kiimeler olusturmalari
sonucu Staphylococcus” (Staphyle: izim salkim1) adim1 vermistir. Ayn1 yil Pasteur
sivi besiyerinde iiretmistir. Rosenbach 1884°te ilk kez insandan izole etmis

stafilokolarin saf kiiltiiriinii yapmis ve karakteristik ozellikleri inceleyerek, kat1 besi



yerinde beyaz ve sar1 renkli koloniler olusturan iki farkli stafilokok tiiriinii izole
etmistir. Beyaz renkli koloniler Staphylococcus albus, sari-portakal renkli koloniler

ise Staphylococcus aureus olarak isimlendirilmistir (1, 19).

Alexander Fleming’in 1928’de penisilini bulmasi ve 1940’da Florey ve Chain
tarafindan penisilin liretiminin basarilmasi ile tedavide asama kaydedilmistir. 1941
yilinda bu etkenin klinikte kullanilmasiyla infeksiyonlarin prognozu belirgin ol¢iide
degismistir. Ancak 1944 yilinda Kirby ilk kez penisilinaz iireten stafilokoklari
bildirmigtir. 1960’11 yillarin sonunda ise hastanelerden ve toplumdan izole edilen
suslarin %80’den fazlasi metisilin, oksasilin, nafsilin gibi yar1 sentetik penisilinlere

direncli hale gelmistir (20, 21).

Penisilinaza direncli ilk semisentetik antimikrobiyal ajan olan metisilin 1959
yilinda klinikte kullamlmis ancak 1961 yilinda Ingiltere’de ilk metisiline direncli S.
aureus susu tespit edilmistir (22, 23).

MRSA suglar1 1960’11 yillarda Avrupa’da, 1970’li yillarda ABD’de sorun
teskil etmistir. 1970’1i yillarin sonu ile 1980°1i yillarin baglarindan itibaren de MRSA
suslarinda ¢oklu antibiyotik direnci gelismeye baslamistir (23).

MRSA suslar 6zellikle 1980’1i yillarda hastane kaynakli salgin etkeni olarak
bildirilirken; kinolonlar, klindamisin, makrolidler, kloramfenikol, tetrasiklinler,
aminoglikozidler, trimetoprim/sulfametoksazol ve rifampisin gibi antibiyotiklere

kars1 coklu direng ile sik karsilagilmistir (24, 25).

Coklu diren¢ gosteren MRSA suslarina bagli infeksiyon probleminin
artmastyla birlikte vankomisin, stafilokokal nozokomiyal infeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmaya baslanmustir. ik olarak 1995°de Fransa’da (26), 1996°da Japonya’da
(27), 1997 yili icinde ABD (28), Hong Kong (29) ve Kore’de (30) vankomisine
azalmig duyarliligt (VISA: Vancomycin intermediate S. aureus) gosteren MRSA
suglarinin izole edilmesi diren¢ sorununun ne kadar 6nemli oldugunu kanitlamistir.
Yeni antibiyotiklerden linezolid ilk kez 2000 yilinda klinik kullanima girmistir.
Linezolide ilk diren¢ 2001 yilinda gelismistir (31) ve ayni sekilde vankomisine ilk
diren¢ 2002 ynlnda ABD’de diyaliz tedavisi goren 40 yasindaki bir erkek hastanin

kateter ucundan izole edilmistir (32).



2.3. Smiflandirma

Daha oOnceleri “Micrococcacae” ailesi iginde simiflandirilan stafilokoklar
molekiiler tekniklerin gelismesiyle birlikte birbirlerinden farkli olduklar
gosterilmistir. Son donemlerde yapilan genetik calismalar ve kemotaksonomik
analizler ile stafilokok tiirleri Staphylococcaceae ailesi i¢inde Genus I olarak

siniflandirilmastir (33, 34).

Stapylococcus cinsinde 33 tiir elde edilmistir. Bu tiirlerden 17 tanesi insan

orneklerinden izole edilmistir (34).

Fenotipik ozellikleri ve DNA iligkisine gore en az dort grupta toplanabilirler
(34).
1. S. epidermidis grubunda; S. epidermidis, S. capitis, S. warneri, S.
haemolyticus, S. hominis tiirleri, S. saccharolyticus,
2. Staphylococcus simulans grubunda; S. simulans ve S. carnosus,
3. Staphylococcus sciure grubunda; S. sciure ve S. lentus tiirleri,
4. S. saprophyticus grubunda; S. saprophyticus, S. cohnii ve S. xylosus

tiirleri yer almaktadir.

S. aureus, Staphylococcus auricularis, Staphylococcus intermedius,
Staphylococcus caseolyticus, Staphylococcus hycus herhangi bir gruba dahil

edilmemistir.

Stafilokoklar insanlarda patojen olabilme oOzelliklerine gore 3'e ayrilabilir
(34);
1. Sik patojenler: S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus
2. Seyrek patojenler: S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S.
saccharolyticus, S. cohnii, S. simulans, S. lugdunensis, S. schleiferi, S.
capitis.

3. Nadir patojenler: S. auricularis, S. xyloides

2.4. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Stafilokoklar; 0,50-1,5 pum c¢apinda, Gram pozitif, yuvarlak, hareketsiz,

sporsuz, zorunlu anaerop olan S. saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius



disinda fakiiltatif anaerop olup genellikle katalaz pozitif (S. saccharolyticus ve S.
aureus subsp. anaerobius harig), oksidaz negatif (S. sciuri, S. lentus ve S. vitulinus
haric), kapsiilsiiz mikroorganizmalardir. Kat1 besiyerinde boliinebilme o6zellikleri
nedeni ile ¢ogunlukla iiziim salkimi seklinde diizensiz kiimeler olustururlar. Piiriilan
ornek icinde, infekte viicut sivilarinda veya sivi besiyerlerinde morfolojik 6zellikleri
iclii-dortlii kisa zincir yapan koklar seklinde degismektedir. Bu goriiniimleri ile
streptokoklara benzeyen stafilokoklarin ayrimi katalaz testinin pozitif olmasi ile

yapilabilmektedir (1, 19, 35) .

Genellikle %7,5-10 NaCl iceren besiyerlerinde, 18-45°C’de kolaylikla
tireyebilen bu bakteriler i¢cin optimal tireme 1s151 37°C olmakla birlikte, S. aureus’un

pigment olusumu icin en uygun 1s1 20-25°C"dir (36).

2.5. Ureme ve Kiiltiir Ozellikleri

Kanli agar, nutrient agar, triptik soy agar veya beyin kalp infiizyon agar gibi
besiyerlerinden izole edilen stafilokok tiirleri 30-37°C’de 18-24 saat icinde 1-3 mm
capinda koloni olustururlar ve krem veya sari-portakal rengi pigmentte, S tipi, hafif

kabarik, yuvarlak olup kanli agarda beta hemolizi sekillendirirler (1, 19).

S. aureus’un kanli besiyerinde, pigmentsiz, kiiciik ve hemoliz olusturmayan

koloniler seklinde iireyen koloni varyantlari da tanimlanmistir (1).

2.6. Biyokimyasal Ozellikleri

S. aureus suslan koagiilaz pozitiftir. Stafilokoklar glukozu fermantatif olarak
parcalarken son iiriin olarak laktik asit meydana getirirler. Ayrica laktoz, siikroz,
mannoz, trehaloz ve maltozu da fermente ederken mannitolu sadece S. aureus

fermente edebilir (37).

Stafilokoklarin cogunlugu %7,5-10 NaCl iceren basit besiyerlerinde rahatlikla
iireyebilirler. Suslarin optimal iireme 1silar1 30-37°C ve pH’lar1 7-7,5 arasindadir.
Furazolidon ve lizostafine, dezenfektan ve antiseptiklere, kuarterner amonyum kloriir
bilesiklerine, alkol, iyot gibi antiseptiklere duyarli, basitrasin ve lizozime

direnclilerdir. (1, 35).



Tablo 2.1. Virulans faktorleri ve patojeniteleri

Viriilans Faktorleri

Etkileri

Kapsiil Antifagositik etki, adezyon

Protein A 1gG molekiiliiniin Fc kismina baglanma
Sitotoksinler Farkli hiicreler tizerine sitolitik etki
Eksfoliatif toksin Hiicreler aras1 baglarinin kirilmasi
Enterotoksinler Besin zehirlenmesi

Toksik sok sendromu toksini -1

Siiperantijen

Katalaz Hidrojen peroksitin parcalanmasi
Koagiilaz Fibrinojenin fibrine ¢evrilmesi
Hyaliironidaz Hyaliironik asitin par¢alanmasi
Fibrinolizin Olusan pihtinin parcalanmasi
Lipaz Lipitlerin par¢alanmasi

Niikleaz Niikleik asitlerin parcalanmasi

Beta-laktamaz

Beta-laktam antibiyotiklerin hidrolizi

2.7. Virulans Faktorleri

2.7.1. Enzimler

S. aureus, koagiilaz, katalaz, hyaliironidaz, fibrinolizin, lipaz,

penisilinaz gibi cesitli enzimleri ile bakterinin yakin dokulara yayilimini kolaylastirip

infeksiyonun patogenezinde gorev alir (38).

2.7.2. Katalaz

Stafilokoklar (S. saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius harig)

tarafindan iiretilen toksik hidrojen peroksidi (H,O,), toksik olmayan oksijen ve suya

ayrigtiran emzimdir (19).

2.7.3. Koagiilaz

Stafilokoklar tarafindan {iiretilen bir plazma pihtilasma proteinidir. Serbest
koagiilaz ve bagl (clumping factor) koagiilaz olmak iizere 2 cesittir. Koagiilaz

pozitif stafilokoklar iizerinde olusan kalin fibrin tabakasi, mikroorganizmayi

fagositoza kars1 koruyarak, patojen 6zelligini arttirir (19).




2.7.4. Lipaz

Tiim stafilokoklar yaglar1 hidrolize ederek viicuttaki lipid iceren bolgelerde
yasarlar. Yiizeyel dokular1 invaze ederek fronkiil ve karbonkiil gibi infeksiyonlar

meydana getirirler (19,39).

2.7.5. Hiyaliironidaz

Konak bag dokusu matriksinde bulunan, asit mukopolisakkaritlerden olan
hiyaliironik asiti hidrolize ederek mikroorganizmanin yayilmasini kolaylastirir.
Antijenik 0©zellige sahip bir enzimdir ve S. aureus suslarinin %90’dan fazlasi

hiyaliironidaz olusturmaktadir (19).

2.7.6. Deoksiriboniikleaz (DNaz)

S. aureus suslarinin %90’1ndan fazlasinda bulunan DNaz enzimleri, endo ve

ekzoniikleaz aktivitesine sahip, 1siya direnci olan bir enzimdir (19).

2.7.7. Beta-laktamaz (penisilinaz)

Stafilokoklar penisilin grubu antibiyotiklerdeki B-laktam halkasinin hidroksil
grubunu parcalayarak etkisiz hale getirirler. Bu nedenle hiicre duvari sentezini inhibe
eden B-laktam grubu antibiyotiklere karsi direncli hale gelirler. Genetik taginma

transpozon ve plazmidler aracilig ile gerceklesir (40, 41).

2.7.8. Slime faktor

Slime maddesi amorf kapsiil yapisinda, glikokaliks materyali olup %40
karbonhidrat, %27 protein icermektedir. Antijenik yapilar1 ¢cok kuvvetli olmasi ile
birlikte daha virulan ve antibiyotiklere daha direncli olduklari bildirilmektedir.
Hiicresel immiin yaniti baskilar, opsonizasyonu, notrofil kemotaksisini ve nétrofil

fagositozunu inhibe eder (19).



2.7.10. Fibrinolizin (Stafilokinaz)

Stafilokoklar tarafindan ortama salinan kinazlar, plazmada bulunan
plazminojeni aktive ederek plazmine doniistiiriirler. Fibrinolitik etkisi ile fibrini

parcalayarak organizmanin yayilimina destek olurlar (19).

2.7.11. Fosfatidilinozitol — Spesifik Fosfolipaz C

Ozellikle eriskin tip solunum zorlugu sendromu ve dissemine intravaskiiler
koagiilasyon bulunan hastalardan izole edilen suglarda saptanan bir enzim olup

antimikrobiyal ajanlara direng gosterirler (35).

2.7.12. Toksinler

Ekzotoksinler konak hiicrenin fonksiyonunu etkilemesi nedeniyle
“toksin’’olarak isimlendirilen cesitli hiicre dis1 iiriinler iiretme yetenegine sahip olup
S. aureus’un irettigi bu toksinler, makrofajlar tizerindeki smmif II biiyilk doku

uygunluk kompleks molekiiliine baglanarak etkinliklerini gosterirler (23).

2.7.12.1. Sitolitik toksinler

Stafilokoklar konak hiicrenin morfolojisini ve/veya fonksiyonunu etkileyen
cok sayida toksin iretebilir ve bu toksinler araciligi ile inflamatuar bolgelerde
tiremelerini devam ettirebilirler. En 1yi tamimlananlart hemolizin ve 16kosidinlerdir

(39).

A- Hemolizinler

Antijenik ©zellikleri bakimindan birbirlerinden farkli dort tip (a, B, v, 0)
olmak iizere hemolizin (ekzotoksin) {ireten S. aureus suslart vardir. Bu
hemolizinlerin hayvan eritrositleri iizerinde hemolitik etki yapip yapmamalarina,
toksisite derecesine, hemoliz i¢in gerekli 1s1 derecesine ve zamanina gore ayri

ozellikleri vardir (42).

Alfa hemolizin (alfa toksin); insanlar i¢in patojen S. aureus suslarinin temel

hemolizini olup insan trombosit ve makrofajlari ile doku Kkiiltiirleri {izerine hemolitik



etkinlikleri vardir. Monositler bu toksine direnclilerdir. Antijeniktir ve antitoksini ile

notralize olur (39).

Beta hemolizin (beta toksin); sfingomiyelinaz C de denir. Eritrosit, lokosit,

makrofaj ve fibroblastlar gibi hiicreler iizerindeki fosfolipidleri hidroliz eder (33, 36).

Gama hemolizin (gama toksin); insan eritrositleri iizerine orta derecede
etkilidir. Bu hemolizin hemen hemen tiim S. aureus suslari sentezlemektedir.
Stafilokokal kemik infeksiyonlarinda kanda bu toksine karsi antikor diizeyinin

yiiksek bulunmasi, toksinin bu hastaliklarda etkili oldugunu gostermektedir (33, 37).

Delta hemolizin (delta toksin); genis spektrumlu sitolitik aktiviteye sahip
olup, 1siya dayanikli, heterojen ve antijenik Ozellik tagimayan bir proteindir. S.
aureus tiirlerinin %97’sinde ve koagulaz negatif stafilokoklarin %50-70’inde
bulunur. Hiicre membanin1 detarjana benzer etkisiyle tahrip ederek hiicre igeriginin

disar1 cikmasina neden olur (23, 33).

Alfa ve delta toksin insanlar {izerinde en ¢ok bulunan toksin cesitlerindendir

(39).

B-Non-hemolitik 16kosidin (Panton Valentine Lokosidin)
Panton ve Valentine adli arastirmacilar 1932 yilinda bu sitotoksinin deri ve

yumusak doku infeksiyonlart ile ilgili oldugunu gostermislerdir (23).

F (Fast-hizli) ve S (Slow-yavas) olmak {iizere iki protein komponentinden
olusan bu toksinin her iki komponenti de antijenik Ozellik gosterir. P-V(Panton
Valentine) Lokosidini, lokositleri tahrip edip fagositozu engellediginden, 6nemli bir

virulans faktoriidiir (23).

2.7.12.2. Enterotoksin

Istya direncli 100°C*ye 30 dakika dayanabilen polipeptid yapisinda maddeler
olup A, B, Cl1, C2, C3, D, E ve F olmak iizere 8 ¢esit immiinolojik tipi vardir. A ve
D besin zehirlenmelerinde sik karsilagilan tiplerdir. Makrofaj ve yardimci T
hiicrelerinden IL-1 ve IL-2 salinimini uyararak sindirim kanalinda siiper antijen gibi

davranirlar. S aureusun %35-50’si bu toksinleri olusturmaktadir (39).
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2.7.12.3. Eksfoliatif toksin

Stafilokok infeksiyonlarinin vezikiiler ve eksfoliyatif deri lezyonlarindan
sorumludur. Epidermisin stratum granulosum katmanina etki etmesiyle haslanmis
deri sendromuna neden olmaktadir. Eksfoliatif toksinin, antijenik ve biyokimyasal
yapilar1 bakimindan A (ETA) ve B (ETB) olmak iizere iki farkl: tipi vardir. Her iki
toksin de antijenik yapida ve toksinlere karsi olusan antikorlar koruyucu ve
notralizan etkinliktedir (43). Enterotoksinler ozellikle yiiksek CO’li atmosfer
ortamda karbonhidratli ve proteinli besiyerlerinde iireyebilen stafilokoklar tarafindan
olusturulurlar. S. aureus’un immunolojik olarak birbirinden farkli siiper antijen
niteliginde olan A, B, C (C1- C3), D, E ve F olmak iizere sekiz cesit enterotoksin
mevcuttur. Enterotoksin A ve D besin zehirlenmelerine, Enterotoksin B hastane

infeksiyonlarina neden olur (33, 36).

2.7.12.4. Toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1)

Enterotoksin F giiniimiizde TSST-1 olarak tanimlanmaktadir. Toksik sok
sendromundan sorumludur. TSST-1, 1s1tya ve proteolitik enzimlere direncli olup
kromozom iligkili ekzotoksindir. Siiperantijenik uyarim sonucu salinan sitokinlerin

giiclii etkisi nedeniyle soka ve hatta 6liimlere neden olmaktadir (33, 39).

2.8. Hiicre duvari1 elemanlari

Peptidoglikan tabaka hiicre duvarinin esas yapisini olusturan, hem Gram
pozitif hem de Gram negatif bakterilerde bulunan karmasik bir makromolekiil olan
peptidoglikan tabaka hiicre duvart kuru agirliginin yaklasik %50-60’1n1 olusturur.
Insan hiicrelerinde bulunmayip bakteri hiicrelerinde bulundugundan antibakteriyel
ilaclar icin hedef olusturmaktadir. Bu tabaka iic yapidan olusmaktadir. ilk tabaka B1-
4 glikozid baglar1 ile bagli N-asetil glukozamin (NAG) ve N-asetil muramik asit
(NAMA) alt gruplarindan olusur. Ikinci tabaka N-asetil muramik asite baglanan D ve
L aminoasitlerinden olusmus pentapeptid zincir olup L-alanin, D-glutamik asit, L-
lizin, D-alanindir. Uciincii tabakada ise NAMA’ya bagh olan pentapeptid yan
zincirleri, pentaglisin kopriileri ile bir zincirde D-alanin ile diger zincirdeki L-lizin

arasinda olacak sekilde birbirlerine ¢apraz baglanirlar (19, 35, 37).
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S. aureus’ta capraz baglanti oraninin yiiksek olmasi bakterinin lizozim
enzimine kars1t direncli olmasini saglar. Beta-laktam antibiyotikler, peptidoglikan
sentezini, karboksipeptidaz ve oOzellikle de transpeptidazlart inhibe ederek
durdururlar. Bu enzimlere penisilin baglayan proteinler (PBP) ad1 verilir. S. aureus’ta

PBP1, PBP2, PBP3, PBP4 seklinde dort cesit PBP vardir (19, 44, 45).

Stafilokoklarin peptidoglikan tabakasi; makrofajlardan sitokin salinimina,
komplemanin aktivasyonuna, trombositlerin agregasyonuna, monositlerden IL-1
salintmin1  uyararak  polimorfoniikleer  Iokositlerin  infeksiyon  bolgesine
toplanmalarina neden olurlar. Stafilokoklardaki pentaglisin kopriilerinin lizostafin
enzimine 6zgiil bir duyarliligr vardir. Ter, géz yast ve 16kositlerde bulunan lizozim
(muramidaz) enzimi, stafilokok ve diger gram pozitif bakterilerin peptidoglikan

tabakasinin B1-4 baglarin1 hedefleyerek etkisini gosterir (1, 19, 44, 45).

2.8.1. Teikoik asit

Teikoik asit, peptidoglikan tabakasinin i¢ine dagilmis, antijenik bir 6zellige
sahip olan, poliribitol veya poligliserol fosfat molekiillerinden meydana gelmis lineer
polimer bir yapiya sahiptir. Teikoik asidin, antijenik 6zelligi yani sira, kuvvetli polar
ve negatif yiiklii dis yiizey karakteri olusturmada ve iyon degisiminde de etkinligi

fazladir. Kalinlig1 bakterilerin tiirline gore degismektedir (19).

Teikoik asitler bulunduklar1 yerlere gore hiicre duvan teikoik asitleri ve
membran teikoik asitleri olmak tizere iki kisma ayrilirlar.
1. Hiicre duvar teikoik asitleri; gram pozitif bakterilerde peptidoglikan
tabakasina baglanmistir. Temel yapisinda poliribitol fosfat (S. aureus)
veya poligliserol fosfat (S. epidermidis) bulunur (19).
2. Membran teikoik asitleri; sitoplazmik membranin dis yilizeyinde bulunur
ve duvar teikoik asitlerine benzer bir kimyasal yapiya sahip gliserol fosfat

molekiilleri icerir (19).

2.8.2. Protein A

S. aureus’un hiicre duvarmin dis yiiziinde bulunur ve 42 kDa agirligindadir.

Dis ortama salgilanan bir molekiil olup insan IgG alt siniflarinin Fc bolgesine
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baglanabilme yetenegine sahiptir. Bakteriyi antikora bagli fagositozdan ve

komplemana bagl viicut savunmasindan korur (48).

2.8.3. Kapsiil

S. aureus’un mukoid tiirlerinde polisakkarid yapida bir mikrokapsiil
mevcuttur. Bu ekzopolisakkarit, bakteriyi fagositozdan korur, konak hiicrelerine
ozelikle de kateterler gibi yabanci cisimlere tutunmasini kolaylastirir. Stafilokoklarda
11 mikrokapsiiler polisakkarit serotipi tamimlanmistir. S. aureus suslarinin %70-80’1

tip 5 ve tip 8 kapsiiliinii icermektedir.

Penisiline direncgli S. aureus suslart tip 5 kapsiil icerirken, toksik sok

sendromu toksini iireten suslar tip 8 kapsiil icermektedir (19, 35, 37).

2.9. Epidemiyoloji

S. aureus ile ilk karsilagilan donem dogumdan hemen sonraki donemdir. S.
aureus, dogumdan itibaren deri, gobek cevresi, perianal bolge, gastrointestinal sistem
gibi bolgelerde bulanabilir. S. aureus’un yetiskin donemde en 6nemli kolonizasyon
bolgesi burun mukozasinin 6n kismidir. Buraya kolonize olusundan sonra oksiiriik ve
aksirik damlaciklar ile yayilarak tasiyict kimselere bulasir (19). Saglik calisanlari,
insiilin kullanan diyabetikler, hemodiyaliz hastalari ile ila¢ alisgkanlig1 olanlar, ayakta
periton diyalizi, kronik dermatolojik hastaliklar ve HIV pozitif hastalar, tasiyicilik
oranlari fazla olanlardir (37, 46, 47).

Tastyicilar direkt temasla ya da gida kontaminasyonlar ile kendileri ve
baskalar1 icin infeksiyon kaynagi olabilir (23, 48). Yiiksek sicaklik, antiseptik
soliisyonlar ve dezenfektanlara duyarh stafilokoklar, kuru yilizeylerde uzun siire
canliliklarim1 ~ siirdiirebilirler. Mevsimsel farkliliklar1  yoktur. Fakat besin

zehirlenmeleri yaz aylarinda daha sik goriiliir (19).

2.9.1. MRSA’nin epidemiyolojisi, kolonizasyonu ve risk faktorleri

MRSA, 1980’li yillardan itibaren hastanelerde Epidemiyolojik ve major

klinik sorun teskil etmektedir. MRSA miikoz membranlarda ve derinin normal
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florasinda mevcuttur. Hastalar ve hastane personelleri MRSA’nin  normal
tastyicilanidirlar (23). MRSA ile kolonizasyon ve infeksiyon ic¢in en biiyiik risk
faktorleri; yas, altta yatan hastaliklar, nasal kolonizasyon ve kateter, trakeostomi,
nasogastrik tiiplerdir. Nasokomiyal MRSA enfeksyionu ve MRSA epidemileri yogun
bakim {initeleri (YBU)'nde daha ¢ok (yaklasik 2/3’ii) ortaya cikmaktadir.
Kolonizasyon veya infeksiyonun riski yiiksek olan yerler; cevresel MRSA’nin fazla
oldugu servisler, yamik iiniteleri, eksfolyatif dermatitli hastalarin bulundugu

servislerdir (49).

Son yillarda toplum kokenli MRSA infeksiyonlarinin (TK-MRSA) saglikli
kisilerde 6zellikle ¢cocuk ve geng eriskinlerde goriilmesi 6nemini artirmistir. Panton-
Valentine toksini tasiyan bu sugslar daha cok DYDE ve pnomoniye neden olmaktadir
(50, 53). MRSA eradikasyonu olduk¢a zordur. MRSA’nin en 6nemli yayilim
mekanizmas1 hastane personelinin elleri ve kolonize olmus sekresyonlart kontrol
edilemeyen trekaostomili hastalardir. Metisiline direngli izolatlarin orani son yillarda
tim diinyada artis gostermistir. Fakat bazi merkezlerde hastane infeksiyonu
onlemlerine bagh kalinmasi ile bu oranda olduk¢a azalma olmustur. Ulkemizdeki

MRSA oram1 %20-48 oraninda bildirilmektedir (49, 50).

2.9.2. Stafilokoklarin neden oldugu infeksiyonlar

Genis viriilans faktorleri ile hem direkt hem de indirekt olarak infeksiyon
olusmaktadir. Salgiladigi toksinlerle uzak dokulara yayilimlar gerceklesmektedir
(36). Basit DYDE sepsis gibi hastaliklara kadar genis bir hastalik spektrumuna
sahiptir.

Neden oldugu infeksiyonlar invaziv ve toksijenik olmak iizere iki gruptur:
1. Invaziv hastaliklar

¢ Deri infeksiyonlar1

¢ Sistemik infeksiyonlar

2. Toksinle olan hastaliklar
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2.9.2.1. invaziv hastaliklar

MRSA’ya Bagli Deri ve Yumusak Deri Infeksiyonlari: Impetigo, follikulit,
fronkiil, karbonkiil, hidradenitis, suppurativa gibi klinik semptomlara neden olabilir.
Sellulit, lenfadenit, mastit, cerrahi yara infeksiyonlar1 komplikasyonlar arasindadir

(19, 37, 46).

MRSA’ya Bagl Sistemik Infeksiyonlar: Dolasim sistemi infeksiyonlar::
Bakteriyemi, endokardit, perikardit gibi klinik formlardir (19, 37).

MRSA’ya Bagli Solunum Sistemi Infeksiyonlari: Toplumdan kazanilmis
genellikle entiibasyon sonrasi aspirasyona bagli S. aureus pneumonileridir (19, 37,

46).

MRSA’ya Bagli Kas ve Iskelet Sistemi Infeksiyonlari: Osteomiyelit, septik
artirit, piyomyozit, septik bursit gibi infeksiyonlardir (19, 37).

MRSA’ya Bagl Santral Sinir Sistemi Infeksiyonlari: Cerrahi veya tanisal
girisimlerle dogrudan yaylim veya nadiren sekillenen, bakteriyemi ve endokardite
kadar sekonder hematojen yolla gelismektedir. Immun yetmezlik, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve ileri yastaki hastalar infeksiyona daha kolay yakalanabilmektedir (19,
37).

MRSA’ya Bagli Uriner Sistem Infeksiyonlari: Hematojen yolla veya kateter
yolu ile sekillenebilir (19, 37, 46).

2.9.2.2. Toksinlere bagh olarak gelisen MRSA infeksiyonlar1 (19, 37, 46):

1. Haglanmis Deri Sendromu: Cogunlukla yeni dogan ve bir yasin altindaki
cocuklar etkilenmektedir. S. aureus’un eksfoliyatif toksini bu sendromdan
sorumludur. Nadiren yetiskinlerde gozlenir. Saglam goriintimlii deri
kolaylikla soyulabilir. S1v1 ve elektrolit kaybina bagli hipovolemi ve sepsis
sekillenebilir.

2. Toksik Sok Sendromu: Ates, eritroderma, kusma, diare, bobrek yetmezligi

gibi klinik belirtiler gozlenebilir. Olgularin yarisindan TSST-1 iireten S.
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aureus suslar, diger yarisindan enterotoksin B ve C iireten suslar
sorumludur.

3. Besin Zehirlenmesi: Stafilokok iiremis ve enterotoksin olusmus besinlerin
alinmasini1 takiben 2-6 saat icinde bulanti, kusma ve ishal ile seyreder.
Siiperantijen olan stafilokokal enterotoksinler bagirsaktan sivi kaybina
sebep olurlar. Kremali pasta, mayonez, siitlii tathlar, etli gidalar ve
dondurma en sik sorumlu tutulan besinlerdendir. Genellikle 8 giin i¢inde

klinik kendiliginden diizelmeye baglar.

2.10. Patogenez

Mekanizmalar (52):

1. Bakterinin konaga yapismasi,
Anatomik bariyerlerden girisi,
Fagositik hiicre inaktivasyonu,

Konak humoral savunma sisteminin baskilanmasi,

wok wN

Toksin salinimi

S. aureus burun mukozasina, teikoik asit komponentleri ve nasofaringeal
mukozadaki miisin ile baglanir. Adezyon ve kompleman aktivasyonunda,
peptidoglikan tabakanin disindaki fibronektin baglayan protein, kiimelenme faktor ve
protein A rol oynar (53).

Adezyon sonrasi konak dokuya invazyon ise bakterilerin epitelyal ya da
mukozal ylizeylere penetrasyonu ile baslamaktadir ve yukarida bahsedilen bir¢cok

enzim ve bir¢ok toksin bu mekanizmada gorev almaktadir (53).

Mukozalara ya da epitelyal tabakaya penetre olan S. aureus’un peptidoglikan
tabakasi teikoik asidi ve hiicre duvar komponentleri kemotaktik iiriinler salgilatir ve
bakterinin lokalize olup prolifere oldugu bolgelerde polimorf niiveli 16kositler ve
monosit—-makrofaj sistemi S. aureus’un mukozalara ya da epitelyal tabakaya penetre

olan S. aureus’u fagosite etmeye calisir (53).

S. aureus’un fagosite edebilmesi i¢in taninmasi gerekir ki bu tanminma IgG

antikorlarinin Fc parcast ve C; gibi kompleman reseptorleri ve ko-reseptorlerin

16



opsonizasyonu ile miimkiindiir. Opsonizasyon sonrasi fagosite edilen stafilokoklar
fagositer vakuollerinde hizli bir sekilde imha edilirler. Bazi1 durumlarda nadiren S.
aureus’lar fagositer hiicre icinde yasamlarini devam ettirebilirler ya da konakta
savunma sisteminde yetersizlik ya da bozukluk oldugu durumlarda niiksler meydana

gelebilmektedir (53, 54).

2.11. MRSA infeksiyonlarmn Tedavisi

MRSA infeksiyonlarinda en sik kullanilan ilaglar vankomisin ve daha sonra
tiretilen teikoplan gibi glikopeptitlerdir. 1956 yilinda ilk defa klinik kullanima giren
vankomisinin yan etkisinden dolayr bir donem kullanimi kesintiye ugramistir.
Metisiline direncgli stafilokoklar ayni zamanda diger beta laktamlara da direncli
olmasindan bu bakterilerle olusan infeksiyonlarin tedavisinde glikopeptitler alternatif
teskil eden baska antibiotige ihtiya¢c duyulmasindan dolayi linezolid, daptomisin,
tigesiklin, kinupristin /dalfopristin gibi antibiyotikler gelistirilmistir. Bunlar
arasindan linezolid ve daptomisinin 1998-2002 yillarinda ABD’de FDA (Food and

Drug Administration) tarafindan kullanimi onaylanmistir (55, 56).

2.11.1. Tedavide daptomisinin yeri

Farmakodinamik olarak siklik lipopeptidlerin ilk iiyesi olan daptomisin hizl
bakterisidal etkinligi olup, konsantrasyona bagli antimikrobiyal aktivite gosterir.
Daptomisinin bir diger avantaji hem biiyiime hem de dinlenme fazindaki bakterilere
olan etkinligidir. Gram-pozitif bakterilerin duvarinda bol miktarda bulunan
lipoteikoik asidin i¢inde transmembran kanallar olusturarak bakteri membraninin
sentezini bloke etmektedir. Bu kanallar hiicre i¢i iyonlarin (potasyum, magnezyum)
ve ATP’nin sizmasina ve makromolekiillerin sentezinin engellenmesine neden olur.
Klinik kullanima 1980°1i yillarda girmesine ragmen kas toksisitesi sebebiyle
kullantmi  durdurulmustur. Klinik ¢alismalart  1999°da tekrar baslatilmistir.
Ulkemizde 2010 yilinda kullanilmaya baslanmistir. Etki spektrumu MRSA, VISA,
VRSA ve VRE gibi direncli tiirler de dahil olmak iizere gram-pozitif bakterilerdir.
Daptomisin, komplike deri ve yumusak doku infeksiyonlar1 (KDYDE), S. aureus’un
etken oldugu bakteriyemiler ve sag kalp enfektif endokarditi icin onay almustir.

Primer toksisitesi miyopatilerdir. Daptomisine karst diren¢ ¢ok nadirdir.
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Glikopeptidlerin MIK diizeyleri arttik¢a, daptomisinin MIiK degerlerinde de bir artis
dikkati cekmigtir. Daptomisine direngli S. aureus kokenlerinde daptomisinin hiicre
membranina baglanmasinin azaldi§i gosterilmistir. S. aureus ve enterokok

kokenlerinde daptomisine kars1 direng oranlar1 ¢ok diisiiktiir (57-59).

Diinyada ve iilkemizde direncli gram (+) bakteriler giderek artmaktadir.
Stafilokoklar gram (+) koklar arasinda nozokomiyal ve toplumdan edinilmis 6nemli
infeksiyon etkenlerindendir. Klinikte antibiyotiklerin hemen hepsine direng gelistiren

S. aureus siilfonamidlerle baslayip direncini glikopeptitlere kadar gelistirmistir.

2.12. Staphylococcus aureus cinsi bakterilerde diren¢c mekanizmalar:

2.12.1. Penisilin direnci

Penisilinin 1940 yilinda ilk defa kullanima girmesinin ardindan birka¢ yilda
diren¢ gelismistir. Beta-laktamaz enziminin neden oldugu S. aureus izolatlarinin
%80’inde goriilen bu diren¢ 1959 yilinda semisentetik bir penisilin olan metisilinin
kullanima girmesiyle asilmistir. Giiniimiizde hastane kaynakli S. aureus izolatlarinin

%95’ den fazlasi beta-laktamaz tiretmektedir (56).

2.12.2. Metisilin direnci

Beta-laktamaz enzimiyle hidrolize olmayan betalaktam antibiyotiklere
(metisilin, oksasilin, nafsilin, kloksasilin, dikloksasilin) kars1 olan diren¢ metisilin
direnci olup, ilk olarak 1961 yilinda ilk MRSA susu bildirilmistir. Bdylece direncin
antibiotigin inaktivasyonuna neden olan beta laktamaz enzimi degil, bakteri
kromozomunda bulunan 8cc mec genidir. Bu gen betalaktam antibiyotiklerin tiimiine
ve ayrica florokinolonlar, gentamisin, klindamisin gibi antibiyotiklere kars1 da direng
gelisimine sebep olmaktadir. Metisilin, intersitisyel nefrite yol ag¢tifindan
giiniimiizde klinik kullaniminin olmamasinin yani sira sadece laboratuvarlarda beta-

laktam direncini tespit etmek amaciyla kullanilmaktadir (56).

PBP2a beta laktam gurubu antibiyotikler PBP’lere baglanip fonksiyonu
engelleyerek etki ederler. MSSA’larda 5 adet penisilin baglayan protein bulunurken

MRSA’larda ise buna ek olarak PB2a sentezlenir. Bunu kodlayan gen’’mecA’’olarak
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adlandirilan bir gen olup MSSA’larda bulunmamaktadir. PB2a diger PBP lerden
farkli olarak beta-laktam yapisindaki antibiyotiklere kars1 affinitesi diisiiktiir.
Giiniimiizde MRS A’lar tiim diinyada yaygin olarak goriilmektedir. Prevalansi iilkeler
arasinda farkliliklar gosterir. Kuzey Avrupa iilkelerinde <%]1, Giiney Avrupa

ilkelerinde, ABD ve Asya’nin baz iilkelerinde yarisinit agsmis durumdadir (56).

2.12.3. Glikopeptit Direnci

Siirekli vankomisin kullanilmast VISA ve VRSA suslarinin ortaya ¢ikmasina
neden olmus ve Ozellikle PBP2 ve PB2a’nin asir1 iiretiminin vankomisinin direnci ile
iligkili oldugu bildirilmistir. S. aureus’un bu suslarda hiicre duvar kalinlasmasina
neden olmus ve vankomisini baglayarak serbest molekiiliin hedefe ulasmasina engel

oldugu saptanmustir (1-3).

2.12.4. Makrolid -Linkozamid-Streptogramin direnci

Ribozom modifikasyonu ve ila¢ atillm pompasi indiiksiyonu direng
mekanizmalar1 arasinda en sik karlasilanlardir. Makrolidler iyi bir indiikleyicidir ve
bir kez indiiklenmesinin ardindan linkozamid ve streptogramin B’lere ¢apraz direnc
gelisebilmektedir. Kinolon direnci gram pozitif bakterilerde MIK degerleri
bakimindan oldukc¢a yiiksektir. Sinirda aktif olan bu ilagclarin MRSA gibi sorunlu
gram (4) bakterilerde kullanimlari, diren¢li kokenlerin secilmesini saglamistir (37,

60).

2.12.5. Kinopristin ve dalfopristin direnci

Mekanizmalari (61);

¢ Enzimatik olarak modifikasyona ugramasi,

e Bir adezin trifosfat baglayici protein aralikli 6zel atilim pompalarinin aktif
ulasimi,

e Hedef bolgelerinin degistirilmesi seklindedir.
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2.12.6. Aminoglikozid direnci

S. aureus’un Kkiicik plazmid ve transpozonlarinda bulunan genler ilacin
modifikasyonuna sahip olan enzimin salinmasina yol acarlar. Siilfonamid direnci,
plazmid ile tasinan genler vasitasi ile ya da nokta mutasyonuna bagli olarak
dihidropteroat sentetaz enziminin olugmasi ile trimetoprim direnci ise dihidrofolat
rediiktaz enziminin trimetoprimin aktif bolgesine baglanmasi ile ortaya ¢cikmaktadir

(62).

2.12.7. Tetrasiklin direnci

Plazmid kromozom ya da transpozonlarda bulunan tetrasiklin diren¢ geni (et

A-G, tet K, L) tarafindan sentez edilen 6zgiil bir membran proteinine baghdir (62).

2.12.8. Rifampin direnci

RNA polimeraz enziminin inhibisyona ugramasiyla protein sentezi bozulur.
Fakat tek basina kullanildiklar1 zaman RNA polimerazin bir alt gurubunda noktasal

mutasyonlar sonucu yiiksek seviyede direng gelismektedir (63).

2.12.9. Daptomisin direnci

Gram pozitif bakteri sitoplazmik membranina yapisarak iceriye potasyumun
girmesine, membran depolarizasyonuna, makromolekiil sentez disfonksiyonuna,
parcalanma olmadan organizmanin kollapsina neden olur. Daptomisinin direnc
mekanizmasi hizli ve 0Ozgiin bir mekanizma olusumu olup konsantrasyon ve
kalsiyum bagimhidir. Spontan diren¢ sik olmamakla birlikte diren¢ olusumu nadir

olup daptomisinin membrana baglanmasinin azalmasi ile gerceklesir (8).

2.13. Mikrobiyolojik Tam

S. aureus’un makroskobik ve mikroskobik tanimlanmas1 katalaz ve koagulaz
testlerine gore yapilir. Stafilokoklarin hem cins, hem de tiir ayrimina gidilmesi i¢in

diger ozelliklerin de degerlendirilmesi gerekir.
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2.13.1. Gram boyama ve mikroskobik inceleme

Klinik 6rneklerden hazirlanan gram boyali preparatlarda stafilokoklar 0,50-
1,0 um ¢apinda iiziim salkim seklinde, tek tek, ciftler, kisa zincirler, ya da kiimeler
halinde Gram pozitif koklar olarak goriilmektedir. Koloni morfolojisi tipik koloniler
goriilebilmesi i¢in Ornekler kanli agar plaklarina ekilir. 24 saatlik inkubasyondan
sonra 1-2 mm capli koloniler gdzlenir. Baz1 stafilokok suslarinda farkli beta hemoliz

zonlar1 olusur (64).

2.13.2. Katalaz testi

Mikrococcaceae ailesindeki katalaz enzimini (sitokrom oksidaz enzimi)
saptamaya yonelik arastirilan bir test olup stafilokolar1 gram (+) koklardan ayirt
etmede kullanilir. Yapilis1 incelenecek koloni lam {iizerine alinir ve {izerine %3’liikk
(H,0O,) hidrojen peroksit damlatilir. Hidrojen peroksitin su ve oksijen gazina
doniisiimiinii gosteren kabarciklar enzimin varligimi gosterir. Eritrositler katalaz
enzimini icermesinden dolayr yanlis pozitifligin 6nlenmesi acisindan ornekler kan

icermeyen besiyerinden alinmalidir (35).

2.13.3. Koagulaz testi

S. aureus’u diger stafilokoklardan ayirmada etkili bir testtir. EDTA’1 tavsan
plazmasi kullanilarak tiip veya lam testleri koagulaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in
yapilir. S. aureus disinda P. aeruginosa, S. marcescens gibi sitrati metabolize edip
plazmay1 pihtilagtirdigindan yanlis pozitif sonu¢ verebilir. Bu nedenle sitrat iceren

plazmalar kullanilmamalidir (36).

2.13.4. Lam koagiilaz testi

Lam iizerine 1 damla distile su damlatilarak kolonilerin bu su ile karigmasi
saglanir. Homojen siispansiyonun iizerine bir damla plazma damlatilir ve yavasca
elde cevrilerek karistirilir, eger 10 sn ig¢inde gozle goriiliir bir kiimelesme varsa test
pozitiftir. Lam koagulaz negatifse mutlaka tiip koagulazla sonug¢ desteklenmelidir. S.
aureus’un haricinde S. lugdunensis ve S. schleiferi bu testte pozitif sonug

verebilmektedir (36, 65).
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2.13.5. Tiip koagiilaz testi

Bu S. auerus’un tanimlanmasi icin referans yontemdir. Hiicre disina salinan
koagulaz gozlenir ve serum fizyolojik ile 1/5 oraninda sulandirilmis EDTA’1 tavsan
plazmasi icinde stafilokok kolonisi ¢izilerek karistirnlir. 35°C’de 4 saat pihti

gozlenmesi i¢in bekletilir. Pthtinin olusumu pozitif sonug olarak degerlendirilir (65).

2.13.6. Mannitol hidrolizi

S. aureus’un bir¢cok koagulaz negatif stafilokoklardan farli olarak mannitolii
fermente edebilme 0zelligi vardir. Bu test i¢cin mannitollii tuzlu agar kullanilir.
Kontamine ornekler %7,5 NaCl iceren bir besiyerine ekilip izolasyonu buradan
yapilabilir. Diger organizmalar burada iireyemezler. Bu besiyerinde iiremis olan S.
aureus kolonilerinin etrafinda 48 saatte sar1 zon olusmaktadir. S. aureus kolonilerinin
mannitol fermentasyonu sonucunda besiyerinin fenol kirmizisi rengi sariya

doniismektedir (65).

2.13.7. Protein A saptanmasi

Ticari olarak bulunan insan fibrinojen ve IgG’si ile kapli polistren lateks
partikiilleri iceren ayiractan reaksiyon kartina bir damla damlatilir ve karistirilir.
Agliitinasyon sekillenmesi pozitif sonu¢ olarak degerlendirilir. Lam koagulaz testine

alternatif olarak da yapilabilir (65).

2.13.8. Deoksiriboniikleaz (DNaz) testi

DNaz testi koagiilaz testinde zayif reaksiyon veren stafilokoklarin
durumunu incelemek icin yapilan bir testtir. S. aureus niikleik asitleri hidrolize
eden DNaz ve 1siya direngli bir endoniikleaz olusturmaktadir. Metakromatik bir
boya olan toluidin mavisi iceren DNaz besiyerine birka¢ koloni alinip yogun
ekimin ardindan 24 saat 35°C’de inkiibasyona birakilir. Ekim cizgisinin
cevresinde parlak pembe kirmizi veya mor renk olusturan kdkenler DNaz pozitif

olarak degerlendirilir (35).
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2.13.9. Hizli termoniikleaz testi

Bir mililitre beyin kalp infiizyon sivi besiyeri igerisine birkag¢ stafilokok
kolonisi ekilir. 35°C’de 2 saat inkiibasyondan sonra siispansiyon su banyosunda
15 dakika kaynatilir ve ardindan oda sicakligina sogutulur. DNaz test agari
tizerinde pipet yardimiyla acilan oyuklara iki damla sogutulan organizma
siispansiyonu eklenmesinin ardindan 1-2 saat 35°C’de inkiibe edilir. Kuyucuklar
etrafinda pembe ya da kirmizi hale goriilmesi ile S. aureus’un termoniikleaz

testi pozitiftir olarak degerlendirilir (65).

Tablo 2.2. insanda sik infeksiyon olusturan stafilokok tiirlerinin ayrmm

Test S. aureus aureus S. epidermidis S. saprophyticus
Koagiilaz + - -
DNaz + - -
Mannitol fermentasyonu + - +
Anaerob ortamda iireme + + -
Novobiyosindirenci - s -
Hemoliz + +/- -

2.14. Staphlococcus aureus suslarinda metisilin direncini saptamaya

yonelik yontemler

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda S. aureus izolatlarinin yaninda
metisilin direncinin tespiti gerekmektedir. Bu amagla fenotipik ve genotipik

yontemler kullanilmaktadir.

2.14.1. Fenotipik yontemler

Direncin tespitinde mecA geni veya PBP 2a’y1 saptayan yontemler referans
teskil ederler. Sefoksitin veya oksasilin duyarhiligmin disk difiizyonu sivi
mikrodilusyon veya oksasilin agar tarama testleri ile belirlenmesi (Clinical and

Laboratory Standards Institute) CLSI tarafindan 6nerilen fenotipik yontemlerdir (66).
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2.14.1.1. Disk difiizyon yontemi

Belirli bir miktar antibiyotik ajan igeren disklerin bakterinin standart
slispansiyonunun yayildig1 agar plaklarinin yiizeyine yerlestirilir ve antibiyotigin
bakteri icin inhibitor olan diizeyi disk cevresinde iireme olmayan alaninin c¢api

Olciilerek belirlenir (36, 67).

2.14.1.2. Sulandirim diliisyon yontemleri

In vitro duyarlilik testleri arasinda “altin standart’” olarak kabul edilmektedir.
Antimikrobiyaller 2 katli diliisyon seklinde artan yogunluklarda hazirlanirlar. Tiipte
s1v1 besiyeri hazirlaniyorsa makrodilusyon, mikrotitrasyon plaklarinda hazirlaniyorsa
mikrodilusyon olarak isimlendirilir. Belirli diliisyondaki bakteriden ekim yaparak
inkiibasyondan sonra gozle goriilir sekilde {iiremeyi engelleyen en diisiin
antimikrobiyal ila¢ konsantrasyonu hesaplanir. Kantitatif sonu¢ vermesi sebebiyle sik

tercih edilir (36, 67).

2.14.1.3. Agar dilusyon

Agar tarama bu yontemde, 6 pg/mL oksasilin ve %4 NaCl iceren MHA’ya
0,50 McFarland bulanikli§a ayarlanmis olan bakteri siispansiyonundan ekim yapilir.
Plaklar 24 saat 35°C’de inkiibe edilir. Herhangi bir koloni tiremesi halinde test edilen
sus metisiline direngli olarak kabul edilir. Testin duyarlilik ve ozgiilligii oldukga

yiiksektir (39).

2.14.1.4. Epsilometrik yontem

MIK degerini plastik stripler kullanarak saptamayi hedefler. Stribin bir
tarafinda ilag, diger yiiziinde ise antimikrobiyal ajanin strip ucundan olan uzakliga
karsilik gelen konsatrasyon bir cetvel gibi siralanmistir. Stadart bakteri siispansiyonu
kat1 besiyeri iizerine yayildiktan sonra stripler yerlestirilir ve plaklar 18-24 saat
35°C’de inkiibe edilir. Elips seklindeki inhibisyon alaninin stribi gectigi
konsantrasyon MIK olarak tespit edilir (36, 67).
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2.14.2. Genotipik yontemler

En siklikla kullanilan ve en 6nemlisi (Polimeraz zincir reaksiyonu) PCR olup
bu metodlarin birbiri ile kombine edilerek kullanilmasi kesin bilgiye ulastirir. Higbir

tiplendirme yontemi tek basina olmamalidir (36, 67).

2.14.2.1. Polimeraz zincir reaksiyonu yontemleri
PCR yonteminin temel 6zelligi, belirli bir DNA dizisinin hizli bir sekilde
cogaltilmasi esasina dayanir. Bu yontem 48 saat icerisinde 50 kadar izolatin kolayca

tanimlanmasini saglar (23).

2.14.2.2. Kromojenik agar

Metisilin direncinin daha hizli ve kolay belirlenmesi i¢in cesitli ticari
kromojenik besiyerleri gelistirilmistir. Yapilan calismalar kromojenik besiyerlerinin
konvansiyonel besiyerlerine gore etken patojenleri daha kisa siirede saptadigini ve
karigik kiiltirlerden ayirmada daha etkili oldugunu ortaya koymustur (68).
Kromojenik substrat iceren besiyerleri maliyet acisindan yiiksek olmasina ragmen
tanimlama icin ek test gereksinimini azaltmasi ve zamandan tasarruf saglamasindan

dolay1 mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanimi giderek yayginlasmaktadir (69).

2.15. Stafilokok infeksiyonlarinda bashca kullanilan antibiotikler

e Penisilinaza direngli (antistafilokokkal penisilinler)
¢ Beta- laktamaz inhibitorlii kombine penisilinler

e Sefalosporinler

e Karbapenemler

® Aminoglikozidler

e Makrolidler

® Trimetoprim/sulfametoksazol

¢ Kinolonlar

¢ Linkozamidler

¢ Kloramfenikol

¢ Rifampisin

25



Fusidik asit
Streptopiraminler
Oksazolidononlar
Mupirosin
Linezolid
Glikopeptitler
Daptomisin

Tigesiklin

2.16. MRSA infeksiyonlarmin Kontrolii

Stafilokok suslarma kars1 6zel bir kontrol onleme gerek yoktur fakat MRSA

suslarinin  ayrica degerlendirilmesi gerekmektedir. Ulkemizde endemik olarak

goriilen MRSA, basta Avrupa iilkeleri ve ABD’de olmak iizere tiim diinyada hastane

infeksiyonlarinin en 6nemli nedenlerinden olup, bulasda MRSA ile kolonize veya

enfekte olan hastalar ve MRSA tasiyicisi olan saglik calisanlar ile direkt temas rol

oynamaktadir. (20, 45).

Hastanede yatarken MRSA kolonizasyonu gelisen kisilerde, yiiksek oranlarda

MRSA infeksiyonunun ortaya c¢ikmasi, salginlarin uzun siire kontrol altina

allnamamasi ile iigiinci basamak hastanelerde ortaya c¢ikan biiyiik salginlarin uzun

yillar siirdiigii bilinmektedir (20, 70).

MRSA infeksiyonlarinin 6nlenebilmesi i¢in (71, 72);

1.
2.

Oncelikli MRSA tasiyiciliginin belirlenmesi,
izolasyonu igin hastaneye bagvuran hastalarin ve belirli araliklarla hastane

caliganlarinin MRSA agisindan taranmast,

. Tastyic1 olanlarin dekolonize edilmesi Onerilmektedir,

. Tastyiciligin  siklikla burunda olmasindan dolayi, buruna klorheksidin

banyosu ile ya da %2 mupirosin krem tedavisi ile tasiyiciya ve yakin
cevresine uygulanmalidir. Ozellikle burun mupirosin uygulanmas1 saglikli

kisilerde burunda tasiyiciligi ii¢ ayda yok etmektedir,

. MRSA tasiyicilarinin - bulundugu ortamlar dezenfektan maddelerle

temizlenmelidir.
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6. Hasta bakimi ile ilgilenen ve hasta ile dogrudan temas: olan kisilere
egitimlerle bilgilendirilmelidir,

7. Saglik calisanlart eldiven giymis olsun yada olmasin hasta ile temestan
once ve sonra Ellerin antisepsisi saglanmalidir,

8. MRSA prevalansinin yiiksek oldugu iilkelerde, infeksiyon kontrol

onlemlerine ek olarak antibiyotik kullanimi kisitlanmalidir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma, Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlign Fakiilte
Etik Kurulu’'nun 10/12/2014 tarihli oturumun 2014/122-214 sayili karart ile

onaylanmustir.

3.1. izolatlar

Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Bakteriyoloji Labaratuvari’nda 2012/2014 yillar1 arasinda cesitli klinik orneklerden
izole edilen 40 MRSA susu calismaya dahil edildi. Calismaya dahil edilen suslarin
farkli tarihlerde farkli kliniklerde yatan hastalardan alinmis olmasina dikkat edildi.

Ayni1 hastadan izole edilen MRSA izolatlarindan yalniz biri ¢alismaya dahil edildi.

3.1.1. izolatlarin tanimlanmasi

Besiyerinde saf koloni halinde iireyen gram pozitif kok morfolojisinde olan
kapsiilsiiz, mannitolii fermente eden, mikroskopik olarak; tek tek, iiziim salkimi
seklindeki tiim suslar degerlendirildi ve ileri identifikasyon testlerine alindi. Bu
izolatlar BD Phoenix 100 otomatize bakteri tammmlama sistemi (Beckton Dickinson,
Sparks, MD, ABD) ile tiir diizeyinde tanimlamaya gidildi. Bakteriler calisma

zamanina kadar -80°C’de ependorf tiiplerinde sakland.

3.1.2. izolatlarn antibiyotik direncinin saptanmasi

3.1.2.1. Sefoksitin disk difiizyon yontemi:

Klinik orneklerden izole edilen suslarin metisilin duyarliliklar1 Mueller-
Hinton agarda (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Fransa) Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) direktifleri dogrultusunda 30 pg sefoksitin (Oxoid
Ingiltere) diski kullanilarak disk difiizyon yontemiyle saptanmistir (73).
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3.1.2.2. Kirby-Bauer disk difiizyon testi:

Klinik o6rneklerden izole edilen 40 MRSA susunun antibiotiklere olan
duyarhiliklari, CLSI 2014 standartlar1 dogrultusunda Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemiyle yapildi (73).

Kullanilan antibiyotik diskleri

e Klindamisin 2 pg,

¢ Eritromisin 15 pg,

e Siprofloksasin 5 pg,

¢ [evofloksasin 5 ng,

¢ Ofloksasin 5 pg,

® Linezolid 30 pug

¢ Trimetoprim/Siilfametoksazol 1,25 ug/23,75 ug
¢ GentamisinlO pg,

® Tobramisin 1 pg,

® Amikasin 30 pg,

Mikrotiiplerde -80°C’de saklanan suslar koyun kanli agara ekim yapild1 bir
gece 35°C’de bekledi. Inkiibasyon sonrasinda taze kiiltiirdeki kolonilerden buyyon
agar icerisinde 0,50 McFarland yogunlugunda (10° CFU/mL) olacak sekilde
siispansiyonlar1 hazirlandi. Hazirlanan siispasiyondan steril ekiivyon ¢ubuk yardimi
ile 4 mm kalinliginda olan Miiller-Hinton agar besiyerine ekim yapildi. Antibiyotik
disklerinin araliklar1 20-25 mm olacak sekilde yerlestirildi. Etiivde 35°C°de 18-24
saat inkubasyonun sonunda plaklar degerlendirilmeye alindi ve CLSI tarafindan
onerilen disk difiizyon duyarlilik zon c¢aplarina gore duyarl (S), orta duyarh (I) ve

direncli (R) olarak degerlendirildi.
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Tablo 3.1. S. aureus suslarmm CLSI tarafindan oénerilen disk difiizyon duyarhlik zon caplari

ve MIK degerleri (73).
Antimikrobiyal Ajan Disk Zon caplar MIK degerleri
S I R S 1 R
Oksasilin - - - - <2 (Oksasilin) - >4 (Oksasilin)
30 ug Sefoksitin >22 - <21 < 2 (Sefoksitin) - > 8 (Sefoksitin)
Oksasilin - - - - <0.25 (Oksasilin) - >0. 5 (Oksasilin)
30 pg Sefoksitin | >25 - <24 - - -
Seftarolin 30ug >24 21-23 <20 <1 2 >4
Vankomisin - - - - <2 4-8 >16
Vankomisin - - - - <4 8-16 >32
Teikoplanin 30 mg >14 11-13 <10 <8 16 >32
Daptomisin - - - - <1 - -
Gentamisin 10ug >15 13-14 <12 <4 8 >16
Amikasin 30pug >17 15-16 <14 <16 32 >64
Kanamisin 30pg >18 14-17 <13 <16 32 >64
Netilmisin 30ug >15 13-14 <12 <8 16 >32
Tobramisin 10ug >15 13-14 <12 <4 8 >16
Azitromisin 15ug >18 14-17 <13 <2 4 >8
Klaritromisin 15ug >18 14-17 <13 <2 4 >8
Eritromisin 15ug >23 14-22 <I3 <0.5 1-4 >8
Telitromisin 15pug >22 19-21 <I8 <1 2 >4
Diritromisin 15ug >19 16-18 <15 <2 4 >8
Tetrasiklin 30 ug >19 15-18 <14 <4 8 >16
Doksisiklin 30 ug >16 13-15 <12 <4 8 >16
Minosiklin 30 ug >19 15-18 <14 <4 8 >16
Siprofloksasin Sug >21 16-20 <15 <1 2 >4
Levofloksasin Sug >19 16-18 <15 <1 2 >>
Ofloksasin Sug >18 15-17 <14 <1 2 >4
Moksifloksasin Sug >24 21-23 <20 <0.5 1 >2
Lomefoloksasin 10 ug >22 19-21 <18 <2 4 >8
Norfloksasin 10 ug >17 13-16 <12 <4 8 >16
Enoksasin 10 ug >18 15-17 <14 <2 4 >8
Gatifloksasin Sug >23 20-22 <19 <0.5 1 >2
Grepafloksasin Sug >18 15-17 <14 <l 2 >4
Sparfloksasin Sug >19 16-18 <15 <0.5 1 >2
Fleroksasin Sug >19 16-18 <15 <2 4 >8
Nitrofurantoin 300 pug >17 15-16 <14 <32 64 >128
Klindamisin 2ug >21 15-20 <14 <0.5 1-2 >4
Trimetoprim - 1.25/23.75ug >16 11-15 <10 <2/38 - >4/76
Siilfametoksazol
Sulfonamidler 250yada300ug | >17 13-16 <12 <256 - >512
Trimetoprim Sug >16 11-15 <10 <8 - >16
Chloramfenikol 30 ug >18 13-17 <12 <8 16 >32
Rifampin Sug >20 17-19 <16 <1 2 >4
Kuinupristin-dalfopristin 15ug >19 16-18 <15 <1 2 >4
Linezolid 30 ug >21 - <20 <4 - >8

MIK: Minimal inhibit6r konsantrasyon

3.1.2.3. S1ivi mikrodilusyon yontemi ile MiK degerinin belirlenmesi

MRSA kokenlerinin daptomisine karst MiK degerlerinin saptanmasinda s1vi
mikrodilusyon yontemi CLSI 2014 kriterleri dogrultusunda uygulandi. Steril U
tabanl plaklara 100 ul buyyon besiyeri koyuldu.

3.2. Mikrodilusyon Yonteminin Uygulanmasi
e Mikrodiliisyon panelleri kullanilacak hale getirildi,

e Panele ilave edilecek antibiotigin son konsantrasyonu hesaplandi,
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¢ Antibiotik soliisyonlar1 hazir hale getirildi,

e 100 pl buyyon besiyeri biitiin kuyucuklara dagitilds,

e Kullanilacak antibiotik hangi oranda hazirlandi ise diliie edilen
kuyucuklara 100ul eklendi (11. ve 12. kuyucuklar haric),

e Antimikrobik ajanlar 5 pl olacak sekilde plaklara ilave edildi (12.
kuyucuk harig).

3.3. Antibiotik stok soliisyon hazirlanmasi

0,1 gr antibiyotik hassas terazide tartildi, meziirle olgiilen 19,5 cc’lik suda
daptomisin hafifce calkalanarak ¢oziildii. Antibiyotik ¢ozelti konsantrasyon orani
5120 pg/ml oldu. Bu karigim sirastyla once 1/10 sonra olusan karisimindan tekrar 1/8
oraninda diliie edildi. Ilk kuyucuga 1/8 oraninda diliie edilmis antibiotik
konsantrayonundan 100 pl koyulup seri sulandirimlari yapildi. Test edilecek
mikroorganizma i¢in daptomisin konsantrasyon (diliisyon) araligi: 0,06-32 pg/ml

olarak calisild1 (Sekil 4.3).
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Sekil 3.1. Tiim koyucuklara daptomisinin konsantrasyonunun eklendigi mikroplak 6rnegi.

DAP: Daptomisin, B(+)K: Bakteri siispansiyonu i¢eren kontrol bolmesi, B(-)K: Bakteri siispansiyonu
icermeyen kontrol bélmesi

3.4. inokulum Hazirlanmasi

Koyun kanli agardan pasajlanmis mikroorganizmalarin 18-24 saatlik taze

kiiltiirlerinden 6ze yardimi ile kolonileri alindi. Alinan 40 bakteri kolonisinden

buyyon agarda McFarland 0,50 (1x10° CFU/mL) bulanikligina esdeger bakteri

siispansiyonlar1 hazirlandi. Hazirlanan bu siispansiyonlardan 1/10 oraninda buyyon

besiyeri ile diliie edildi. Bakteri sayis1 1x10’ CFU/ml olacak seklinde bakteri

konsantrasyonlar1 olusturuldu. Toplam 96 (8x12) kuyucuklu mikroplaklarin 12.

siitun hari¢ her bir kuyucuguna 5 pl bakteri siispansiyonu ilave edildi.
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Sekil 3.2. inkubasyon sonras1 mikroplak érnegi

Mikroplaklar;

1-10. Kuyucuklar = Antibiyotik diliisyonlar1 ve bakteri siispansiyonu
icermektedir.

11. Kuyucuklar = Buyyon besiyeri ve bakteri siispansiyonunu icermektedir.

12. Kuyucuklar = Buyyon besiyeri icermektedir.

inokiile edilen bakteri final konsantrasyonu 5x10* CFU/ml oldu. Etiivde
35°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonrasinda daptomisinin MiK degeri belirlendi.
Daptomisin MIK degeri 1 pg/ml’den kiiciik olan izolatlar duyarl olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada 2010-2014 yillar1 arasinda Abant izzet Baysal Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji laboratuarinda farkli
kliniklerde yatan hastalara ait klinik Oreneklerden izole edilen 40 tane MRSA
izolatinin disk difiizyonla bir¢ok antibiyotige karsi direng¢ oranlar1 belirlenmis ve bu

izolatlarin daptomisine olan direnci s1vi mikrodilusyon teknigi ile arastirilmastir.

Calismamizda hastanemizde izole edilen MRSA kokenlerinin (n:40) 20’si
(%50) anestezi yogun bakim {iinitesinden, dokuzu (%22,5) gogiis hastaliklari, besi
(%12,5) genel cerrahi, dordii (%10) noroloji, ikisi (%35) beyin cerrahisinde yatan
hastalardan izole edilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. izolatlarn elde edildigi kliniklere gore daghmi (n:40).

Klinik n (izolat sayis1)
Anestezi yogun bakim iinitesi 20
Cerrahi klinikler 7
Dahili klinikler 13

Calismaya alinan MRSA izolatlarinin, 10’u kan, dokuzu deri, yedisi idrar,

besi balgam orneklerinden izole edilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. izolatlarin elde edildigi klinik 6rneklere gore dagilimi (n:40).

Klinik 6rnek n (izolat say1s1)
Kan 10
Deri 9
Idrar 7
Balgam 5

Calismamizda biitiin suslar duyarli olarak bulunmustur. Disk difiizyon testi
ile MRSA suslarinin tiimiine linezolidin etkin bir diger antibiyotik oldugu tespit
edilmistir. Izole edilen MRSA suslarinin klindamisin, eritromisin, siprofloksasin,
levofloksasin, ofloksasin, linezolid, trimetoprim/siilfametoksazol, gentamisin,
tobramisin, amikasin duyarlilik oranlari Kirby Bauer disk difiizyon yontemi ile
saptanmis olup, MRSA suslarinda en fazla diren¢ %87,5 oramyla ofloksasin ve

gentamisine, en diisiik direng¢ %12,5 oram ile trimetoprim/siilfametoksazole karsi
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gelismistir.  Suslarin  diger antibiyotiklere olan duyarhiliklart tablo 4.3’te

gosterilmistir.

Tablo 4.3. MRSA suslarin cesitli antibiyotiklere duyarhilik oranlari [n (%) ].

MRSA MRSA

Antibiyotikler n %
Daptomisin 40 100
Linezolid 40 100
Trimetoprim/Siilfametoksazol 35 87,5
Tobramisin 32 80
Klindamisin 29 72,5
Amikasin 26 65
Levofloksasin 12 30
Eritromisin 12 30
Siprofloksasin 6 15
Ofloksasin 5 12,5
Gentamisin 5 12,5

CLSI onerileri dogrultusunda minimal inhibisyon konsantrasyon (MiK) dege-
ri < 1 pg/ml olan suslar duyarli olarak kabul edilmistir. Daptomisin MIK aralig
mikrodilusyon yontemi ile belirlenmis olup, MRSA suslarmin tiimii i¢in daptomisin

MiKs, 0,25 pg/ml ve MiKg, 0,50 pg/ml olarak saptanmistir.

Tablo 4.4. MRSA izolatlarindaki Daptomisin MIK degerleri (ug/ml)

Mikroorganizma MIK aralig1 MIKs, MiKy,
MRSA 0,25-0,50 0,25 0,50

Tablo 4.5. MRSA izolatlarimn daptomisin MiK degerlerine gore dagihmlari

MIK Degeri (ug/ml) (n)
0,25 33
0,50 7
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Tablo 4.6. izole edilen MRSA suslarimin MiK degerleri (ug/ml) ve duyarhlik degerlendirilmesi.

Sus Daptomisin Sus Daptomisin
No MiK No MiK
1 0,25 (S) 21 0,25 (S)
2 0,25 (S) 22 0,25 (S)
3 0,25 (S) 23 0,25 (S)
4 0,25 (S) 24 0,50 (S)
5 0,50 (S) 25 0,25 (S)
6 0,50 (S) 26 0,25 (S)
7 0,25 (S) 27 0,25 (S)
8 0,25 (S) 28 0,25 (S)
9 0,25 (S) 29 0,50 (S)
10 0,50 (S) 30 0,25 (S)
11 0,25 (S) 31 0,25 (S)
12 0,25 (S) 32 0,25 (S)
13 0,25 (S) 33 0,25 (S)
14 0,25 (S) 34 0,25 (S)
15 0,25 (S) 35 0,25 (S)
16 0,50 (S) 36 0,50 (S)
17 0,25 (S) 37 0,25 (S)
18 0,25 (S) 38 0,25 (S)
19 0,25 (S) 39 0,25 (S)
20 0,25 (S) 40 0,25 (S)

S: duyarli, R: direngli, MIK: Minimal inhibitoér konsantrasyon
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S. TARTISMA

Diinya Saglik Orgiitii, antibiyotik direncini gelecek siirecte diinyanin kars
karsiya oldugu biiyiik tehditler arasinda gostermektedir. Bircok diren¢ mekanizmasi
kullanan hastane kokenli S. aureus ve 6zellikle MRSA suslar1 diinya capinda biiyiik
bir sorun teskil etmektedir. Hastane ve toplum kaynakli S. aureus suslari, ciddi
infeksiyonlarin en onemli nedenlerinden birisidir. Immiin sistem zayiflig, sik
enjeksiyon ve kateterizasyon gibi nedenlerden dolayr yatan hastalarda S.

aureus infeksiyonlar1 daha sik gézlenmektedir (19).

Daptomisin, cogu gram pozitif patojene karsi (metisilin, teikoplanin ve
linezolide direngli izolatlar da dahil) hizli bakterisidal ve konsantrasyona bagimli etki
gostermektedir. Boylece direng gelisim potansiyeli minimal halde kalmakta, bakteri
tireme miktar1 hizla azalmakta ve tedavi ve hastanede kalis siiresi oldukca

kisalmaktadir (74).

Daptomisin gram pozitif bakterilerin membraninda depolarizasyona yol
acarak niikleik asit ve protein sentezini durdurmasi sonucu bakteri hiicresinin
Olimiine yol acarak etki etmektedir. Daptomisine diren¢ mekanizmasi heniiz
bilinmemekle birlikte daptomisine direngli S. aureus izolatlarinin bazilarinda bir¢ok
genetik degisiklik belirlenmistir. Ayrica, S.aureus izolatlarinda daptomisine baglh

hiicreye difiizyonun azalmasiyla ilgili olarak diren¢ gelisebilecegi diistintilmiistiir (8).

Tayvan’da yapilan ve 2006-2008 yillar1 arasinda kandan izole edilen 470
MRSA izolatinin %98,8’1 daptomisine duyarli olarak bulunmustur (75).

Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan ¢alismada, 32 merkezin dahil olmasi
ile gerceklesen ve 2005-2010 yillarn arasinda izole edilen toplam 22858 S.
aureus izolatinin  (%53,3’i. MRSA) %99,94’linlin daptomisine duyarli oldugu
saptanmustir (76).

Huang ve arkadaslar1 daptomisin, glikopeptidler, linezolid ve teikoplaninin
Gram pozitif bakterilerde bakterisidal etkinligi tizerine yaptiklar1 in vitro ¢alismada

daptomisinin en etkili antibiyotik oldugunu saptamislardir (77).
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Sorlozano ve arkadaslari ¢oklu ilag direncine sahip 141 S. aureus susunda in

vitro daptomisin duyarliligim1 %100 olarak tespit etmislerdir (78).

Raad ve arkadaslarin daptomisin, linezolid ve tigesiklinin biyofilm olusturan
metisiline direngli stafilokoklardaki etkinligi ile ilgili yaptiklar1 calismada
daptomisin ve tigesiklinin inhibitor etkisini linezolid ve vankomisine gore daha iyi

oldugunu tespit etmislerdir (79).

Denis ve arkadaslarinin agar diliisyon testi ile yaptiklar1 bir calismada tiim

suslar daptomisine duyarli olarak bulunmustur (80).

Avusturalya ve Yeni Zelanda’dan toplam 10 laboratuvarin katildigi bir
calismada 872’si S. aureus susunda daptomisin duyarliligi %100 olarak saptanmistir

(81).

Sader ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir calisgmada 2005 yilinda Avrupa tip
merkezlerinden toplanan S. aureus susglarinin daptomisine olan duyarliligini 100%

olarak saptamiglardir (82).

2008 yilinda Avrupa’dan katilan 13 iilkeden 28 merkezde 5896 stafilokok
izolatin dahil edildigi calismada daptomisin duyarlilik oram1 %99,97 olarak tespit
edilmistir (83).

Mishra ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada tiim suslar daptomisin

duyarl olarak bulunmustur (84).

Sader ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada iilkemizinde i¢inde bulundugu
toplam 11 Avrupa iilkesi ve Israil’in katildigi genis bir arastirmada 800 MRSA
izolatinin tamami daptomisine karst duyarli oldugu saptanmistir (82). Yine
tilkemizde yapilan ve sirasiyla 175 ve 299 adet MRSA kan izolatinin dahil edildigi

iki caligmada daptomisine kars1 diren¢ saptanmamustir (85).

Celikbilek ve arkadaslarimin Tiirkiye’de stafilokoklar i¢in daptomisinin in

vitro duyarlilig1 arastirilan caligmalarda diren¢ bulunamamastir (86).

Oksiiz ve arkadaslarinin yaptiklar: 49 MRSA’nin dahil edildigi calismada tiim

suglar daptomisine in vitro duyarl olarak saptanmistir (7).
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Parlak ve arkadaslar1 izole edilen 146 S. aureus susunun daptomisine duyarl

oldugunu tespit etmislerdir (87).

Din¢ ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada tiim izolatlar daptomisine duyarl

olarak belirlenmistir (88).

Sancak ve arkadaslarinin yaptiklart calismada MRSA izolatlarimin tiimii
daptomisine duyarli bulunmustur. MRSA infeksiyonlarinin tedavisinde glikopeptid

grubu antibiyotiklere alternatif bir ila¢ olarak uygun goriilmiistiir (89).

Irmak ve arkadaslarinin yaptigi ¢ok merkezli bir calismada 260 MRSA

susunda daptomisine %0,4 oraninda diren¢ saptandig bildirilmistir (90).

Bizim calismamizda gram pozitif bakteri infeksiyonlarinda vankomisine
alternatif antibiotiklerden birisi olan daptomisin arastirllmistir. MRSA izolatlarinin

tiimii mikrodiliisyon yontemi ile daptomisine duyarli olarak bulunmustur.

Carpenter ve arkadaslart MRSA izolatlarinda daptomisinin MIK degerini 1
pg/ml olarak tespit etmislerdir. Orta duyarlilik ve direng kriterleri i¢in daptomisine

direncli suslar tespit edilememistir (91).

Sader ve arkadaslar1 daptomisin MIKsy ve MKy, degerlerini sirasiyla 0,25
pg/ml ve 0,50 ug/ml olarak bulmuslardir (82).

Vidaillac ve arkadaslar iic tane MRSA izolatina karsi daptomisinin in vitro
etkinligini arastirdiklar1 bir calismada; daptomisinin MIK degerlerini 0,50/1 ve 1
ug/ml seklinde saptamiglardir (92).

Denis ve arkadaslar1 agar dilisyon testi ile yaptiklart bir c¢alismada
daptomisin MIKso and MIKg, degerlerini sirasiyla 0,25 ve 0,50 mg/litre olarak
bulmuslardir (80).

Fluit ve arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismada 38 MRSA izolatinda
daptomisin MIK aralig1 0,25 — 0,50 pg/ml olup, test izolatlar1 i¢in MiKsy ve MiKg,
degerleri sirasi ile, 0,03 ile 0,50 pg/ml olarak saptanmistir (93).
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Holmes ve arkadaslarinin yaptiklar1 caligmada 240 izolat i¢in daptomisinin

MiKs, ve MiKg, degerleri sirasiyla 0,50 ve 0,50 pg/ml olarak saptanmistir (94).

Traczewski ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada daptomisin MiKs, ve
MiKy, degerleri sirastyla 0,50 ve 0,50 ug/ml olarak tespit edilmistir. Vankomisin ve
teikoplanin MIK degerleri belirlenmis ve daptomisinin en etkili antibiyotik oldugu

saptanmustir (95).

Vamsimohan ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir calismada 30 MRSA izolatinda
daptomsin MIK aralig 0,19-2 pg/ml, MiKs, ve MiKoy degerleri sirasiyla 0,38-1
pg/ml olarak saptanmistir (96).

Picazo ve arkadaslar tarafindan yapilan calismada daptomisin MiKs, ve
MiKy, degerleri sirasiyla 0,50 ve 1 pg/ml, MIK aralik degeri 0,125-2 pug/ml olarak
bulunmustur. Sadece bir MRSA susunun MIK degerinin 2 pg/ml oldugu saptanmistir
7).

Charlton ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada 10 MRSA izolatinda BMD ve
Etest yontemleri ile daptomisine direngli izolat elde edilmistir. CA-MHBs ve Etest
yontemleri ile bu daptomisin direngli izolatin (referans MiK degeri 1,73 pg/ml) MiK
degeri> 1 pg/ml olarak elde edilmistir (98).

Garrigos ve arkadaglarinin yaptiklart bir caligmada tiim daptomisin direncli

suslar 2 pg/ ml'lik bir MIK degeri gostermistir (99).

Ulkemizde 2009 yilinda yapilan EARSS (European Antibiotic Resistance
Surveillance System) icindeki ¢ok uluslu ¢alismaya Tiirkiye'den 7 merkez, 260
MRSA izolat1 ile katilmistir. E-test yontemi ile daptomisin MIKso ve MiKgodegerleri
sirastyla 0,50-1 pg/ml ve MIK araliklar 0,064-1,5 ug/ml olarak saptanmustir (83).

Tiirkiye’den 6 merkezin, 22 iilkeden 145 merkezin katildig1 c¢alismada
mikrodiliisyon ve E test yontemleri ile daptomisin MiKsyve MIiKg,degerleri ayn
olup 0,50 pg/ml olarak bulunmustur. MiK aralig1 0,25-2 pg/ml olup duyarlilik oran
%99,7 olarak saptanmistir. 2007 yilinda Tiirkiye’deki daptomisin MiKs ve MiKqyg
degerleri sirasiyla 0,50-1ug/ml olup duyarlilik oranm1 %100 olarak tespit edilmistir
(83).
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Hanci ve arkadaslart MRSA suslarinin tiimii i¢in daptomisin MIiKs, ve MiKy,

degerlerini 0,125-0,25 olarak tespit etmislerdir (6).

Celikbilek ve arkadaslarinin vankomisin, teikoplanin, linezolid ve
daptomisinin 67 MRSA klinik izolat: iizerine olan etkinliklerini degerlendirdikleri in
vitro calismada daptomisine ait MIK araligi 0,05-0,25 pg/ml olarak saptamislardir.
Daptomisin etkinligi vankomisine oranla 8, teikoplanine oranla 16 ve linezolide

oranla 4 kat daha fazla bulunmustur (86).

Bozkurt ve arkadaslarinin gerceklestirdigi bir calismada, tim MRSA
suslarinda (n:226) daptomisin ile >0,50 pg/ml MIK degerine ulagilmistir (100).

Dogantekin ve arkadaslarinin yaptiklari calismada 26 MRSA susunun tiimii
daptomisine duyarli olarak bulunmustur (< 1 pg/ml). Daptomisin MIKs, ve

MiKy, degerleri sirastyla 0,125-0,25 pg/ml olarak tespit edilmistir (101).

Oksiiz ve arkadaslarinin yaptiklar1 daptomisinin MRSA izolatlarinin iizerine
olan in vitro etkinliklerini degerlendirdikleri calismada daptomisin MIiKsq ve

MiKyg degerleri sirasiyla 0,25-0,50 olarak bulmuslardir (7).

Picazo ve arkadaslan tarafinda iilkemizde yapilan cok merkezli bir ¢calismada
MRSA suslarinda daptomisinin (MIK: 2 pg/ml) direngli olarak bildirildigi bir tek

calismaya rastlanmistir (97).

Yapilan calismalarda MIKgy degerlerine goére MRSA’larda en etkili
antibiyotikler sirasiyla daptomisin ve fusidik asit olup iilkemizde linezolide

duyarhilig1 azalmis ya da direngli stafilokok izolat1 bildirilmemistir (102-104).

Bizim calismamizda CLSI Onerileri dogrultusunda minimal inhibisyon
konsantrasyon (MIK) degeri < 1 pg/ml olan suslar duyarli olarak kabul edilmistir.
Daptomisin MIK araligi mikrodilusyon yontemi ile belirlenmis olup, MRSA
suslarinin  tiimii icin daptomisin MIKs 0,25, MiKg 0,50 olarak saptanmustir.
Calismamizda saptanan MIK degerleri iilkemiz ve diinya genelinde yapilan

caligmalarla uyumlu bulunmustur.
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Tablo 5.1. Tiirkiye’de ve diinyada yapilmus calismalarda S. aureus kokenlerinde saptanan
daptomisin MIK degerleri (ug/ml)’nin yillara gore dagihmlar:

Yil MiKs, MiKyy MIK Araligs Duyarlilik %’si

Steenbergen ve ark 2005 0,50 1 <1 100
Sader ve ark 2005 0,25 0,50 0,25-0,50 100
Holmes ve ark 2008 0,50 0,50 <0,50 99,9

Sader ve ark 2008 0,50 1 <1 99, 97
Mendes ve ark 2009 0,50 0,50 <0,50 100
Bozkurt ve ark 2010 0,125 0,25 <0,50 100
Picazo ve ark 2010 0,50 1 0,125-2 100
Ding ve ark 2011 0,19 0,38 0,19-0,38 100
0,50 1 0,125-1 99,6

Sancak ve ark 2013 025 0.50 0,061 99.6
Hanci ve ark 2013 0,125 0,25 0,25-0,125 100
Vamsimohan ve ark 2014 0,38 1 0,19-2 93
Dogantekin ve ark 2015 0,125 0,25 0,125-1 100

Yapilan in vitro ¢alismalarda daptomisinin gram pozitif bakterilerde yliksek
etkinlige sahip oldugu goriilmektedir. Ancak klinik uygulamalarda daptomisinin
tedavide yetersizligi ile ilgili bildirilen vakalar mevcuttur. Ozellikle yiiksek inokulum
ile olan infeksiyonlar, endovaskiiler infeksiyonlar, biyomedikal aletler ve bunlarin
uzamis kullanimi, kemik ve eklem infeksiyonlari, hemodiyaliz hastalar1 daptomisin

tedavi yetersizliklerinin karsilasildigi durumlardir (101).

Devam eden klinik calismalarda daptomisinin bakteriyemi gibi daha ciddi
infeksiyonlar icin kullanilabilir olup olmadigini belirlemeye yonelik c¢alismalar

devam etmektedir.

Toplam 40 MRSA susunu inceledigimiz bu calismamizda hastalardan izole
edilen suslar biiyiik oranda antibiyotik kullaniminin ve cerrahi invaziv islemlerin sik
uygulandigl yogun bakim, ortopedi ve dahiliye kliniklerinden gelen materyallerden
elde edilmistir. Hastalarin 6nemli bir kisminin genis spektrumlu antibiyotik
kullanmasi, yogun bakim iinitesinde yatma, cerrahi operasyon gec¢irme, eklem
protezi varligi, kronik bobrek yetersizligi ve diabet gibi faktorlerden kaynaklandigi
tespit edilmistir. Hastalardan izole ettigimiz 40 susun mikrodiliisyon yontemi ile
daptomisin duyarliligi %100 olarak bulunmustur. Daptomisin MIK aralig1 0,25-0,5
ug/ml olup, MIK50 ve MiKy, degerleri sirasiyla 0,25 pug/ml ve 0,50 ug/ml olarak
saptanmigtir. Calismamizda saptanan MIK degerleri iilkemiz ve diinya genelinde

yapilan ¢alismalarla benzerlik gostemektedir.

MRSA, nozokomiyal infeksiyonlara ve son zamanlarda toplum kaynakli

infeksiyonlara da neden olan diinya ¢apinda onemli bir problem olusturmaktadir.
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Ulkemizde antibiyotik kullaniminda ciddi sorunlar yasanmasi, Ozellikle genis
spektrumlu antibiyotiklerin akilct olmayan kullanimlari, antibiyotiklere direng
gelisiminde ©Onemli faktorlerdendir. Zamanla toplum icinde direngli kokenlerin
olusturdugu infeksiyonlarin artmaya baslamasi, tedavinin hem maliyetini artirmakta
hem de zorlasmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla antibiyotik kullaniminda 6zenli
olunmasi ve gerek tedavi Oncesi, gerekse tedavi sirasinda hastalarin mikrobiyolojik

yonden yakin takibi gerekli oldugu unutulmamalidir.
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6. SONUC

Sonug olarak ¢alismamizda coklu ila¢ direnci gosteren MRSA izolatlarinda
daptomisinin MiKsy ve MiKyy degerleri sirasiyla 0,25 pg/ml ve 0,50 ug/ml olup
duyarlilik oran1 %100 olarak bulunmustur.

Daptomisinin direngli Gram (+) patojenlerin neden oldugu infeksiyonlarin
tedavisinde hizli bakterisidal etkinligi ve diisiik MIK degerlerine sahip olmasi, giinde
tek doz kullanim kolaylig1 ve doku gecisinin iyi olmasi, giivenle tolere edilebilmesi

gibi 6zelikleri ile umut vericidir.

MRSA izolatlarinda ilk secenek olarak glikopeptid sinif1 antibiyotiklere karsi
diren¢ probleminin giindeme gelmesi ve diren¢ oranlarinin artmasi ile alternatif
yollara basvurulmustur. Daptomisinin bu alternatif yollar arasindaki Oneminin

gittikce artacagi diisiincesindeyiz.

MRSA suslariyla yapilan in vitro caligmalarda etkili olarak saptanan
antibiyotik ajanlarin klinik ¢aligmalarla etkinliginin desteklenmesi gerekmektedir. Bu
infeksiyonlarda mortalite ve morbiditenin yiiksek olmasi nedeniyle tiim merkezler

kendi direng profillerini belirleyerek uygun antibiyotik politikalarini olusturmalidir.

Son yillarda MRSA suslart ile olusan direngli infeksiyonlarin artig
gostermesi, bu infeksiyonlarda kullanilan tedavi sirasinda duyarli olmayan suslarin

ortaya cikabilecegi dikkate alinarak daptomisin MIK degerleri izlenmelidir.
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