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KISALTMALAR

BORSA : Borderline Rezistan Staphylococcus aureus

CC : Konjugat kontrolu

CLS : Clinical and Laboratory Standards Institute
DNA : Deoksiribonukleik asit

EIA :Enzim immunassay

HIV : insan immunyetmezlik virusu

IFN : Interferon

IL - Interlokin

KNS : Koagulaz negatif stafilokok

MHC : Major histocompatibility complex

MIK : Minimum inhibitor konsantrasyon

MLS : Makrolid-Linkozamid-Streptogramin direnci
MODSA : Modifiye Rezistan S. aureus

MRSA : Metisiline direncli Staphylococcus aureus
MSSA : Metisiline duyarl Staphylococcus aureus
PBP : Penisilin baglayan protein

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

RNA : Ribonukleik asit

SCC : Stafilokokal kaset kromozomu

TNF : TUmor nekrotizan faktor

TSST : Toksik sok sendrom toksini

ucC : Universal kontroll

VISA : Vankomisine intermediate (orta) duyarli Staphylococcus aureus
VRSA : Vankomisine direncli Staphylococcus aureus

YBU : Yogun bakim {nitesi



OZET

Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinin hastane ve
toplum kdkenli infeksiyon etkeni olarak énemi giderek artmaktadir. MRSA’larda
antistafilokokal beta laktam antibiyotiklere karsgi gelisen direncin heterojen 6zellik
gbstermesi nedeniyle duyarhlik testlerinde sorunlar yasanmaktadir.

Bu calismada, S. aureus suslarinda mecA geni belirlenmesine dayali PCR
yontemi altin standart kabul edilerek (Genotype MRSA), oksasilin ve sefoksitin
disk difizyon, oksasilin E-test, MRSA lateks aglitinasyon ve oksasilin agar
tarama yontemlerinin duyarlilik ve 6zgulliklerinin arastirilmasi amacglanmistir.

Genotype MRSA ile test edilen 100 S. aureus susunun 90’'inda mecA geni
varligr gdsterilmistir. Calismada tim ydntemlerin &ézgullikleri %100 olarak
saptanirken, sefoksitin ve oksasilin disk difiizyon, oksasilin E-test ve oksasilin
agar tarama testlerinin duyarliliklari sirasiyla %86.6, 91.0, 88.8 ve 95.6 olarak
bulunmustur. PBP2a saptanmasina dayal lateks aglitinasyon yéntemi Genotype
MRSA ile %100 uyumlu bulunmustur.

Sonug¢ olarak, laboratuvarimizda rutin olarak oksasilin disk diflizyon
testinin, dogrulama gereken durumlarda ise diger fenotipik ydontemlere gbre daha
iyi sonu¢ vermesi nedeniyle MRSA lateks aglitinasyon testinin kullaniimasinin

yararh olacagi dusandimuastar.

Anahtar kelimeler: Staphylococcus aureus, metisilin direnci, mecA



SUMMARY

COMPARISON OF DIFFERENT METHODS FOR THE DETECTION OF
METHICILLIN RESISTANT STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Methicillin-resistant (MRSA) is responsible for an increasing number of
serious nosocomial and community-acquired infections.  Phenotypic
heterogeneous drug resistance to antistaphylococcal beta-lactams affects the
results of susceptibility testing.

The aim of this study was to compare the specificity and sensitivity of the
oxacillin and cefoxitin disk diffusion, E-test, MRSA latex agglutination and the
oxacillin agar screen tests, with PCR for the mecA gene (Genotype MRSA) used
as the “gold standard” assay.

Of the 100 clinical isolates of S. aureus tested with Genotype MRSA 90
were determined as mecA positive. While the specificities of all methods were
found as 100 %, the cefoxitin and oxacillin disk diffusion, E-test and the oxacillin
agar screen test showed sensitivities of 86.6, 91.0, 88.8, and 95.6%, respectively.
MRSA latex aglutination test for detection of PBP2a corresponded 100% with the
results of Genotype MRSA.

Our results indicated that, the oxacillin disk diffusion method was the best
perfoming test for routine detection of MRSA in our laboratory. MRSA latex
agglutination test is more accurate than any susceptibility testing method and can

be use as confirmatory test when necessary.

Key words: Staphylococcus aureus, methicillin resistance, mecA



GiRiS VE AMAC

Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ilk olarak tesbit edildigi
1961 yilindan bugine hastane infeksiyonlari etkenleri arasinda énemli morbidite
ve mortalite nedeni olmustur (1). Tium ddnyada oldugu gibi Ulkemizde de
MRSA'lar direngli hastane infeksiyonu etkenleri arasinda ilk siralarda yer
almaktadir (2).

Gunimuzde metisilin direnci genellikle beta laktam disindaki antibiyotikleri
de kapsayan c¢oklu ila¢ direnci seklindedir. Ciddi tedavi sorunlarina neden olan
MRSA' larda direncin dogru bir sekilde belirlenmesi uygun antimikrobik ilacin
kullanimini saglamak igin gereklidir. Direngli suslar hastane ortaminda kolaylikla
Ureyebilmekte ve bunlara bagli kolonizasyon ve infeksiyon gériime olasihgi
artmaktadir (3). Bu nedenle MRSA infeksiyonlarinin hizli mikrobiyolojik tanisi
infeksiyon kontrol énlemlerinin alinmasi agisindan blytk 6nem tagimaktadir.

S. aureus suslarinda metisilin direncinin saptanmasinda Ulkemiz klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda CLSI (Clinical Laboratory Standarts Institute)’in
onerdigi disk diftizyon, sivi mikrodilisyon ve agar tarama gibi geleneksel
yéntemler kullaniimaktadir (4). Son yillarda metisilin direncine neden olan mecA
geni tarafindan kodlanan PBP2 varligini saptayan lateks aglitinasyon testleri de
gelisgtirilmistir. Ancak stafilokoklarda metisilin direnci degisken (heterojen)
olabildiginden kultire dayali yéntemler ile guvenilir bir sekilde saptanmasinda
6nemli sorunlar yasanmaktadir. Bu nedenle metisilin direncinin belirlenmesinde
dirence yol agan mecA geni varliginin nikleik asit ¢ogaltma ydntemleri ile
gbsterilmesi referans yontem olarak kabul edilmektedir (5). Diger taraftan ise bu
ybntemlerin hizli ve dogru sonug¢ vermelerinin yani sira pahali olmalari, 6zel
ekipman ve egitimli personel gerektirmeleri nedeniyle laboratuvarda rutin
kullanimlari kisithidir.

Bu calismanin amaci metisilin direncinin belirlenmesinde kullanilan
fenotipik yéntemlerin duyarliik ve &6zgalliklerinin molekiler bir yéntem olan
GenoType MRSA testi ile karsilastirimasi ve laboratuvarimiz igin givenilir ve
uygulanabirliligi en kolay fenotipik ydontemi belirlemektir.



GENEL BILGILER

Stafilokoklar ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanmiglardir.
1880 yilinda Ogston ise “mikrokoklar, aktiviteleri distk ve yayillma alanlari sinirli
oldugunda ytzeyel stpuratif inflamasyona yol acan, ancak etkinlikleri daha fazla
olursa ve yayllma imkani bulurlarsa septisemi ve piyemi olusturan
mikroorganizmalardir” gseklinde bu patojenlerin énemine dikkat ¢ekmigtir. Bu
tanimin Gzerinden gecen yillara ve bilimdeki gelismelere ragmen Staphylococcus
aureus halen tehlikeli bir patojen olma &6zelligini devam ettirmektedir. Hem
hastane hem de toplum koékenli S. aureus infeksiyonlarinin gértilme sikhgi
giderek artmakta, ayni zamanda gelisen coklu ila¢ direnci nedeniyle tedavide
sorunlara neden olmaktadirlar (3).

Staphylococcus aureus’un genel 6zellikleri

Stafilokoklar, gram-pozitif kok morfolojisindeki bakterilerin énemli bir
b&limUn( icinde bulunduran Micrococcaceae familyasinda en ¢ok klinik éneme
sahip olan genus icindedirler. Micrococcaceae ailesinin diger Qyeleri
(Planococcus, Stomatococus, Micrococcus) ise insanda hastalik olusturmaz veya
6zel hasta gruplarinda nadiren infeksiyona neden olurlar (6).

S. aureus, icerdigi cesitli virllans faktérleriyle stafilokoklar arasinda en
patojen tardur (3).

Stafilokoklar 0.5-1.5 um c¢apinda, yuvarlak, hareketsiz, sporsuz, kati
besiyerinde birbirine bakan iki dik ylzeyde bélinerek Ureyen ve yavru hiicrelerin
birbirinden ayrilmasi sonucu Gzim salkimina benzeyen, sivi besiyerinde
diplokoklar veya kisa zincirler halinde gérilen mikroorganizmalardir. Aerop ve
fakultatif anaerop bakterilerdir. Optimal tGreme isilari 30—-37°C’dir. Yirmidért saat
inkibasyon sonrasinda agar plaklarinda 1-3 mm c¢apli, yuvarlak, dizgun, sari
renkli koloni gérinimine sahiptirler. Kapsulli olan suslar mukoid koloni
yapabilirler. Kanli agarda makroskopik olarak S. aureus kolonileri etrafinda beta
hemoliz bulunmakta olup karotenoid pigment nedeniyle altin sarisi rengindedir.
Stafilokoklarin diger ayirt edici 6zellikleri ise 200 pg/ml lizostafinle erimeleri, 0.04



U basitrasine direngli, 100 pg furazolidona duyarli, oksidaz negatif, anaerop
ortamda glukozdan ve 0.4 pg/ml eritromisin varliginda gliserolden asit
olugsturmalandir (7).

Stafilokoklarin genomu yaklasik 2800 baz ciftli sirkiler bir kromozom ile
profajlar, plazmidler ve transpozonlardan olusur. Bakterinin virllansindan ve
direncinden sorumlu olan genlerin diger S. aureus kdkenlerine, baska stafilokok
tirlerine ve farkh cins gram-pozitif bakterilere en sik aktariima yolu
transdiksiyondur (8).

Bakteri kuru agirhiginin  yaklasik 9%50’sini  peptidoglikan tabaka
olusturmaktadir. Peptidoglikan tabaka N-asetilglikozamin ve N-asetiimuramikasit
polimerlerinden olusur. Bu tabaka insanda gram negatif bakterilerin
endotoksinlerine benzer aktivite gdsterir, yani makrofajlardan sitokin salinimini
uyarir, kompleman aktivasyonuna yol acgar ve trombosit agregasyonuna neden
olur. Monositlerden IL-1 (interldkin-1) salinimini uyararak polimorfonukleer
I6kositlerin infeksiyon bdlgesine toplanmasina ve abse olugsumuna yol agar.
Vicudun ©6nemli savunma sistemlerinden lizozim enziminin de hedefi
peptidoglikan tabakadir (9).

Sadece Gram-pozitif bakteri duvarinda bulunan teikoik asit mukozalarda
bulunan 6zgul reseptérleri (fibronektin, fibrinojen, laminin, vitronektin, elastin,
sialoprotein ve kollajen) ile birleserek stafilokoklarin konaga aderansini saglar (9).

S. aureus Klinik izolatlarinin %90’Indan fazlasinda polisakkarid yapida
mikrokapsul bulunmaktadir. Bu kapsul bakteriyi fagositozdan korur ve konak
hiicrelerine ve Ozellikle kateter gibi yabanci cisimlere kolaylikla yapigsmasini
saglar. Ginimuze kadar tanimlanan 11 kapstiler serotipin icinde 6zellikle tip 8 ve
5 insan infeksiyonlarinin %75’inden sorumludur (10).

Protein A, clumping faktor A ve B, kollajen baglayici protein, fibronektin
baglayici protein A ve B, plazmin sensitif protein, serin-aspartat tekrarlayici
protein, S. aureus ylzey protein A-K konakci proteinlerine aderansta rol oynayan
ylzey proteinleridir. Protein A bazi immunglobulinlerin (IgG1, 1gG2, 1gG4) Fc
reseptorleri ile birlesebilmekte, bdylelikle antifagositer ve antikomplemanter
etkinlik gosterebilmektedir. Ayrica bu protein S.aureus’un nonspesifik tasiyici
olarak kullanildigi koaglltinasyon testlerinin esasini olusturmaktadir. Stafilokokal

protein A’'nin koagulaz ve nUkleaz aktiviteleri ile bOylk oranda paralellik



gOstermesi, antifagositik etki yaratmasi ve antibiyotik duyarlihgini azaltmasi gibi
6zellikleri patojenite kriteri olacagina isaret etmektedir (9).

S. aureus konak hicre morfoloji ve fonksiyonunu etkileyen c¢ok sayida
ekzoenzim, membran-aktif protein (hemolizin ve l6kosidinler) ve toksin Uretme
yetenegine sahiptir. Bu toksinler sayesinde konak dokuda yayilim, invazyon,
sUperantijen Ozellikleriyle de toksik etki saglanir (10).

S. aureus a-, s-, y-, 0- olarak adlandirilan en az bes cesit hemolizine
sahiptir. Bunlar eritrosit ve diger dkaryotik hicreleri eritebilirler (10). Son yillarda
tanimlanmis olan Panton Valentine toksini ise y-hemolizinin bir benzeridir, mobil
bir faj GOzerinde kodlanir ve transfer edilebilir (11). S. aureus’a bagh cilt
infeksiyonlari, gen¢ hastalarda agir hemorajik pnémoni ve fronkil olusumu ile
iligkili bulunmustur (12).

Epidermolitik toksin; enterotoksinler, toksik sok sendrom toksin-1 (TSST-1)
gibi pirojenik toksinler siUperantijen yapisindadir. Monosit ve makrofajlardaki
hicre ici protein hazirhigini bu antijen sunan htcreler tarafindan peptidlerin
sunulma asamalarina gerek kalmadan, yani MHC sinif Il reseptorlerine klasik
antijen baglanma bélgesinden degil, T hicre reseptorlerinin degisken bdélgesine
baglanarak asin miktarda IL-1, TNF (tomdr nekrotizan faktér), ve IFN-y
(interferon) salinimina neden olur. Vicutta kiclk bir stperantijen Ureten S.
aureus odag bulunmasi bile ciddi sistemik etkilere neden olabilir (10).

Stafilokoklar lipaz, hyaluronidaz, fibrinolizin, penisilinaz, katalaz, koagilaz
ve deoksiribonikleaz gibi 06zellikle komsu dokulara yayilimi kolaylastirarak
virulansta rol oynayan enzimler Uretirler. B-laktamaz ise penisilin direncine neden

olan enzimdir (13).

S. aureus’un identifikasyonu

GUnUmUzde S. aureus identifikasyonu icin tip koagilaz testi referans
ybntem olarak kabul edilmektedir (13). Koagtlaz testi, lam ydntemiyle bagh, tip
ybntemiyle de serbest koagullazin tayini icin kullanilir. Lam koagulazi negatif olan
stafilokoklar igin mutlaka tip koagulazi testi de uygulanmalidir. S. intermedius, S.
hyicus, S. schleiferi gibi bazi koagilaz negatif stafilokok (KNS) turlerinde de var
olan “clumping faktor” nedeniyle testin olumlu bulunabilecegi unutulmamalidir
(14).



Tdp ve lam koagullaz disinda bir cogunun 6zgullik ve duyarliidi %90’in
Uzerinde olan plazma ile kapli lateks partikillerin kullanildigi lateks aglatinasyon,
fibrinojen ile  duyarlilastirlmis  koyun eritrositlerinin  kullanildigi  pasif
hemaglitinasyon ile cesitli florojenik koagulaz testleri de geligtirilmigtir. S.
aureus’'un nikleik asitleri hidrolize eden DNA’az ve termostabil endonikleaz
enzimleri  Uretebilmesinden yola c¢ikarak hazirlanan  testlerden de
yararlaniimaktadir. Bu yéntemler disinda, toprak, digki, burunda aranmasi
amaclyla S. aureus’'un KNS’lerden farkh olarak mannitolu fermente etme 6zelligi
de kullaniimaktadir. Ancak nadir mannitolu fermente eden KNS’lerden ayrimi igin
tlp koagulaz testiyle dogrulama yapiimahdir (3).

Stafilokok turlerinin ayirt edici 6zellikleri Tablo 1’de gdsterilmigtir:

Tablo 1: insanlarda sik infeksiyona neden olan stafilokok tiirlerinin ayirt
edici 6zellikleri

Test S. aureus | S. epidermidis | S.saprophyticus
Koagiilaz + - -
Mannitolden asit yapimi + - +
Deoksiriboniikleaz(DNA’az) + - -
Novobiyosine direng - - +
Anaerobik sartlarda lireme + +
Hemoliz + -(+) i

*

Genelde pozitif, nadir olarak negatif

*%

1.6 um/ml ya da daha az novobiyosin varliginda tGreme

*k%

S. saprophyticus’'un anaerobik ortamda Uremesi ¢ok yavas veya hi¢ yok

*k k%

Genelde negatif, bazen pozitif olabilir

S. aureus identifikasyonu Uzerinde diger calisilan yéntemler anti protein A
antikorlan ile kapli lateks partikdllerin kullanildigi lateks aglitinasyon, S.
aureus’un Uremesini spesifik olarak inhibe eden alfazurin A boyasinin kullanildigi
disk difuzyon, sadece S. aureus’un Urettigi bir enzim olan asetilglikozaminidaz

antikorlarindan yararlanilan enzim immunassay (EIA) yéntemleridir (6).



GUndmuzde bakterilerin biyokimyasal &zelliklerinden yararlanilarak yari
otomatize ve otomatize hazir ticari kitler ile S. aureus’un identifikasyonu yapilabilir
(1).

Son yillarda bakterilerin hizl identifikasyonunu saglayan ve S. aureus’un
termostabil endonikleazlarini kodlayan nuc geni icin 6zgul problarin kullanildigi
deoksiribonukleik asit (DNA) prob ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknikleri
de kullanima girmistir (6).

S. aureus tasiyiciligi

insanda hastalik etkeni olan stafilokoklar cilt ve mukozal yiizeylerde
kolonize olurlar. Calismalar anterior burun deliklerinin en sik kolonize olan bélge
oldugunu géstermistir. S. aureus tasiyiciligi intermitant olabilecegi gibi, persistant
da olabilmektedir. Saghkli bireylerin %20-75 intermitant ve %10-35’i persistant
tasiciyicilik gbézlenirken, toplumdaki Kisilerin %5-50’sinde tasiyiciliktan sz
edilmez. Persistant tasiyicilarda bakteri yUkl daha fazladir ve bu nedenle
infeksiyon gelisme riski daha yuksektir (7, 15).

Diabetes mellitus, hemodiyaliz veya periton diyaliz hastalari, intraven6z
ilag kullanicilari, S. aureus cilt infeksiyonu olanlar, karaciger yetmezligi ve HIV
infeksiyonu gibi bazi hasta gruplarinda tasiyicilik belirgin olarak artmistir (15).
Genel popilasyonda ortalama %33 olan tasiyicilik, saglik ¢alisanlarinda %50-
90’a ¢ilkmaktadir. Birgok hastanede endemik hale gelmis olan MRSA igin kaynak
genelde kolonize veya infekte olan hasta ya da saglik ¢alisanlari olmaktadir.
Hastadan hastaya bulagsmada saglik ¢alisanlarinin elleri en énemli aractir. Yara
debridmani, trakeal aspirasyon, kateter bakimi, elbise degistirme gibi islemlerden
sonra personelin ellerinde MRSA bulunabildigi gbsterilmistir (16, 17). Cok daha
sik karsilasilan bir durum ise kendisi nazal tasiyici olan personelin elleriyle
hastaya bulastirmasidir (3). Ulkemizin cesitli merkezlerinde yapilan calismalarda
hastane personelinde S. aureus tasiyiciligli %29.2-31.5 olarak saptanmistir (18,
19).

S. aureus’un olusturdugu infeksiyonlar
S. aureus'un neden oldugu infeksiyonlari doért grup igcinde incelemek
mUmkanddr;

e Deri infeksiyonlari



e Septisemi-endokardit

e Organ infeksiyonlari

e Toksinlerle olusan hastaliklar

Klinik sekiller arasinda birinden digerine gecis olabilmektedir. Basit deri
infeksiyonu letal bakteriyemi ile sonuglanabilir veya devaminda metastatik
infeksiyon odaklar gelisebilir. Ayrica toksin salgilayan bir sugsa toksik sok

sendromuna neden olabilir (7).

Deri-Yumusak Doku infeksiyonlari
S. aureus temel olarak piyojenik eksuda veya abse gelisimini indikler.
Tutulan anatomik yapiya gére degisik klinik formlar olusabilir (7).
1. Impetigo; epidermisin tutulumu
2. Follikdlit; superfisyal dermisin tutulumu
3. Fronkdl; karbonkdl, hidradenitis stpuUrativa: derin dermisin tutulumu

4. Erizipel; sellllit, fasiit: subkutan dokularin tutulumu.

Bakteriyemi

Son yillarda S. aureus’a bagli kan-dolasimi infeksiyonu insidansi giderek
artis gbstermektedir. Genelde iki gruba ayrilmaktadir:

1. Hastanede kazanilmig bakteriyemi; hastaneye yatistan iki ginden
sonra kazanilan bakteriyemi.

2. Toplumdan kazanilmis bakteriyemi; hastaneye yatisin ilk iki giininde
veya bagvuru esnasinda saptanan bakteriyemi.

Bu iki grup giderek birbiriyle értismeye baslamistir. Bu ylzden “toplumdan
kazanilmis bakteriyemi” vyerine “toplum bagslangich bakteriyemi” olarak
adlandirmanin daha dogru olacagi distintlmektedir.

Hem toplum hem de hastane kékenli bakteriyemiler, uygun antibiyotik
tedavisine ragmen ylksek morbidite ve mortalite ile seyreder. Periferik emboli
bulgular ve beraberinde infektif endokardit bulunmasi, mortalitenin ¢ok yiuksek
olabilecegine isaret eder. Onemli siipiratif komplikasyonlari vardir; osteomyelit,
septik artrit, menenjit, infektif endokardit ve diger tim visseral organlarda
stafilokokal infeksiyonlar ortaya ¢ikabilir. Stpdratif olmayan komplikasyonlari ise;
septik sok ve dissemine intravaskuler koagulasyondur (1, 7).



Nozokomiyal S. aureus bakteriyemisi daha c¢ok intravaskdiler veya uriner
kateter varligi gibi invazif medikal girisimler ile iligkilidir. Ancak S. aureus
bakteriyemisi hastanelerde gelisen tim febril septik ataklarin ayirici tanisinda

dusindlmelidir (7).

Endokardit

Dogal kapakta gelisen infektif endokardit S. aureus bakteriyemisinin en
ciddi komplikasyonlarindan biridir. Valv replasmani vyapilsa da uygun
antibiyoterapiye ragmen letal seyredebilir. Eskiden predispozan faktdr olarak
romatizmal kalp hastaligi basta gelirken artik yerini intravenoz ila¢ kullanimi,
diyaliz, intravaskuler protez, yasli hastalarda kapak sklerozu, nozokomiyal
kazanim gibi faktorlere birakmistir (20,21).

Pnémoni ve Ampiyem

S. aureus toplumdan kazanilmis pndémonilerin % 10’'undan sorumlu iken
hastanede kazaniimig pndmonilerde %20-30 oraninda izole edilmigir (22).
Toplum kékenli S. aureus pnémonisi daha c¢ok viral alt solunum yolu
infeksiyonlarindan sonra, bakimevlerinde kalan 75 yasindan buyldk yasl
hastalarda, diyabet ve alkolizm gibi predispozan faktérlere sahip hastalarda
gorulir. infllenza epidemilerinden sonra insidansi artar. Hastane kokenli S.
aureus pnémonisi entlibasyon veya aspirasyon ile iligkili meydana gelir, ancak

sag kalp endokarditi veya bakteriyemi ile hematojen yayilimla da ulagabilir (22).

Osteomyelit
%50-70 oraninda etken S. aureus’dur. Hematojen yayilim veya Kirli

kontaminasyon sonucu kemigi infekte eder (7).

Septik artrit

Cocuk ve erigkin nongonokokal artritlerinde S. aureus en sik sorumlu olan
etkendir. Lokal travma sonucu, hematojen veya iyatrojenik olarak gelisebilir.
Eriskinlerde romatoid artrite sekonder gelisebilir (23).



Stafilokokal Haglanmis Deri Sendromu

Eksfoliatin A ve B salgilayan suslar tarafindan olusturulur. Genis bir klinik
spektruma sahiptir. Ciddi sepsis, sivi elektrolit kaybi sonucunda hipovolemi,
sepsis sendromu ve % 1-10 oraninda 6lim gdéraldr. Tutulan deri bélgesinde S.
aureus gosterilemez. BUll6z impetigo en sik gérilen formudur. infantlarda
tanimlanan Ritter hastaliginda, eksfoliatif toksinle iligkili deri lezyonlarinin yani

sira nazofarinks, umblikus ve Uriner sistemin tutulumu s6éz konusudur (3).

Toksik Sok Sendromu (TSS)

Baslica bulgulan yiksek ates, hipotansiyon, bol sulu ishal, eritroderma,
mental konflizyon ve renal yetmezlik olan ciddi bir tablodur. TSS ilk olarak 1980
yilinda kadinlarda tampon kullanimi ile iligkilendirilmistir. Menstruasyon ile iligkili
olmayan TSS’lu hastalarda stafilokoklar vicudun diger bdlgelerinden izole
edilebilmektedir. Normal populasyonda TSST-1’e karsl koruyucu antikor titreleri
%90’dan fazla oranda bulunurken TSS’lu hastalarin %90.5'ten fazlasinda akut
dénem serumlarinda koruyucu antikor bulunmadigi ve konvelesan dénemde de
%50‘sinde koruyucu antikor olusmadigi géralmuastdr (10).

Besin Zehirlenmeleri

Genelde salginlar seklinde goéralir.  Enterotoksin B ve diger
enterotoksinlere bagh olarak gelisir. Toksin isiya direngli olup kaynatma veya
pisirme ile inaktive olmaz. Sitlu tathlar, konserveler, etli yiyecekler, patates
salatalari ve dondurma en sik rastlanan sorumlu besinlerdir. 2-6 saatlik
inkllbasyon stresinden sonra bulanti, kusmayla baslayip ishalle devam eder.
Ates ve noérolojik bulgu yoktur. Prognoz iyi olup tim semptomlar sekiz saatte
dazelir (7).

Antibiyotik duyarliligi

Beta laktam antibiyotiklere direnc

Klinik kullanima qirdigi dénemlerde penisiline hemen tim S. aureus
kdkenleri duyarl iken, 1944 yilindan basglayarak plazmid kékenli beta laktamaz
dretimine bagh ortaya c¢ikan penisilin direnci hizla yayilmis ve 1970 yilindan sonra
tim dlnyada penisiline duyarli kéken orani ¢ok azalmistir. Ginimuizde, 6zellikle
hastane kaynakli izolatlarda bu oran % 5’in altina dismustir (24).



Stafilokoklarda penisilin diren¢ mekanizmasi indiklenebilir beta laktamaz
(penisilinaz) Uretimidir. Beta laktamaz salgilanmasini saglayan blaZ geni blyUk
bir plazmid i¢inde bulunan aktarilabilir bir elementin parcasidir. Bu genin
ekspresyonunun dizenlenmesinden ise blaR1 ve blal adli iki gen sorumludur.
blaz ile blaR1 ve blal arasinda da bir operatér bélge bulunmaktadir. Ortamda bir
beta laktam antibiyotik bulunmadigi durumlarda, blal geninin Grinl olan blal
proteni bu operatdér bdlgeye baglanip, blaZden RNA (ribonikleik asit)
transkripsiyonunu baskilar. Bdylece beta laktamaz enzimi UOretimi disik
dlzeylerde tutulur. blaR1 geninin Grind olan blaR1 proteni ise bakterinin hicre ici
ve digl arasinda iligkide olacak sekilde sitoplazmik membranda yerlesmistir. Bu
protenin bakterinin hiicre diginda kalan bélimunde penisilin baglayici bir bélge
yer almaktadir. Ortamda beta laktam antibiyotik bulundugu durumlarda, blaR1
proteini hiicre diginda bulunan penisilin baglayici bélgesi aracihdi ile antibiyotigi
tanir ve blaR1 proteininin hicre iginde kalan ¢inko metalloproteinaz bélge inaktif
proenzimden, aktif proteaza dénlsir. Bu enzimde blal proteinini parcalayarak
operatér bélgeye baglanmasini engeller. Bu baglanmanin olmamasi sonucu blaZ
geninin transkripsiyonu serbest kalir ve beta laktamaz enzimi Gretimi artar (25).

Stafilokoklarda metisilin direncinin mekanizmasi beta laktam antibiyotiklere
disik afinite goOsteren farkli PBP’lerin (PBP2a) sentezlenmesi veya beta
laktamazlarin asiri yapimidir. Bu nedenle metisiline direngli bir stafilokok beta
laktam antibiyotikler ile karsilastiginda, diger tim PBP’ler antibiyotik tarafindan
bloke edilse bile PBP2a dislk afinite nedeni ile beta laktam antibiyotigi baglamaz
ve hlcre duvari sentezini sUrdirir. Bu nedenle metisiline direncgli olan bir
stafilokok kokeninin, duyarlilik testi yapimaksizin tim beta laktam grubu
antibiyotiklere direncli oldugu kabul edilir. Ayrica, direng genlerinin birlikte
tasinmasi nedeniyle, metisiline direncli stafilokok kdkenleri sadece beta laktam
antibiyotiklere degil, diger bircok antibiyotige de direncli olabilir (25, 26). Metisiline
direngli stafilokoklar, metisiline duyarlilardan farkl olarak PBP2a’y1 kodlayan 76
kDa’hk mecA genine sahiptirler. mecA geni, stafilokoksik kaset kromozomu
(staphylococcal cassette chromosome-SCC) olarak tanimlanan bir genomik
adacigin parcasidir. Bu adacikta mecA geninin yani sira diger antimikrobiyallere
dirence neden olan genler de bulunabilir ve SCCmec olarak adlandirilir (27).
SCCmec, kromozom igindeki homolog bdélgelere entegrasyonunu saglayan direkt

veya inverted tekrarlarla sinirlandiriimigtir. Tim elemanin hareketine aracilik



edebilen rekombinazlar (ccrA ve ccrB ) ve beta laktam direncine aracilik eden
mecA geni en dnemli SCCmec genleridir. Bazi SCCmec'lerde mecA geninden
6nce mecR1 ve mecl regllatdér determinantlari bulunabilir. mecR1 bir membran
reseptdrinl, mecl ise bir gen reseptérini kodlar. Beta laktam antibiyotiklerin
varliginda membran mecR1 reseptérinin hlcre digindaki parcasi, onun
intrasitoplazmik pargasinin otokatalitik parcalanmasini tetikler. Serbestlesen
intrasitoplazmik peptid, metalloproteaz olarak gérev yaparak mecl reseptérini
parcalar, bdylece gen ekspresyonu Uzerindeki baski kalkar ve PBP2a sentezi
artar. PBP2a sentezinin bu sekilde dizenlenmesinin nedeni, PBP2a’nin asiri
yapiminin bakteri icin toksik olabilmesidir. MecR1 ve mecl ‘nin stafilokoklarin beta
laktamaz geni olan blaZ'nin dizenlenmesinde gérev yapan blaR1 ve blal ile
homolojisinin  yiksek olmasi nedeniyle mecA regulatér genlerinin blaZ
sisteminden alindigi disindlmektedir. Ancak, beta laktam antibiyotiklerle
karsilasmadan sonra PBP2a’nin ekspresyonu (48 saate kadar uzayabilir) beta
laktamaz (15 dakika iginde gerceklesir) kadar hizli ve gicli bir bicimde
indiklenemez. Bunun nedeni beta laktam antibiyotiklerin mecR1 geninin Grind
olan mecR1 membran reseptérini etkin bigimde aktive edememeleridir. Bu
nedenle mecA geni tasimalarina karsin pre-MRSA adi verilen bazi suslar
metisiline duyarl olabilirler. Mecl veya mecA premoter/operatdr boélgelerinde
mutasyon veya delesyonu olan suslarda ise, mecl’nin baskilamasi ortadan kalkar
ve konstitltif PBP2a sentezi gergeklesir. Antibiyotik kullaniminin segici baskisina
bagh olarak seleksiyona ugrayan bu bakterilerde homojen veya heterojen
metisilin direng fenotipi gelisir. Homojen direng fenotipinde koloniyi olusturan
mikroorganizmalarin timinde yliksek diizey (MiK>128mg/L) metisilin direnci
varken, heterojen fenotipte ise bakterilerin az bir kisminda (1/10°) yiksek diizey
metisilin direnci eksprese edilmektedir (25, 26, 27, 28, 29).

GUnUmUzde bes tip SCCmec tanimlanmistir. SCCmec Tip 1 bilinen ilk
MRSA susudur (Jevons susu) ve diger antibiyotiklere diren¢g geni
bulundurmamaktadir. Tip 2 ve 3’Un 6zelligi ise ¢oklu ilaca direncli olmalari ve
Ozellikle hastane ortamindan izole edilmeleridir. Tip 4 SCCmec tipik olarak
toplumdan kazaniimis stafilokoklarda tanimlanmigtir. Boyutlari  hastane
kdkenlerinden daha kiguktlr (yaklasik 15 kb) ve cok sayida antibiyotik direng
geni tasimadigindan mobilize olmasi daha kolaydir (27, 28, 29).



MecA geninin Grind, 76 kDa agirliginda bir protein olan ve PBP2a ya da
PBP2 adi verilen bir enzimdir. Bu ylksek molekdl agirlikli transpeptidaz enzimi
diger PBP’ler gibi hlicre duvari peptidoglikanlarinin gapraz baglarinin olusumunu
katalizler, ancak metisilin ve diger beta laktam antibiyotiklere ¢cok disik afinite
gbsterir. Bu nedenle PBP2’ye sahip olan stafilokok kdkenleri tim beta laktam
antibiyotiklere intrensek olarak direnglidirler. PBP2’nin fonksiyon gdérebilmesi igin
bazi substratlara gereksinimi vardir ve bu substratlarin olugsumunu etkileyen
faktdrler metisilin direncini etkileyebilir (25, 27).

Beta laktam antibiyotikler yiksek molekdl agirlikh PBP’lerin transpeptidaz
bélgesini inhibe ederler, ancak transglikolizidaz bdlgesine etkili degillerdir. Bu
bélgenin inhibisyonunun metisilin direncinde énemli azalmaya neden oldugu
gOsterilmigtir. Bu nedenle PBP’nin transglikolizidaz bdlgesine etkili bilesiklerin
gelistirilmesi, metisiline direncli stafilokoklarin tedavisi i¢cin Umit verici olarak
gbrulmektedir (29,30).

Glikopeptid Direnci

Metisiline direncgli  stafilokok, Clostridium  difficile ve enterokok
infeksiyonlarinin tedavisinde artan glikopeptid kullanimi son yillarda vankomisine
direncli stafilokoklarin ortaya cikmasina neden olmustur. Vankomisine karsi
duyarlilik azalmasi ilk olarak daha az virilan oldugu distndlen koagllaz negatif
stafilokoklarda bildirilmigtir (31).

1997 yilinda ilk olarak Japonya’dan Hiramatsu ve arkadaslari tarafindan
SA-RVS susu bildirilmistir. MiK degeri 8 pg/ml olan bu sus ilk VISA (vankomisine
orta dizeyde duyarli S. aureus) olarak literatirde yerini almigtir (3). Bu olgu
bildirimini Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Japonya, Fransa, ingiltere ve
Almanya’dan bildirilen VISA’lar izlemistir. Bu suslarin ortak 6zellikleri hepsinin
MRSA olmasi ve klonal olmamalarnidir (32). Orta dizey glikopeptid direnci
peptidoglikan duvar yapisini etkileyen kromozomal mutasyonlardan kaynaklanir.
Bu suslarda hiicre duvari daha kalin ve dizensizdir. Capraz bag sayisi azalmis
ve vankomisini baglayabilecek serbest D-Ala-D-Ala kalintisi artmistir.  VISA’lar
glikopeptid tedavisine yanitsizliga yol agabilmelerinin yani sira, distuk dizeyde
direnc ve heterojenik fenotip laboratuvar tanisini zorlastirmaktadir (33, 34).

VRSA (vankomisine direngli S. aureus) suslari yayilim ve diren¢ agisindan
VISA'lardan farklidir. VISA’lardaki kromozal direngten farkli olarak VRSA



suglarinda direng Enterococcus faecalis'teki vanA operonunun konjugal transferi
sonucu gelismistir. ik VRSA vakasinda hastanin infekte kronik bacak iilserinden
VRSA ile birlikte vankomisine direncli enterokok (VRE) izole edilmigtir. Bu susta
vanA ve mecA genleri tespit edilmistir. VanA tipi direngte mekanizma terminal
peptiddeki D-Ala-D-Ala’nin yerini D-Ala-D-Lac’in almasi ve vankomisinin bu
yaplya baglanamamasidir. VRSA’lardaki vankomisin MiKdegeri =128 pg/ml
olarak bildirilmektedir (35).

Kinolon Direnci

Gram-negatif bakterilere karsi ¢ok disik MIK degerlerine sahip olan
kinolonlar icin gram pozitif bakterilerde MIK degerleri oldukga yliksektir ve
terapotik doza yakindir. Sinirda aktif bu ilaglarin MRSA gibi problemli gram pozitif
bakterilerin tedavisinde kullanimi direncgli kbkenlerin segilmesini saglamistir.
Kinolon direnci ilag efluks pompasi norA'nin fazla ekspresyonu ya da hedef
topoizomeraz IV ve DNA girazdaki yapisal mutasyonlara bagh olarak

gelismektedir (36).

Makrolid-Linkozamid-Streptogramin Direnci (MLS)

S. aureus koékenlerinde en sik rastlanan MLS direng mekanizmalari
ribozom modifikasyonu ve ilag efluks pompasi indiksiyonudur. Ribozom
modifikasyonu “erm geni’tarafindan kodlanan 23S rRNA’ya metil gruplarinin
eklenmesi ile olur. Transpozon veya plazmid gibi mobil elementler tGzerindedir ve
bazi ilaclar tarafindan indtklenebilir.  Sadece makrolidler iyi indlkleyicilerdir,
ancak bir kez indiiklendikten sonra Linkozamid ve StreprograminB’lere de capraz
direng gelisir. Hastane kaynakli MRSA’larda MLSB direnci ¢ok ylksek oranlarda
(>%90) vardir (37).

Metisilin diencinin saptanmasinda kullanilan yontemler

Metisilin direncinin fenotipik olarak belirlenebilmesi icin Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI)Yun 6nerdigi yontemler sefoksitin ya da
oksasilin kullanilarak yapilan disk difiizyon, oksasilin agar tarama ve dillisyon ile
oksasilin MiK’i belirleme testleridir. Difiizyon testlerinde S. aureus ve S.
lugdunensis disindaki koagilaz negatif stafilokoklar icin egder penisilinaza

dayanikh bir penisilin test edilecekse, saklanma sirasindaki dayanikliigi ve



heterojen diren¢ fenotipini belirleme olasiliginin daha ylksek olmasi nedeniyle
oksasilin kullaniimalidir. Diflzyon yéntemi ile S. aureus igin metisilin direncini
belirlemede sefoksitin ve oksasilin diskleri ile benzer sonuglar alinmaktadir.
Ancak, sefoksitin disk testinin okunmasi daha kolaydir ve bu nedenle tercih
edilmektedir (4).

Stafilokoklarda disk diftizyon yéntemi ile metisilin direnci yukaridaki éneriler
dogrultusunda 30 pg sefoksitin ya da 1 pg oksasilin diski kullanilarak Mueller
Hinton agar besiyerinde arastinimalidir. Normal atmosfer kosullarinda inkibasyon
Isisi 33-35°C ve siiresi sefoksitin icin 16-18, oksasilin icin ise 24 saat olmalidir. 30
ug’lik sefoksitin diski kullanilarak yapilan difizyon testi ile S. aureus igin <21
mm’lik inhibisyon zonlari direncli, 222 mm’lik inhibisyon zonlari duyarl olarak
kabul edilmektedirler. 11 pg’lhk oksasilin diski kullanilarak yapilan disk difiizyon
testi ile S. aureus icin de <10 mm’lik zon c¢aplari direngli 213 mm’lik zon caplari
duyarli olarak kabul edilir. Eger S. aureus igin oksasilin disk difiizyon sonucu orta
dizeyde duyarli (11-12 mm) cikarsa, sefoksitin disk, oksasilin dilisyon ya da
oksasilin agar tarama testleri yapilarak orta dizeyde duyarli yerine bu testler ile
alinan sonug bildirilmelidir (4).

Stafilokoklarda metisilin direnci, sefoksitin ya da oksasilin kullanilarak sivi
veya agar dilisyon yéntemleri ile de belirlenebilir. Sivi dilisyon testlerinde eger
sefoksitin test ediliyorsa katyon ayarli Mueller Hinton broth, oksasilin test
ediliyorsa %2 NaCl eklenmis Mueller Hinton broth, agar dillisyon testlerinde ise
sefoksitin icin Mueller Hinton agar, oksasilin icinde %2 NaCl eklenmis Mueller
Hinton agar kullanilir. Normal atmosfer kosullarinda, 35°C ve siiresi sefoksitin
icin 16-20, oksasilin igin ise 24 saat olmalidir. Dillsyon testlerinde oksasilin igin S.
aureus MK degerlerinin <2 mg/L bulunmasi durumunda bakterinin metisiline
duyarh, S. aureus MIK degerleri 24 mg/L, saptandiginda ise metisiline direngli
oldugu kabul edilir. Bu sinir degerler sefoksitin icin tim stafilokoklarda sirasiyla
<4 mg/L ve =28 mg/L’dir (4).

GUnimuzde mecA ve bu genin kodladigi PBP2a nin saptanmasi metisilin
direncinin  belirlenmesinde altin standartlardir ve mecA veya PBP2a’nin
saptanmasi bakterinin metisiline direncgli oldugunu gdsterir. mecA geni
bulunmayan veya PBP2a sentezlemeyen kdkenler, ayni zamanda oksasilin MiK
degerleri <2 mg/L ise metisiline duyarh olarak bildiriimelidirler. Ancak oksasilin igin
MiK degerleri 24 mg/L olup, mecA veya PBP2a negatif olan ve disk diflizyon



testinde sefoksitine de duyarl bulunabilen bakteriler ise metisiline direncli olarak
bildiriimelidir. Bu borderline direncin nedeninin diger PBP’lerin sentezlenme hiz ve
miktarlarindaki degisiklikler ya da beta laktamazlarin asin yapimi oldugu
diistintilmektedir. Oksasilin MiK’inin 4-8 pg/ml olmasi halinde borderline direng
varhigindan séz edilir. Sinirda direngli olduklari igin Borderline Rezistant S. aureus
(BORSA) seklinde adlandirilirlar (4, 25, 30).

intermediate metisilin direnci gdsteren S. aureus suslari ise beta laktamaz
salgilamamalarina karsin PBP’leri beta laktam antibiyotiklere disik afinite
gosterirler ve Modifiye Rezistant S.aureus (MODSA) olarak bilinirler (4, 25, 30).

Tarama testlerinde molekiler yontemler ve yenilikler

Son 10 yil icinde, tarama 6rneklerinde hizli MRSA tespiti icin cok sayida
farkli molekiler yéntemler gelistiriimistir. Bunlarin blyUk bir cogunlugu, suslari S.
aureus seklinde tanimlayan, mecA ve diger genleri tespit eden multipleks PCR
primerlerine dayanmaktadir. ilk uygulanan PCR testleri, dogrudan klinik materyal
zerinde kullanildiklarinda yeterli duyarliigi gdsterememislerdir. Onceleri bu
yontemler genellikle sadece saflastiriimis stafilokok kultrleri icin gegerli ise de
son dénemlerde dogrudan MRSA’ larin tespiti amach uygulanabilmektedirler (38,
39, 40).

izotermal Sinyal Cogaltma Yéntemi

Bu test etken bakterilerin RNA’sinin ¢ogaltilmasi temelinde koagulaz ve
mecA genlerinin tespitini hedef almakta bdylece S. aureus’'u ve metisilin direncini
eszamanh bir sekilde tanimlamaktadir. Bu ydntemin klasik PCR’la alinan
sonuclarla karsilastirildiginda benzer duyarllik ve 6zgullik oranina sahip oldugu
ancak érneklerin deneyden dnce oksasilin iceren sivi besiyerinde inkibasyonu
gerekmektedir. Bu ydontem inklibasyondan sonra MRSA’larin 3-4 saat icersinde

taninmasina olanak saglar (41).



IDI MRSA PCR Testi

IDI-MRSA testinde, duyarliik ve 06zgulligin daha ylksek olmasinin
saglalanabilmesi icin mecA genini tagsiyan SCCmec ve S. aureus’a 6zgil olan orfx
genlerinin  kesisimi amplifiye edilmektedir. Food and Drug Administration
(FDA)'nin onayladigi ilk amplifikasyon testidir. Bu test real time PCR formatina
dayanmaktadir ve tarama d&rneginin alinmasindan itibaren 2 saat icinde

tanimlanabilir (42).

GeneXpert MRSA

FDA onayh bu yéntemde ikinci kusak real-time PCR teknolojisi
kullanilmaktadir. Tim test basamaklarn (érnek toplama, real-time PCR
amplifikasyonu ve tespiti) tek bir kartusun icersinde gerceklesmektedir. Bbylece
test 70 dakika gibi kisa bir slre icersinde tamamlanmaktadir. Devamli olarak
6rnek ylklenebilir ve tek bir érnedin bile ¢alisilabilir olmasi kullanim kolayligi
saglamaktadir. Ayrica 6zel bir PCR laboratuari gerektirmez. Bu yéntemde spa ve
SCCmec olmak Uzere iki gen bdlgesi arastiriimaktadir. Bu gen bdlgelerinden
spanin saptanmasi S. aureus olarak yorumlanirken MRSA varlidi igin her iki gen
bélgesinin de saptanmasi gereklidir (42).

Kan Kiltiirinden Dogrudan MRSA Tespiti

Multipleks bir PCR yéntemi olan bu testte strip Gzerinde DNA bantlarinin
g6riinmesi temeline dayali olup kan kulttrlerinden identifikasyonu beklemeden 17
bakteri tirini, bu arada metisilin (mecA) ve vankomisin (van A, B, C1 VE C2/C3)
direng genlerini belirleyen bir testtir. Ekstraksiyon, amplifikasyon ve revers
hibridizasyon asamalarindan sonra strip Uzerinde belirlenen bantlarin kontrol
bantlar ile karsilastirimasi temeline dayanir. Kan kaltdrinin pozitif sinyal
vermesinden 4-4.5 saat sonra sonu¢ veren sistem amplifikasyon sonrasinda
revers hibridizasyon islemi manuel yapilabildigi gibi, Auto-lipa cihazi kullanilarak
da otomatize bir sekilde calisabilmektedir (43).

GenoType Staphylococcus

PVL (Panton-valentine Leukosidin) ve mecA geninin belirlenmesi esasina
dayanir. MRSA’nin yaninda 5 KNS identifikasyonu yapar. Kiltlirden sonra 4 saat
icersinde sonug verir (42).



GenoType MRSA
PVL ve mec genini belirler. Ozellikle S. aureus ve S. epidermidis i
identifiye eder. Kiltirden galisiimalidir (42).

GenoType MRSA Direkt
Kaltire gereksinim duyulmadan direkt 6érnekten calisihr MRSA’lardaki
SCCmec tip 1-5 gen bolgesi hedeflenerek 4 saat icersinde tanimlama yapilir (42).

GenoQuick MRSA Ver 2

Bu test serinin en son versiyonu olup 6érnekten direkt MRSA’a ait DNA
ektraksiyonu sonrasi multipleks amplifikasyon esasina dayanir. Daha sonra
revers hibridizasyon sonucu olusan strip bantlarina gére MRSA’lar tespit edilir
(42).

Hastane infeksiyonu etkeni olarak MRSA’nin 6nemi

MRSA’nin neden oldugu hastane salginlari birgok kurulus icin dnemli
sorunlar yaratmaktadir. Salginlarda onlarca hasta ve saglik calisani
etkilenmektedir. KigUk salginlarin kontrol altina alinmasi U¢ ay kadar surerken,
genellikle G¢lnct basamak saglik kuruluslarinda ortaya ¢ikan daha blyUk boyutlu
salginlarin yillarca siirdigii bildirilmektedir. Onemli bir boyut da, bir hastanedeki
salginin hasta sevk ve nakilleri nedeniyle bdlgedeki diger hastaneleri
etkilemesidir. Hastanede yatarken MRSA kolonizasyonu gelisen kisilerde %30-60
oraninda MRSA infeksiyonu ortaya ¢iktigi bilinmektedir (44).

Son 20 yil iginde MRSA, bircok (lkede hastane infeksiyonlarinin
kontrolinde dnemli bir sorun olmakla birlikte sikligi, tlkelere ve merkezlere goére
degisiklik gbstermektedir. Toplumda ve hastanelerde sik goérilen patojenleri,
diren¢ paternlerini ve degisik cografi bélgelerdeki dagilimini arastirmak amaciyla
olusturulan SENTRY projesi, MRSA sorununun tiim diinyadaki boyutunu daha iyi
ortaya koymaktadir. 1997 yilinda baslatilan calisma, 1999 yilinda ABD, Kanada,
Latin Amerika, Avrupa ve Batl Pasifik olmak Uzere bes bdlgede 21 Ulke ve 75
merkezde yuritilmastir. iki yillik bir siireyi kapsayan bu ¢ok merkezli calismada
S. aureus un deri/yumusak doku, alt solunum yolu infeksiyonlarn ve

bakteremilerde en sik gorilen etken oldugu saptanmistir (45, 46, 47).



Ulkemizde de S. aureus infeksiyonlari, hastane infeksiyonlari icinde ilk
siralarda yer almaktadir. Bazi merkezlerde ikinci, doérdincl siralarda
saptanmasina karsin bu merkezlerde, S. aureus infeksiyonlarinin yillar icinde
daha Ust siralara tasindigi izlenmektedir. Ayrica, hastane kdékenli S. aureus
suslarinda metisilin direncinin %50’yi gectigi ve direng¢ oranlarinin da yillar iginde
arttigi ortaya cikmaktadir (48, 49, 50, 51).

Basta YBU (yogun bakim (niteleri) olmak (izere hastanelerin bazi
bolimleri MRSA infeksiyonlari acgisindan daha yiksek risk olusturmaktadir.
Kolonizasyon ve infeksiyona cok yatkin olan kritik durumdaki hastalar, cesitli
girisimlere, yogun antibiyotik baskisina, saglk calisanlarinin sik ve yakin
temasina maruz kaldiklari icin hem endojen floranin hem de ortam bakterilerinin
tehdidi altindadir. Bu kosullar direngli bakteri suslarinin segilmesine yol agarken,
MRSA infeksiyon ve kolonizasyonunu da én plana ¢ikarmaktadir (44).

Saglik kuruluslarinin yani sira MRSA’nin toplumda da salginlara yol actigi
ve giderek prevalansinin arttigi bildirilmektedir. Saglik kuruluslari ile dogrudan
veya dolayh olarak temasi kesinlikle olmayan ve MRSA izole edilen Kisiler toplum
kdkenli rezervuar olarak kabul edilmektedir. Ancak toplum kdékenli bir MRSA
infeksiyonu saptandiginda, genellikle olgunun bir sire 6énce hastanede yattidi
veya hastanede yatan biri ile yakin temasi oldugu ya da uzun slre antibiyotik
tedavisi almasi gibi diger risk faktérlerinden biri bulundugu tespit edilmektedir.
Almanya ulusal referans laboratuarinda 1998-2000 yillari arasinda izole edilen
9871 MRSA susunun %6’sinin hastanede yatmayan, baska nedenlerle
muayenehaneye basvuran kisilere ait oldugu belirlenmistir. Bu olgular
incelendiginde, timinan kdltlr alinmadan 6nceki alti ay icinde hastaneye yattigi
veya hastane ile temasi oldugu ortaya cikmistir (52). Detroit'te ise 1980-1981
yillarinda ortaya ¢ikan toplum kdkenli MRSA salgini 6nce hastane salginlari igin
yeni bir kaynak olarak yorumlanmistir. Ancak salgindan etkilenenlerin 2/3’Gnln

intravendz (1V) uyusturucu kullananlar oldugu tespit edilmistir (53).

MRSA infeksiyonlarinin kontroli
MRSA kontrol programlari kolonizasyonun 6nlenmesi ve etkenin hastalar
arasl tasinmasinin engellenmesine odaklanmaktadir. Bdyle bir program el

yilkama, izolasyon énlemlerinin uygulanmasi, iletisim, tagiyicilarin tedavisi, egitim,



sUrveyans, kontrolli antibiyotik kullanimi gibi temel &geler Gzerinde
yapilandiriimaktadir (54).

MRSA ile kolonize kisilere antibiyotik tedavisi uygulanmasi ile kaynagin
kOgultilmesi mOmkindir. Ancak dekolonizasyon tedavisi rutin  olarak
dnerilmemektedir. Saghk calisanlari igin, salgin ile iligkisi oldugunun gésterildigi
durumlarda veya tedavi gerektiren bir MRSA infeksiyonu varlidinda antibiyotik
tedavisi uygulanmal ve is kisittamasi agisindan degerlendirilmelidir. Yara yerinde
MRSA kolonizasyonu veya infeksiyonu olan hastalar ise mutlaka temas
izolasyonuna alinmalidir. Temas izolasyonunun sonlandirilmasi kontrol
kaltarlerinin sonucuna baglidir. Hasta, antibiyotik tedavisi tamamlandiktan t¢ glin
sonra ve 24 saat arayla alinan infeksiyon alani ve burun kultirlerinde MRSA

dremedigi kesin olarak tespit edilince temas izolasyonundan c¢ikariimalidir (54).

MRSA infeksiyonlarinin 6nlenmesinde slirveyansin 6nemi

MRSA icin kiltir ve duyarlilik verileri sirekli olarak izlenmelidir. izole
edilen suslarin kékenine (toplum kdkenli, baska saglik kurulusu vb.) ait bilgilerin
toplanmasi oldukg¢a vyararlidir. Bu veriler MRSA’nin hastane i¢i yayiliminin
izlenmesini ve bir salginin erken fark edilmesini saglamaktadir. Gereginde, bir
epidemi varhginda ek slrveyans yontemleri kullanilarak tarama amaciyla alinan
kaltdrlerinin duyarhligi ve negatif prediktif degeri en ylUksek dizeye (%100°e
yakin) ¢ikariimahdir (3).

MRSA infeksiyonlarinin ekonomik ytiki

MRSA infeksiyonlarinin tedavisi, kullanilan antibiyotiklerin maliyetinin yani
sira hastanede uzun sure yatis gerektirmesi ve is glict kaybi nedeniyle ciddi mali
yUk olusturmaktadir (44).

ABD’de bir Universite hastanesinin yenidogan yogun bakim (nitesi
(YBU)Yde 10.5 ay siiren ve 18 kolonize, dort infekte olguya yol acan salginin
tahmini maliyeti 48.617-68.637 dolar olarak belirlenmistir. Ayni hastanenin bir
baska yenidogan YBU’nde ise 75 MRSA bakteriyemisine neden olan, 14 olgunun
kaybedildigi ve 51 ay slren salginin tahmini maliyeti 1.306.600 dolar olarak
bildirilmektedir (55). Fransa’da MRSA infeksiyonuna bagli ortalama maliyet 9275
dolar (1400-16720 dolar), ortanca maliyet 5885 dolar bulunurken, kontrol
programinin her hasta i¢in maliyetinin 340-1480 dolar oldugu saptanmigtir (56).



GEREC VE YONTEMLER

Arastirmada Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Bakteriyoloji
Laboratuvari stoklarindan secilen 100 Staphylococcus aureus susu kullaniimistir.
Suslarin canlandinimasi icin stok besiyerlerinden her sus icin kanh agar
besiyerlerine ekim yapilmis olup, 35°C’da 24 saat inkiibe edilmistir. Ureme
olmayan plaklar igin inkilbasyon stiresi 24 saat daha uzatiimistir.

Disk difizyon testi

Suslarin oksasiline ve sefoksitine duyarliliklarini  belirimek igin 1ug
oksasilin (Becton Dickinson, USA) ve 30 ug sefoksitin (Becton Dickinson, USA)
iceren diskler kullaniimistir. Her bir sus icin 0.5 Mc Farland standardina uygun
bakteri stspansiyonlari hazirlanmig ve NaCl icermeyen Mueller Hinton plak
besiyerlerine (Becton Dickinson, USA) ekim yapiimistir. Plaklar 35°C’de 24 saat
(sefoksitin icin 18 saat) inklUbe edildikten sonra zon caplar 6lgllerek suslarin
duyarlihklart CLSI énerileri dogurultusunda belirlenmistir (4).

Oksasilin E-Test yontemi

Oksasilin  MIK degerlerinin belirlenmesi amaci ile 0.5 Mc Farland
standardina uygun bakteri stispansiyonu elde edildikten sonra steril eklvyonlar
kullanilarak NaCl icermeyen Mueller Hinton agara Ug¢ farkli agida homojen bir
sekilde ekim yapilmistir. Plaklar 35°C’lik etiivde 15-20 dakika kurutulduktan sonra
antibiyotik emdirilmis E-test seritleri (AB Biodisk, isveg) besiyerine yerlestiriimistir.
Besiyerleri 35°C’de 24 saat inkilbe edildikten sonra, inhibisyon zonunun E-test
serit kenarini kestigi noktadaki antimikrobiyal yogunluk Minimal Inhibitor
Konsantrasyon (MIK) olarak kaydedilmistir. MIK degeri 2 pg/ml ve altinda olan
suslar penisiline duyarl, MIK degeri 4 ug/ml ve Ustlinde olan suslar ise oksasiline

direncli olarak degerlendirilmistir.



Oksasilin agar tarama testi

Oksasilin agar tarama testi icin %4 NaCl ve 6 ug/ml oksasilin iceren agar
(Becton Dickinson, USA) plaklari kullanilmistir. Her bir sus igin 0.5 Mc Farland
standardina uygun bakteri siispansiyonlari hazirlanmis ve birer mikrolitre
besiyerlerine inokiile edilmistir. Plaklar 35°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
inkiibasyon sonrasi arkadan gelen isik déniinde plaklar Greme ydniinden
incelenmigtir. Bir veya birden fazla koloni gérilen plaklardaki suglar oksasiline
direncli olarak degerlendirilmigtir.

Lateks aglutinasyon testi

S. aureus suslarinda PBP2a varligini saptamak amaci ile lateks
aglutinasyon testi (Oxoid, UK) Uretici firma &nerileri dogrultusunda calisiimigtir.
Kati besiyerinde Uretilmis bakterilerden mikrosantrif(ij tiptne birka¢ koloni alinmis
ve dort damla 0.1 mol/L NaOH (reagent 1) ilave edilerek vorteks yardimi ile
homojenize edilmistir. Solusyon (¢ dakika 95°C’da isitildiktan sonra bir damla 0.5
mol/L KH2POy4 (reagent 1) eklenmistir. 1500 G’ de 5 dakika santrifiij edilerek her
sus icin testte kullanilacak olan ekstraksiyon UrinU elde edilmistir. Lateks
aglutinasyon kartlar tzerindeki test ve kontrol daireleri icine test lateks ve kontrol
lateks reagentlerinden birer damla, sUOpernatanttan 50 pL ilave edilerek
aglutinasyon varligi arastirimistir. Test lateks kartinda aglitinasyon var kontrol
lateks kartinda aglitinasyon yok ise PBP2a pozitif, test ve kontrol lateks

kartlarinin her ikisinde de aglitinasyon yok ise PBP2a negatif kabul edilmistir.

MecA geninin saptanmasi
Genotype MRSA (Hain Lifescience, Germany) testi metisilin direncli S.
aureus kdkenlerinin tanimlanmasini saglayan DNA strip teknolojisi temeline
dayanan bir testtir. Test ¢ asamadan olusmaktadir:
1. Taze Uremis kiltir materyelinden DNA izolasyonu
2. Biyotinle isaretlenmis primerler kullanarak yapilan amplifikasyon
3. Ters hibridizasyon
- amplifikasyon Grtnlerinin kimyasal denatlrasyonu
- tek iplikgikli, biyotinle isaretlenmis amplikonlarin membrana
baglanmig problarla hibridizasyonu ve yikama

- streptavidin/alkalen fosfatazdan olusan konjlugatin eklenmesi



- alkalen fosfatazin substratinin eklenerek boyanma reaksiyonun

olusturulmasi

DNA izolasyonu

Kati besiyerinde Uretilmis kultGrlerden bes adet koloni alinarak 150 ul
distile su ile slispanse edilmistir. Elde edilen karisim 95°C’da 20 dakika inkiibe
edilmigtir. Sonikatérde 15 dakika bekletilip maksimum hizda 5 dakika santrifij

edildikten sonra elde edilen sUpernatanttan 5 ul alinarak PCR igin kullaniimistir.

Amplifikasyon

Her bir 6rnek icin 45 pl amplifikasyon karigimi hazirlanmigtir.

PCR karigimi

35 pl PNM miksi

5 ul 10 x buffer

5 pl MgCI2

0.5 ul Tag DNA Polimeraz

45 pl PCR miksi ve 5 pl DNA solusyonu 95°C da 5 dakika 1 siklus, 95°C’
da 20 saniye 22 siklus, 60°C’ da 30 saniye 22 siklus olmak (izere PCR cihazinda
amplifiye edilmistir.

Hibridizasyon

1. Elde edilen PCR Grininden 20 pl ve 20 pl denatlrasyon sivisindan
hibridizasyon blogunda kuyucuklarin icinde karistirildiktan sonra stripler bu
solusyon icerisine yerlestirilmistir.

2. Onceden isitiimis hibridizasyon sivisindan 1000 pl kuyucuklara
pipetlenmistir ve 45°C’ da 30 dakika hibridizasyon blok cihazinda inkiibe
edilmigtir.

3. Pastdér pipeti ile hibridizasyon sivisi geri aspire edildikten sonra
kuyucuklarin icine 1000 pl stringent wash solusyonundan ilave edilmis ve 45°C’
da 15 dakika inkibe edilmigtir.

4. Stringent wash solusyonu aspire edildikten sonra seritler 1 ml rinse
solusyonu ile 25°C’ da 1 dakika inkiibe edildikten sonra rinse sivisi bosaltiimistir.

5. Seritler 1 ml dilie konjlgat her kuyucuk i¢in 1000 pl ve 1/100 dilusyon
olacak sekilde CON C ve CON D ile 30 dakika inklbe edilmistir.



6. Seritler 1000 pl Rinse solusyonuyla iki kez ve arkadan 1000 pl distile su
ile yikandiktan sonra sivilar tamamen bosaltiimigtir.

7. Seritler 1000 pl diliie substrat icinde 25 dakika oda isisinda inkube
edilmistir.

8. Reaksiyonun durdurulmasi igin stripler 1000 pl distile su ile yikanmistir

ve penset yardimi ile seritler emici kagit Gzerine alinmigtir.

Sonugclarin yorumlanmasi

Hibridizasyon isleminden sonra test seritlerinde olusan CC (konjugat
kontrolu) ve UC (universal kontroll) bantlari degerlendirme kartlarinda bulunan
CC ve UC cizgileriyle hizalanarak striplerde olusan diger bantlar
degerlendirilmistir.
Strip Uzerinde mecA genine ait prob bélgesinde bant olusumu olumlu, bu bdlgede
bant olusturmayan érnekler olumsuz olarak degerlendirilmistir.

CC: Bu zonda olusan bant konjugat baglanmasi ve substrat reaksiyonun
etkinligini gdstermektedir.

UC: Bu prop test edilmis tim bakterilerde gériilen olduk¢a iyi korunmus
DNA bolgesine ydnelikti. Bu bant bakteriyel DNA’nin bulundugunu ve DNA
izolasyonu ile amplifikasyonun dogru olarak yapildigini gésterir.

Kalite kontrol caligmalari
Duyarlilk testlerinde ATCC 25923 ve ATCC 43300 kalite kontrol suslari

kullaniimigtir.



Sekil 1. Genotype MRSA stribi Gizerinde bant olusumu
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istatistiksel degerlendirme

Elde edilen veriler bilgisayar ortaminda SPSS 15.0 istatistik paket
programinda degerlendiriimis, Genotype MRSA ydntemi altin standart kabul
edilerek fenotipik ydéntemlerin 6zgullik ve duyarhliklar ilgili formuller kullanilarak

hesaplanmistir.



BULGULAR

Calismada laboratuvar stoklarindan secilen 100 S. aureus susu
kullanilmigtir. TGm suslar disk diflizyon, oksasilin E-test yéntemi, oksasilin agar
tarama, MRSA lateks aglitinasyon ve Genotype MRSA testleri ile calisiimigtir.
Kullanilan ydntemlerle elde edilen duyarllik ve diren¢ oranlari, lateks
aglitinasyon ve Genotype MRSA sonuglari, mecA geni varligina gére yontemlerin
MRSA ve MSSA olarak belirledikleri sus sayilari, ydontemlerin duyarlihk ve
6zgulltkleri tablolarda (Tablo 2-6) verilmigtir.

Calismaya dahil edilen 100 S. aureus susunun 90’ Inin mecA geni tasidigi,
10 susun ise mecA olumsuz oldugu saptanmistir. Calismamizda fenotipik
yontemlerin timinin 6zgulligu %100 olarak degerlendirilirken, duyarliligi en
yuksek fenotipik yontemin PBP2a’yl saptayan lateks aglitinasyon testi oldugu
gOsterilmistir (%100). Fenotipik testlerin Genotype MRSA ile uyumunun %86.6-
100 arasinda oldugu saptanmistir.

Genotype MRSA ile mecA pozitif 90 susun 78’i disk diflizyon ydntemi ile
oksasilin ve sefokisitine direngli bulunmustur. MecA geni olumsuz 10 S. aureus
susunun tamami ise oksasiline benzer sekilde sefoksitin disk diflzyon ile de
dogru tanimlanmistir. Ancak mecA geni tagsimalarina ragmen sefoksitin disk
yontemi ile 12, oksasilin disk yontemi ile 9 sus MSSA (metisiline duyarh S.
aureus) olarak tanimlanmistir. Oksasilin disk difizyon testi ile MSSA olarak
saptanan 9 susun 5’i, sefoksitin disk difizyon ydntemi ile MSSA olarak saptanan
12 susun 8'’i agar tarama testi ile MRSA olarak tanimlanmislardir. Disk difiizyon
yontemi ile oksasiline direncli bulunan 3 sus sefoksitine duyarli olarak
degerlendirilmistir. Oksasilin E-test yontemi ile bu suslarin ikisi direngli biri duyarli
bulunmustur. Agar tarama testi, lateks aglitinasyon ve Genotype MRSA
ybntemleri ile bu suslarin G¢li’de MRSA olarak degerlendirilmigtir.

PCR ile mecA pozitif bulunan 90 susun 80’ni E-test yéntemi ile oksasiline
direncli bulunurken, 10 sus mecA geni olumlu oldugu halde Oksasilin E-test ile
duyarl bulunmustur. Oksasilin MiK araliklari mecA olumsuz ve olumlu suslarda

sirasiyla 0.016-0.75 pg/ml ve 0.75-250 pg/ml arasinda saptanmigtir (Tablo 3).



MecA geni olumlu 90 érnekten 86’si oksasilin agar tarama testi ile, 90
susun 90’ni da lateks aglutinasyon testi ile MRSA olarak degerlendirilmigtir. Her
iki ydontemle de mecA geni olumsuz suslarin timi MSSA olarak tanimlanirken,
oksasilin agar tarama testi ile dért sus mecA tasimalarina ragmen MSSA olarak

degerlendirilmistir.

Tablo 2. Disk difizyon ve agar tarama testleri sonuclar

Antibiyotik Direncli | Duyarli | TOPLAM
(n) (n) (n)
Oksasilin 81 19 100
Sefoksitin 78 22 100
Agar tarama (6pug/ml oksasilin) 86 14 100

Tablo 3. Oksasilin E-test sonuglari

Oksasilin MIK (pg/ml) Sayi
256
128
64
32
16

8
4
2
1
0.75
0.5
0.38
0.25
0.19
0.125
0.094
0.064
0.047
0.032
0.016
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TOPLAM 100




Tablo 4. Latex Aglutinasyon ve Genotype MRSA test sonuclari

Yontem Pozitif Negatif TOPLAM
(n) (n) (n)

PBP2a 90 10 100

mecA 90 10 100

Tablo 5. mecA geni varligina goére fenotipik yontemlerin belirledikleri sus

sayilari
mecA + mecA -

Kullanilan
Yéntem MRSA MSSA MRSA MSSA

(n) (n) (n) (n)
Oksasilin 81 9 0 10
disk difiizyon
Sefoksitin 78 12 0 10
disk diflizyon
Oksasilin 80 10 0 10
E-test
Oksasilin 86 4 0 10
agar testi
Lateks 90 0 0 10
aglutinasyon




Tablo 6. Genotype MRSA testine gore fenotipik yontemlerinin duyarlilik ve

ozgullikleri
Yontemler Duyarlilik Ozgiilliik Uyumluluk
(%) (%) (%)
Oksasilin disk 91.0 100.0 91
diflizyon
Sefoksitin disk 86.6 100.0 88
diflizyon
Oksasilin E-test 88.8 100.0 90
Oksasilin 95.6 100.0 96
agar testi
Lateks aglutinasyon 100.0 100.0 100




TARTISMA

MRSA infeksiyonlarinin erken tanisi ve duyarhlik test sonuclarinin dogru
belirlenmesi tedavi ve kontrol énlemlerinin hizli bir sekilde baslamasina olanak
saglamaktadir (57). Direncin belirlenmesinde yalanci duyarli sonuglar tedavi
yetersizligine ve MRSA suslarinin yayilmasina, yalanci direngli sonuglar ise
glikopeptitlerin asir kullanimina ve gereksiz izolasyon &Onlemleri nedeniyle
ekonomik kayiplara yol agmaktadir (57, 58).

Ginimizde MRSA tim dinyada yaygin olarak goérilmektie olup,
prevalansi bdlgeler arasinda farkhliklar gdstermektedir. 1997-1999 vyillara
arasinda 17 Ulkenin katihmi ile gergeklestiriien SENTRY calismasinda Turkiye
icin MRSA orani % 37.5 olarak bildirilirken, Avustralya’da %23.6, Avrupa’da
%26.3, Amerika ve Glney Amerika %34.2-34.9, Giiney Afrika'da %42.9,
Japonya’da %71.6’ya varan diren¢ oranlari bildirilmistir (57).

Akdeniz (lkelerinin (ARMed) antibiyotik direncini izlemeyi hedefleyen
baska bir slirveyans caligsmasinda ise, Glkemizdeki MRSA suslarinin orani 2003,
2004, 2005 yillara igin sirasiyla % 43, % 40, ve % 35 olarak rapor edilmistir. Ayni
calismada, izolatlarin metisilin diginda, siprofloksasin, tetrasiklin, gentamisin ve
eritromisin diren¢ oranlari da incelenmis olup en yliksek ¢ogul direnclilik orani (%
73) Turkiye icin bildirilmigtir (58).

Ulkemizin gesitli merkezlerinde yapilan calismalarda MRSA oranlari %25-
61, yogun bakim ve yanik Uniteleri igin %56-92 gibi ylksek direng oranlari rapor
edilmistir (59, 60).

S. aureus’'un metisilin direng mekanizmasinin temeli genomunda tasidigi
mecA geni kontrolindeki PBP2’yi, PBP2a’ya donustiren gen ekspresyonunu
artirarak etkenin hedefe ilgisinin belirgin bir sekilde kaybolmasina neden
olmasidir. Homojen direngte, hicrelerin hepsi yiksek konsantrasyondaki metisilin
varhiginda treyebilme 6zelligi gdsterirken, heterojen direngte bakteri toplulugunda
bulunan tim hlcreler mecA genini tasimalarina ragmen toplulugun sadece belirli

bir kisminda diren¢ agiga c¢ikar. Bu nedenle degisik kiltlr kosullarinda metisilin



direncinin fenotipik olarak ortaya konulmasinin regilasyonu oldukg¢a karisiktir
(61).

GUnimuzde MRSA’larin saptanmasinda CLSI tarafindan dnerilen fenotipik
yontemler oksasilin/sefoksitin disk diflizyon ve MK yéntemleri, %6 oraninda
oksasilin igceren agar tarama ve PBP2a saptamaya yoénelik lateks aglitinasyon
testleridir (4).

Calismamizda 35°C’de sefoksitin icin 18 saat, oksasilin disk diflizyon ve
oksasilin agar tarama testleri icin 24 saat inkUlbasyon sonrasi ydntemlerin
6zgulligt %100 olarak saptanirken, agar tarama testinin duyarhligi %96.5,
oksasilin disk difiizyon testinin duyarlihgi %91, sefoksitin disk difiizyon yénteminin
duyarliligi ise %86.6 olarak saptanmigtir.

Cauwellier ve ark.’nin (62), 2004 yilinda yaptiklar bir calismada oksasilin
disk difizyon ve agar tarama testleri icin %83.5 ve %91.7 duyarllik, her iki test
icin %100 oraninda 6zgillik bildirmislerdir. Ayni calismada, 30°C’de sefoksitin
disk ydnteminin duyarlihgi ve 6zgilligi %100, 35°C’de ise testin duyarliligi %99
olarak bildirilmistir. Benzer olarak, 2008 yilinda Finlandiya’da Kerttula ve ark. (63),
MRSA’larin saptanmasinda cesitli fenotipik ve genotipik yontemleri dederlendiren
calismalarinda sefoksitin disk diflizyon ydénteminin oksasiline gére daha Ustin
oldugunu saptamiglardir.

Kore’de 1208 izolatla yapilan bir calismada, sadece mecA negatif 15
susun oksasiline direncli sefoksitine duyarli, mecA tasiyan iki izolatin ise
oksasiline duyarli sefoksitine direncli olduklari saptanmistir. iki ydntem arasindaki
uyumsuz sonuglarin %1.9 oranini gegcmedigi ve sefoksitin disk diflizyon testinin
direnci saptamada daha iyi sonug verdigi rapor edilmistir (64).

Ulkemiz’de Murat Telli ve ark. (65), mecA pozitif ve negatif S. aureus
kdkenlerini belirlemede, oksasilin disk diflzyon, sefoksitin disk diflizyon ve
oksasilin agar tarama testlerinin duyarlilik ve ézgualliklerini sirasiyla, %98.8-99.1,
%98.3-99.1, %98.8-98.3 olarak bulmuslar ve sefoksitin disk diflizyon yénteminin
rutin  klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda tercih edilebilecek bir ydntem
olabilecegini bildirmislerdir.

Bu calismada sefoksitin disk diflizyon ydnteminin 6zgulliga literatlrde
bildirilen sonuglar ile uyumlu olmakla birlikte duyarlligi daha disik bulunmustur

(62, 63, 64). Bu nedenle direncin dogru yorumlanmasi icin laboratuvarimizda rutin



olarak oksasilin disk diflizyon testinin kullaniimasinin, ek bir ydénteme ihtiyac
duyuldugunda agar tarama testinin yararh olacagi distnaimustar.

CLSI 2008 dokiimanlarinda, KNS’lerde MiK testlerine kiyasla sefoksitin
disk diflzyon testinin 6zgulliginin daha ylUksek olmasina karsin, S. aureusta
duyarlilik ve 6zgullik yéninden esdeger oldugunu ve mecA genine bagl direnci
belilemede sefoksitin MIK testinin oksasilin MIK testine alternatif olarak
kullanilabilecegdi bildiriimektedir (66). Bu calismada her iki yéntemin 6zgulligu
%100 olup, oksasilin E-test yénteminin duyarliligi %88.8, sefoksitin disk diflizyon
yonteminin duyarliigi ise %86.6 olarak saptanmistir. Skov R. ve ark. (67)
tarafindan 2006 vyilinda yapilan bir calismada, sefoksitin disk diflizyon ve
sefoksitin MIK testlerinin mecA tasiyan suslarda direncin varhgini éngérmede
diger fenotipik ybntemlere gbére daha Ustin olduklari vurgulanmigtir.
Calismamizda sefoksitin MiK degerleri belirlenmemis olup, duyarliiginin daha
yluksek olmasi nedeni ile metisilin direncinin arastiriimasinda oksasilin disk
difiizyon testinin oksasilin E-test ydénteminden daha iyi sonug verdigi saptanmistir.
Elde edilen sonuglar, laboratuvarimizda sefoksitin disk diflzyon testinin yani sira
direncin saptanmasinda MIK yéntemlerinin de kullanilabirliligine iligkin ileri
calismalarin yapilmasinin gerekliligini géstermektedir.

PCR ve PBP2a saptayan lateks aglutinasyon testleri inklibasyon isisi,
sliresi ve tuz konsantrasyonu gibi parametrelerden etkilenmemeleri nedeni ile
klasik duyarlilik yéntemlerine gére birgcok avantaja sahiptirler (68). Bu nedenle
ginimulzde, oksasilin direncinin saptanmasinda mecA veya mecA geninin
kodladigi PBP2a’nin saptanmasi, direncin belirlenmesi i¢cin en kesin yéntem
olarak gbsteriimekte ve agir infeksiyonlarda disk diflzyon testi sonuglarinin
dogrulanmasi igin kullaniimasi &énerilmektedir (66, 69). Bu c¢alismada MRSA
lateks aglttinasyon testinin duyarliigi ve 6zgulligld %100 olarak belirlenmis olup,
literatlrde bildiren sonuglar ile uyumlu (duyarlilik %93.5 - %100, 6zgullik %96.5-
%100 ) bulunmustur.

Sonuc olarak calismamizda, mecA pozitif S.aureus kokenlerini
belirlemede, calisilan fenotipik yontemlerin 6zgulliga %100 olarak saptanirken,
oksasilin disk diflizyon yénteminin duyarlihdi sefoksitin disk difiizyon yénteminden
daha yiksek, MRSA lateks aglitinasyon testinin duyarliligi ve 6zgulligu ise en
yuksek bulunmustur. Disk diflzyon ve E-test gibi konvansiyonel yéntemler daha

ucuz ve tekrarlanabirliligi kolay testler olmalarina ragmen, cevresel faktérlerden



etkilenmeleri nedeni ile oksasilin direncinin saptanmasinda lateks aglttinasyon ve
Genotype MRSA’ya gére daha disiuk duyarhlik ve 6zgilliktedirler. Bununla
birlikte, PCR ve PBP2a saptayan testlerin, hizli sonu¢ vermelerine ve mikemmel
dogrulama testleri olmalarina ragmen, pahali olmalari rutin kullanimlarini
sinirlandirmaktadir. Bu nedenle, laboratuvarimizda MRSA’larin saptanmasinda
rutin olarak oksasilin disk diflizyon testinin kullaniimasinin, dogrulama gereken
durumlarda ise lateks aglitinasyon testine basvurulmasinin, rapor edilen

sonugclarin gutvenirliligi agisindan yararl olacagr disanulmustar.



SONUGLAR VE ONERILER

Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinin dogru olarak
belirlenmesi, bu direncin heterojen olmasi nedeniyle her zaman mUimkin
olmamaktadir. Bu calismada, ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 100 S. aureus
susunda metisilin direncinin belirlenmesinde sefoksitin ve oksasilin disk diflizyon,
oksasilin E-test, oksasilin agar tarama ve MRSA lateks aglitinasyon testlerinin
duyarliik ve 6zgullikleri arastinlmisgtir. Altin  standart yéntem olan PCR
(Genotype MRSA) ile birlikte degerlendirildiginde, kullanilan tim ydntemlerin
6zgulliglh %100 olarak saptanirken, sefoksitin disk difizyon ydnteminin duyarlihgi
diger fenotipik yéntemlere gbre daha disik bulunmustur. Lateks aglitinasyon
testi ise mecA geni tasiyan tim suslart MRSA olarak tanimlamistir.

Sonug olarak, laboratuvarimizda rutin olarak ucuz ve uygulanabirliligi kolay
bir ydntem olan oksasilin disk difiizyon testinin kullanilmasina, tedaviye yanit
alinamayan olgularda MRSA lateks aglutinasyon testi ile dogrulama yapilmasi

gerektigi kanisina variimistir.
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