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OZET

Kan Kiiltiirlerinden Izole Edilen Gram Pozitif Bakterilerde Antibiyotik
Direng Profillerinin Arastirilmasi

Kan dolagimi1 enfeksiyonlari énemli mortalite ve morbidite nedenlerindendir ve en sik
karsilagilan hastane iliskili enfeksiyonlar arasindadir. Kan dolagimi enfeksiyonlari ile
iligkili hastaliklar kendi kendini sinirlayan enfeksiyonlardan hizli ve agresif antimikrobiyal
tedavi gerektiren, hayati tehdit eden sepsise kadar degiskenlik gosterebilmektedir. Bu
calismada kan yolu infeksiyonlarindan izole edilen Gram pozitif bakterilerde ila¢ direng
profillerinin arastirilmasi ve safilokok kokenlerinde ila¢ direng genlerinin frekansinin
miiltipleks PCR yOntemiyle arastirilmasi amaglanmigtir. Bu calismaya Mustafa Kemal
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi gesitli servis ve yogun bakim
tinitelerinde 169 pozitif kan kiiltiirii dahil edildi. Calismaya dahil edilen 169 hastadan
alinan 6rneklerden % 12.4 (21/169)’tinde S.aureus tespit edilirken, %87.5(148/169)’inde
koagiilaz negetif stafilokok iiremesi tespit edildi. Bu patojenler disindaki diger etken Gram
pozitif mikroorganizmalarin izolasyon oranlari; %23.6 (40/169) S.haemolyticus, %16.5
(28/169) S.hominis, %2.36 (4/169) S.capitis, %0.5 (1/169) oraninda ise S.salivarius,
S.warneri, S.lentus, idi. Calismada S.aureus kokenlerinde klindamisin %19.0 (4/21),
eritromisin %33.3 (7/21), gentamisin %14.3 (3/21), penisilin %83,71 (18/21), tetrasiklin
%33.3 (7/21), oksasilin %14.3 (3/21) olarak bulunurkan, suslarin tamaminin vankomisine
kars1 duyarli oldugu tespit edilmistir. Koagiilaz negatif stafilokok kokenlerinde ise direng
oranlart; oksasilin igin; %16.9 (25/148), eritromisin i¢in; %22 (32/148), gentamisin igin;
%14.9 (22/148), klindamisin igin; %14.2 (21/148), tetrasiklin icin %38.5 (54/148),
penisilin i¢in ise %83,1 (123/148) olarak bulurken, vankomisin direncine rastlanmadi. Kan
kiiltiirlerinden izole edilen 21 S.aureus’dan; 21 (%100)’inin femA, 21 (%100)’inin
16srRNA, 13 (%62)’inin mecA, 3(%14,3)’tniin ermA, 7(%33,33)’sinin ermC, 4(%19)’
tiniin tetK, 2(%9,5)’sinin tetM, 4(%19)’liniin aac(6’)/aph(2’’), 3(%14.3) ’iiniin aph(3’)-
Ila , 2(%9.5)” sinin ant(4’)-la genleri agisindan pozitif oldugu tespit edilirken (Sekil 4.5);
148 KNS’den 28 (%18,9)’inin mecA, 0 (%0)’nin femA, 148 (%100)’inin 16SrDNA,
49(%33,1)’unun ermC, 21(%14.20) ’inin ermA, 25(%16.9)’inin tetK, 18(%12.2) ’inin
tetM, 22(%14.9) ’sinin aac(6’)/aph(2°’’), 17(%11.5)’sinin aph(3’)-llla , 9(%6,1) ’unun
ant(4’)-la genleri agisindan pozitif oldugu tespit edilmistir. Caligmamizda Gram pozitif
bakteriler arasinda kokenlerin ¢ogunda yiiksek oranda ila¢ direncine rastlanmis olup,
antimikrobiyal diren¢ tespitinde hizli ve daha giivenilir yontemler olan PCR tabanl
yontemler tercih edilmelidir. Nozokomiyal infeksiyonlarin onlenmesi igin ilag direngli
kokenlerin insidansini azaltmada akilci antibiyotik kullanimina dikkat edilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Kan yolu infeksiyonu. Gram pozitif, bakteri, direng, PCR.



ABSTRACT

Investigation of Antibiotic Resistance in the profile Gram-positive

bacteria isolated from blood cultures

Bloodstream infections are among important cause of mortality and morbidity and
the most common health care-associated infections. Diseases associated with bloodstream
infections which require antimicrobial treatment of fast and aggressive self-limiting
infection can vary from life-threatening sepsis. In this study, we aimed to search drug
resistance profile in Gram-positive bacteria which isolated from blood tract infections and
investigation of the frequency of drug resistance genes in staphylococci origin by multiplex
PCR method. In this study, at Mustafa Kemal University Faculty of Medicine Research
and Training Hospital, 169 positive blood culture were included in various services and
intensive care units. The samples which were taken from 169 patients were added in the
study , in 12.4% (21/169) of the cases Staphylococcus aureus was detected, and at 87.5%
(148/169)  the growth of coagulase staphylococcus were identified as negative. The
isolation rate of Gram-positive microorganisms except of these pathogens; 23.6% (40/169)
S.haemolyticus, 16.5% (28/169) S.hominis, 2.36% (4/169) S.capitis, 0.5% (1/169) in the
rate S.salivarius, S.warner of S.lentus, respectively. In this study, Clindamycin in S.aureus
strains were found 19.0% (4/21), erythromycin, 33.3% (7/21), gentamicin 14.3% (3/21),
penicillin 83.71% (18/21), tetracycline 19.0% (4/21 ), oxacillin 14.3% (3/21) while all of
the strains were identified susceptible to vancomycin. In coagulase-negative staphylococci
origin the resistance rates were found; for oxacillin; 16.9% (25/148), for erythromycin ;
22% (32/148), for gentamicin ; 14.9% (2/148) for clindamycin; 14.2% (21/148) for
tetracycline 14.9% (22/148) and 83.1% for penicillin (123/148) but no evidence were
found to vancomycin resistance . In the 21 S. aureus isolated from blood cultures origin by
multiplex PCR method, 13(62%) in the mecA, 3 (14.3%) had ermA, 7 (33.3%) patients
ermC, 4 (19.0%) of had tetk, 2 (9.5%) had tetm, (19%) patients aac (6 ') / aph (2), 3
(14.3%) of the aph (3 ) - Ill, 2 (9.5%) in the ant (4 ) from the gene were found to be
positive. In coagulase-negative staphylococci in the study 148 of CNS origin 28 (18.9%) of
the mecA, 49 (33.1%) of the ermC, 21 (% 14.2) in the ermA, 25 (16.9%) of the tetk, 18 (%
12.2) patients tetm, 22 (14.9%) were the aac (6 ') / aph (2'), 17 (11.5%) of the aph (3 ') -
Illa, 9 (6.1%) ant (4') it was found to be positive for the genes. In our study, most of the
origins of Gram-positive bacteria has been found to have a high rate of drug resistance, for
antimicrobial resistance detection in which faster and more reliable PCR-based methods
methods should be preferred. For the prevention of nosocomial infections should pay care
to the rational use of antibiotics to reduce the incidence of drug-resistant strains.

Keywords: Blood tract infection. Gram positive bacteria, resistance, PCR



1-GIRIS

Kan yolu infeksiyonlar1 diinya ¢apinda énemli 6l¢iide morbidite ve mortaliteye yol
acan en ciddi ve sik goriilen hastane iliskili infeksiyonlardandir (Karlowski ve ark, 2004).
Diinyada infeksiyon hastaliklarin tani, tedavi ve kontroliinde 6nemli gelismeler olsa da,
gerek gelismis ve gerekse de gelismekte olan tilkelerde infeksiyon hastaliklari hala ciddi
bir tehlike olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kan yolu infeksiyonlar1 hem gelismis hem de
gelismekte olan tilkelerde en 6nemli mortalite sebebidir (Bhutta ve Yusuf 1997, Orrett ve
Shurland 2001).

Bakteriyemi vakalar1 6zellikle diinyanin bazi bolgelerinde dikkate deger dlgilide
artts gosterme egilimindedir (Madsen ve ark. 1999). Kan yolu infeksiyonlarindan ¢ok
farkli tiirde mikroorganizma izolasyonu yapilabilmektedir (Reacher ve ark. 2000, Cohen
1997). izole edilen bu etkenlerin yol actign hastaliklara acilen miidahale edilmeli ve
antimikrobiyal ila¢ tedavisine baslanilmalidir. Bu tiir infeksiyonlara karsi antimikrobiyal
ajanlarin  dogru ve akilct kullanimlar1 bolgedeki yaygin patojenlerin ilag direng

paternlerinin bilinmesiyle miimkiin olabilmektedir (Huang ve ark. 2002).

llag direng profillerini belirlemede giiniimiizde en c¢ok kullamlan yontemlerin
basinda fenotipik yontemler gelmektedir. Ancak fenotipik yontemlerin bazi olumsuz veya
eksik yonlerinden dolayr diren¢ profillerinin belirlenmesinde fenotipik yontemlerden
ziyade genotipik yontemlerin kullanilmas: gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Mikroorganizmanin
herhangi bir ilaca diren¢ geni tasimasi, genin eksprese olmadigi yani fenotipe yansimadigi
stirece bu mikroorganizma o ilaca kars1 duyarliymis gibi tespit edilebilmekte, halbu ki bu
diren¢ genini tasiyan mikroorganizma, tasidigi direng genini duyarh birgok tiire cesitli
yollarla kolayca aktararak direngli kokenlerin yayilmasina yol acabilmektedir. Bu sebeple
hastane infeksiyonu etkenlerinin direng profillerinin belirlenmesinde molekiiler tabanl

yontemlerin kullanilmasi oldukg¢a énemlidir (Unal, 1998).



Kan yolu infeksiyonlarindan izole edilen mikroorganizmanin tiiriiniin ve hastanin
klinik durumu ve hastaligin prognozu ile direkt bir iliskinin oldugu gosterilmistir.
S6zgelimi enterokoklarin ve mantarlarin kan yolu infeksiyonlarinda yiiksek mortalite ile

iliskili oldugu bildirilmistir (Karunakaran ve ark. 2007).

Kan kiiltiirlerinde klinik olarak iligkili mikroorganizmalarin hizlica identifiye
edilmesi ve antimikrobiyal tedaviye baglanilmasi son derece Onemlidir. Kan yolu
infeksiyonlarinda antimikrobiyal tedaviye hemen baslanilmasi bu infeksiyonlara bagl

6liim oranlarin1 anlamli derecede azaltmaktadir (Mehta ve ark. 2005).

Kan kiiltiirii pozitif hastalarda bir an 6nce antimikrobiyal tedaviye baglayabilmek
icin birgok hastane veya merkezde ampirik antibiyotik tedavi protokolleri belirlenmistir.
Bakteri Gram boyama ile ancak kismen tanimlanabilmekte, ireme ve duyarlilik sonuglart,
kiiltiir pozitif olarak rapor edildikten 24-48 saat sonra alinabilmektedir. Pozitif kan kiiltiirii
olan hastalarda gercek bir bakteri infeksiyonu olabilecegi gibi, kontaminasyona bagh
gercek olmayan durum da séz konusu olabilmektedir. Bakteriyemi, yiiksek morbidite ve
mortalite ile iligkili oldugundan, hizli degerlendirme ve uygun ampirik antibiyotik tedavi

biiyiikk 6nem tagimaktadir (Bearman ve Wenzel 2005).

PCR tabanli yontemler infeksiyon hastaliklar1 ajanlarmin tanisint ve direng
panellerinin  belirlenmesini  saatlerle ifade edilebilecek diizeyde hizlandirabilen
yontemlerdir. Bu yontemler 6zellikle Gram pozitif koklarin neden oldugu kan yolu
infeksiyonlarinin tanisinda oldukg¢a 6nemli yontemlerdendir (Ruimy ve ark. 2008, Tissari
ve ark. 2010, Wllinghausen ve ark. 2009 ). Kan kiiltiirlerindeki bakterilerin tespiti i¢in,
molekiiler yontemler kolay uygulanabilen hizli yontemlerdir (Ruimy ve ark. 2008,
Wiesinger ve ark. 2007). Kan yolu infeksiyonlarinin tanisinda ve ilag direng genlerinin
varliginin tespitinde PCR tabanli molekiiler yontemlerin kullanilmamasi durumunda
klinisyenler, ampirik tedavi karar1 vermek i¢in 6n bilgi kaynagi olarak Gram boyamaya
giivenmeye devam etmek zorunda kalacaklardir. Gram boyamada en ciddi sorun
antimikrobiyal testlerin sonucunun alinabilmesi i¢in en az 24-48 saat gibi bir siireye ihtiyag
olmasidir ki, bu siire hastanin kaybedilemesine yol agabilecek sonuglar dogurabilmesi
acisindan uzun bir siiredir. Oysa, PCR tabanli molekiiler yontemlerle hem tiir tayini hem
de mikroorganizmanin diren¢ profilleri ayni giin icinde hatta birka¢ saat icinde

belirlenebilmektedir.



Konvansiyonel yontemlerin yavasligi neticesinde ciddi sonuglar dogurmasi
yaninda, diren¢ paternlerinin fenotipik yollarla belirlenmesinde sik¢a yanligliklar meydana
gelebilmektedir. Clinkii, klasik yontemlerde besiyeri tuz konsantrasyonu, pH, hazirlanan
inokiilum yogunlugu gibi birgok faktore bagli olarak direcli bir koken duyarliymis gibi
saptanabilecegi gibi, duyarli bir kokende direngli olarak saptanabilmektedir.
Antimikrobiyal diren¢ gelisimde en Onemli sorun yanlis ila¢ kullanimi veya hastanin

direngli antimikrobiyallerle tedavi edilmeye ¢alisilmasindan kaynaklanmaktadir.

Kan yolu infeksiyonlari nozokomiyal infeksiyonlarin %10-20’sinden sorumlu
oldugu, ABD’de ise kan yolu infeksiyonlarinin %17’sinin mortal seyrettigi bu oranla
Amerikada kan yolu infeksiyonlarinin en yiliksek sekizinci Oliim sebebi oldugu

bildirilmistir (Diekma ve ark. 2003).

Kan yolu infeksiyonlarina sebep olan en énemli mikroorganizmalar Gram pozitif
bakteriler olup, 6zellikle de bu bakteriler arasinda koagiilaz negatif (Staphylococcus
epidermidis) ve pozitif stafiloklar (Staphylococcus aureus), Streptokoklar (Streptococcus
pyogenes, Streptococcus agalactiae) ve Enterekoklarin onemli yer tuttugu bildirilmistir
(Daniel ve ark. 2006, Asrat 2002, Rina ve ark. 2005, James ve ark. 2002, Manjula ve ark.
2005). Bu infeksiyonlarin tanist hastanelerde rutin olarak kullanilabilen kan kiltiirleri ile

kolayca yapilabilse de bu yontemler uzun zaman alic1 yontemlerdir (Becker ve ark. 2009).

Kan yolu infeksiyonlarini (bakteriyemiyi) tedavi etmenin giinlimiizde en 6nemli ve
etkin yolu zamaninda ve dogru antibiyotik veya antimikrobiyal kullanimiyla miimkiin
olabilmektedir. Ancak, bircok bakteriyel patojen antimikrobiyal tedaviye karsi direng
gelistirdiginden diinya ¢apinda ekonomik ve sosyal anlamda ciddi bir saglik sorunu haline
gelmistir. Antibiyotik direnci tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de oldukg¢a ciddi ve her
gecen giin de biiyiliyen bir sorundur. Bir¢ok caligmada bakteriyemi vakalarinda yersiz ve
yetersiz ampirik tedavi ile artan mortalite ve artan ila¢ direnci gibi istenmeyen birgok
olumsuz sonucun ortaya ¢iktig1 tespit edilmistir (Harbarth ve ark. 2002, Ibrahim ve ark.
2000, Behrent ve ark. 1999).

Son 20 yilda Gram pozitif bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarin sayr ve
siddetinde basit ve kolayca alinabilecek tedbirlerin géz ardi edilmesinden dolay1 dikkate

deger sekilde artislarin oldugu bildirilmistir (Bouza ve Finch 2012).



Staphylococcus aureus ve koagiilaz-negatif stafilokoklarin neden oldugu kan yolu
infeksiyonlarinin 6nemli derecede artmasinin en 6nemli sebepleri arasinda katater ve diger

intravaskiiler cihazlarin yanlis kullaniminin 6nemli yeri vardir (Bouza ve Finch 2012).

Kan yolu infeksiyonlarinin %50’den fazlasina Gram pozitif bakterilerin neden
oldugu bildirilmektedir (Bouza ve Finch 2012). Artan sikliga ek olarak, tiim beta-laktam
ilaglara direngli metisilin direngli S.epidermidis ve S.aureus suslarinin insidansindaki artis
da bu tiir infeksiyonlarda en 6nemli problemlerdendir. Ayrica glikopeptitlere orta direngli
S.aureus suglarimin ileriki zamanlarda mevcut glikopeptid antibiyotiklere karsi direngli hale
gelebilecegi unutulmamalidir. Orta direngli glikopeptid antibiyotiklerin kullanimi bu grup
ilaclarda goriilen direncin en Onemli sebepleri arasinda yer almaktadir. Gram pozitif
bakteri infeksiyonlarindaki artisa sebep olan en 6nemli grubu stafilokoklar ile enterokoklar
olusturmaktadir. Viicutta protez malzemeleri kullanimi ve invaziv tekniklerin artmasi
Gram pozitif bakteri infeksiyonu insidansindaki en 6nemli artig sebebidir (Bouza ve Finch
2012).

Bu calisma Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalinda 01/06/2014-01/01/2015 tarihleri arasinda MKU Arastirma Hastanesi
cesitli boliimlerde ve yogun bakim iinitelerinde yatan hastalardan aliman kan kiltiirii
orneklerinden; (1) izole edilen Gram pozitif bakterilerin tanimlanmasini, (11) Gram pozitif
bakterilerin antibiyotik direng¢ profillerinin belirlenmesini, (I11). Stafilokok kokenlerinde
(S.aureus ve S.epidermidis) kokenlerinde mecA, femA, aac(6’)/aph(2”’), aph(3’)-llla,
ant(4’)-la, erm(A), erm(C), tet(K), tet(M), diren¢ genlerininin varligmin miiltipleks PCR

yontemiyle belirlenmesini amacladik.



2.GENEL BIiLGILER

Tanim
2.1.Kan Kiiltiirlerinin Alinmasi

Kan kiiltiirlerinin alinmasinda uygun teknik, iyod bazli preparasyon ya da %0,5’lik
Klorheksidin 1-2 dakika muamele edildikten sonra %70’ lik alkol ile cilt yiizeyinin
tamamen temizlenmesi gerekmektedir (Mandel ve ark. 2005, Reller ve ark. 2007). Damara
girmeye hazirlandiktan sonra ve kan almadan Once kontamine etmemeye dikkat
edilmelidir. Kan kiiltiirti sisesi %70’lik alkolle temizlenmeli ve igne degistirilmeden kan
enjekte edilmeli. Pediyatrik kan kiiltlirleri disinda, 6rneklerin ¢alisilabilmesi i¢in en az 2
sise ve her sisede 8-10 cc kan 6rnegi bulunmasi gerekir. Buna ragmen, kan kiiltiirlerinin
duyarliligi ¢ekilen kan miktar1 ile dogru orantili olarak artmaktadir, mevcut otamatize
sistemler, kan seviyesinin 8-10 cc olmasinin yeterliligini dogrulamaktadir.( Bouza ve ark.
2007)Birinci ve ikinci kan orneklerinin toplanmasi arasinda en az 10-15 dakika zaman
geemelidir. Ampirik antibiyotik kullaniminin artmasi géz 6niine alindiginda, 2 kan kiiltiirii
orneginin hassasligi her zaman ideal degilidir. Bazilari, daha dogru tespit oranlart elde
etmek icin en az 4 kan kiiltiirii sisesi alinmas1 gerektigini ileri siirmektedir ( Lee ve ark.
2007).

Kataterin neden oldugu infeksiyonlar, nozokomiyal bakteriyemilerin tahmini
olarak 9%11-37’sini olusturmaktadir. Nozokomiyal kan yolu infeksiyonlart ile ilgili en son
incelemeler, National Healthcare Safety Network (Ulusal Saglik Giivenlik Ag1) tarafindan
2007 yilinda yayimlanmistir ( Edwards ve ark. 2007). Central line’ nin infeksiyon oranlari
1000’ de 1.5 ile 6.8 oraninda degisiklik gostermektedir. 2004 yilinda nozokomiyal
infeksiyon gozetim sistemi tarafindan yayimlanan bilgi, kataterle ilgili kan yolu
infeksiyonlari, biitiin kan yolu enfeksiyonlarinin yaklagik %24’ nii olusturdugunu
gostermektedir (Wisplinghoff ve ark. 2004). Oksasilin direngli stafilokok tiirleri,
nozokomiyal infeksiyonlarda giderek artan kiiresel bir sorun haline gelmektedir (Diekema
ve ark. 2001, Kumar ve ark. 2004).



2.2.Santral Kateterden Kan Kiiltiirii Orneklerinin Alinmasi

Birgok mikrobiyolog, kateterde deri florasinin muhtemel kolonizasyonundan dolay1
santral kateterlerden kan kiiltiirii almamayi tavsiye etmektedir. Bu dogru olmakla birlikte,
Kateterden alinmis kan Kkiiltiirlerinin kullanim1 pratik nedenlerden (hastaya daha az
rahatsizlik verilmesi, kan 6rnegi alinmasi i¢in alternatif bir yolun bulunmamasi, vs.) dolayi
artmaya devam etmektedir. Bakteriyeminin kateter iliskili kaynagini belirleyebilmek igin,
arastirmacilar nicel kiiltiirlerin (enfekte kateterde tipik olarak periferik kana gore daha
yiiksek kiiltlir sayis1 bulunmaktadir) ve “pozitiflik i¢in gecen diferansiyel siirenin” (enfekte
kateterden alinan Ornekler kan kiiltiir Orneklerinden daha kisa siirede pozitif olma
egilimindedir) rolii oldugunu onayladilar. Hem nicel kiiltiirlerin hem de pozitiflik gegen
diferansiyel siirenin uygun bir sekilde yorumlanmasi i¢in O6rneklerden en az birinin
periferal bir damardan venipunktiir ile alinmas1 gerekmektedir. Laboratuvar testleri her iki
ornegin de ayni anda ve aynmi hacimlerde alindigini ve inkiibe edildigini onaylamalidir.
Bunlar arastirmalarda kullanisli  olsa da, klinik uygulamada rutin olarak
kullanilmamaktadir, oysa kateter iligkili bakteriyemi tanis1 klinik taniya ve kateter ucu
kiiltiirtine (kateter ucu koloni sayist 15’ten biiyiik olan kiiltiirler genelde anlamli olarak
kabul edilir) dayanmaktadir. Tablo 1 kateter iligkili kan dolasimi infeksiyonlari (CR-BSI)
ile iligkili en yaygin bakterilerin bir listesini igermektedir (Fatkenheuer ve ark. 2002,
Gaynes ve ark. 2005, Luzzaro ve ark. 2002, Rodriguez 2002, Wisplinghoff ve ark. 2004).

2.2.1.Bakteriyemi mi Kontaminasyon mu?

Mikrobiyoloji laboratuvarlarina gonderilen kan kiiltiir 6rneklerinin kontaminasyonu
pek ender goriilen bir durum degildir ve uygunsuz aseptik tekniklerinden veya kanin
alindig1 IV kateterden kaynaklaniyor olabilir. Kontaminasyonu gergek bakteriyemiden
ayirt etmek bazen zordur. Gergek bakteriyemiye isaret eden faktorler sunlardir: Hastanin
klinik hikayesi ve fiziksel bulgular, bakteriyemi risk faktorlerinin varligi (Tablo 1), viicut
sicakligi ve 16kosit sayisi. Kandan izole edilen Staphylococcus aureus ve Candida spp. asla
kontaminant olarak Kabul edilmemelidir. Bakteriyemi ve kontaminasyon arasindaki
farklilik ¢ogunlukla klinik senaryoya dayanan klinik bir yargi olsa da, pozitif kiiltiirlerin
sayist ve bakterinin nihai olarak tanimlanmast bu iki durum arasinda ayrim yapmaya
yardimec1 olmak {iizere kullanilmaktadir. Asagidaki mikrobiyolojik faktorler gercek

bakteriyemiden ziyade kontaminasyon hakkinda fikir verici olabilmektedir.



Cizelge 2.1. Nozokomiyal katatern iliskili kan yolu infeksiyonlartyla mikrororganizma iliskisi.

Mikroorganizma

Sikhik

Koagiilaz Negatif Stafilokok

KNS, nozokomiyal katater-iliskili en
yaygin kan yolu enfeksiyonlarina yola

acan patojendir

Staphylococcus aureus

Metisilin direngli S.aureus suslarinin

prevalansi artmaktadir

Gram Negatif Basiller

Direncli gram negatif basiller arasinda
A.baumani Avrupa’da en yaygin olandir.
Amerika’da ise P.auruginsosa daha sik

goriilmektedir.

Enterococcus spp.

E. faecalis, E.faecium’ dan daha yaygin

goriiliir.

Candida spp.

C. albicans en yaygin mayadir.

Diger bakteriler (diphteroidler, viridans

streptotokoklar, Mikrokoklar ve daha nadir de

Candida albicans digindaki diger Candida

tiirleri)

1. Deride bulunan tipik kommensal organizmalar izole edildiginde: koagulaz-
negatif Stafilokok tiirleri, baz1 Streptokoklar ve Gram-pozitif basiller. Eger hastanin
intravenoz kateteri varsa, yaygin deri kontaminantlari ile de olsa ger¢ek infeksiyon olma

thtimali artar. Tablo 2’de sirasiyla bakteriyemide risk faktorleri verilmistir. Tablo 3’de ise

bakteriyemide siklikla kontaminasyon nedeniyle yanlis pozitiflik oranlar1 gériilmektedir.


http://www.antimicrobe.org/new/b237rev.asp#t73
http://www.antimicrobe.org/new/f14rev.asp#c59
http://www.antimicrobe.org/new/b261.asp#t3
http://www.antimicrobe.org/new/b241.asp#t3
http://www.antimicrobe.org/new/b241.asp#t3

Cizelge 2.2. Bakteriyemide risk faktorleri.

e ileri yas

e Kortikosteroid kullanimi

e Immun sistemi baskilayici ilaglarin kullanilmasi (transplant hastalari,
romatolojik hastaliklarda oldugu gibi)

e Kironik karaciger hastaliklar

e Kironik bobrek yetmezligi (6zellikle hemodiyalize girme)

e Hematolojik kanserler

e HIV infeksiyonu

e Intravendz katater kullanimi

e Damar ici ila¢ kullanimi

e Cilt biitiinliigliniin bozulmasi

e Yetersiz beslenme ve hipoalbiiminemi

e Notropeni

e Parenteral beslenme

Cizelge 2.3. Gram negatif basil bakteriyemisi risk faktorleri.

e Hematopotik kok hiicre transplantasyonut
e Karaciger yetmezligi

e Serum albiimin diizeyi <3 mg/dL olmasi
e Solid organ transplantasyonu

e Diyabet

e Pulmoner hastaliklar

e Hipotansiyon

e Hemodializ

e HIV

e Hematolojik malignensiler

e Steroid kullanimi

e Yashilik




Cizelge 2.4. Gergek bir kan yolu infeksiyonu mu, kontaminasyon mu?

Mikroorganizma Yanls pozitiflik orani

Bacillus spp. >%90’dan fazla

Coag-negative Staphylococcus >9%90’dan fazla

Spp.
Propionibacterium spp. >%90’dan fazla
Corynebacterium spp. >%380’dan fazla
Viridans streptococci %50
Clostridium spp. %40
Staphylococcus aureus %25
Enterococcus spp. %15

(Murray, 1999)

2. Iki veya daha fazla kan ornegi setinden yalmzca biri pozitif oldugunda. Bu
ifadenin gegerliligi negatif kan Kkiiltiirlerinin sayist ile dogru orantilidir ve tanimlanan
organizmalara baghdir. Bu kriterler 6zellikle koagiilaz-negatif Stafilokok tiirlerinin neden
oldugu bakteriyemi i¢in kullanilir, ancak bu kriterlerin dogrulugu ve tahmin etme giicii ile

ilgili ¢eligsen raporlar bulunmaktadir (Mirrett, ve ark 2001, Tokars ve ark 2004).

3. Kan Kkiiltiirlerinden izole edilen bir organizmanin antibiyotik duyarlilik paterni
aynt veya ardigik kiiltiir setlerinde bulunan organizmalarin paternlerinden farkliysa
(organizmalar aym tiirden oldugu siirece). Ornegin, eger 2 kan kiiltiirii setinin her iKisi de
Staphylococcus  epidermidis igin ~ pozitifse, ancak  yalmizca  setlerden  biri
oksasilin ve siprofloksasine duyarlilik gosterirken diger set bu 2 antibiyotige direng

gosteriyorsa, her iki kan kiiltiirii setinin de kontamine olmast muhtemeldir.


http://www.antimicrobe.org/new/drugpopup/oxacillin.htm
http://www.antimicrobe.org/new/drugpopup/ciprofloxacin.htm

2.3.Gram Boyama Tabanh Yaklasim

Bakteriyeminin taninmasi hasta degerlendirmesinin yalnizca bir bilesenini
olusturmaktadir. Bakteriyeminin kaynaginin belirlenmesi gerekli tanisal testlere yardimci
olabilmek ve ayni1 zamanda tedavinin siiresine karar verebilmek i¢in 6nemlidir. Arada bir,
potansiyel kaynak Gram boyama sonuglari ile tanmabilir (Gram-pozitif diplokoklar
pnémoniye veya ciddi siniizite sekonder Streptococcus pneumoniae ile tutarlidir; piyiiri ile
birlikte goriilen Gram-negatif bakteriyemi genitotiriner bir kaynak olabilecegini gosterir,
vs.). Ancak, ¢ogu durumda, potansiyel kaynak, bakteri tiirli tanimlanmadan net
olmayabilir.

Gram boyama oOzelliklerine gore, bu monograf organizmalari bes kategoriye
ayirmaktadir: 1) Gram-pozitif koklar, 2) Gram-pozitif basiller, 3) Gram-negatif basiller, 4)
anaeroblar ve 5) Candida tiirleri. Cok nadir bakteriyemi nedeni olduklarindan Gram-
negatif koklardan ¢ok fazla bahsetmeyecegiz (¢cok yikici bir enfeksiyon olabilen Neisseria
meningitidis hari¢). Tablo 4’te monomikrobiyal nozokomiyal hastane kan dolasimi
enfeksiyonlarindan (BSI) izole edilen en yaygin patojenlerin azalan sikliga gore bir listesi

bulunmaktadir (Wisplinghoff ve ark. 2004).

Cizelge 2.5. En sik nozokomiyal kan yolu infeksiyonlarina yol agan mikroorganizmalar.

Mikroorganizma Kan yolu enfeksiyonu olusturma oranlari

Coagulase-negative Staphylococcal spp.%31.3

Staphylococcus aureus %20.2
Enterococcus spp. %9.4
Candida spp. %9.0
Escherichia coli %5.6
Klebsiella spp. %4.8
Pseudomonas aeruginosa %4.3
Enterobacter spp. %3.9
Serratia spp. %1.7
Acinetobacter baumannii %1.3

(Wisplinghoff 2004)
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2.4.Gram-pozitif Koklar

Gram-pozitif koklarin siiflandirilmasi Gram boya ile goriilen bakteriyel boyamaya
dayanmaktadir. Kiimeler (stafilokoklar) veya zincirler (streptokoklar) olustururlar. Kiime
halindeki Gram-pozitif koklar, kanli agara inkiibe edilmelerinden yaklasik 24 saat sonra
uygulanabilen koagiilaz ve katalaz reaksiyonlarina dayanarak daha fazla ayrigtirilabilirler
(bkz. asagidaki Sekil 1). Makalemizi en sik bakteryemiye yol agan Gram-pozitif koklarla
sinirlandirma amaciyla, klinik olarak 6nem arz eden tiirler lizerine yogunlasacagiz: bu
tirler stafilokoklar arasinda S. aurcus ve koagiilaz-negatif stafilokoklar, streptokoklar
arasinda viridans grubu Streptokoklar ve Streptococcus pneumonia ve Enterokoklar

bulunmaktadir.

2.4.1.Staphylococcus aureus

Enfeksiyon Kaynagi: Staphylococcus aureus bakteriyemisi primer (infeksiyon
kaynagiyla ilgili hi¢bir kanit yok) veya sekonder (infeksiyonun orijini uzak bir organ veya
sistem) olabilir. Staphylococcus aureus i¢in pozitif olanbir kan kiiltiirii her zaman igin
gercek bir bakteriyemi olarak kabul edilir ve tedavi edilmedigi siirece ¢ok ciddi advers
sonuglar doguracagindan asla kontaminant olarak diistiniilmemelidir. Primer ya da
sekonder bakteriyemiyi birbirinden ayirmak, 6zellikle de sekonder bakteriyeminin kaynagi
kas-iskelet sistemi oldugunda, zor olabilir. Bu ayrimi karmasiklastiran sey, biyofilm’in
gelistirilmesi ile birlikte S. aureus‘un herhangi bir prostetik malzemeye (kateterler,
ortopedik donanim, endovaskiiler graftlar, ventrikiiloperitoneal santlar, vs.) tutunma ve onu
enfekte etme egilimidir; bu yiizden primer bakteriyemi prostetik materyalde uzak

infeksiyona ve ardindan sekonder infeksiyona yol agabilir.

Degerlendirme:

S. aureus bakteriyemisi olan her hastanin minimal degerlendirmesi deriyi,
eklemleri ve biitiin periferal ve santral vaskiiler kateterleri kapsayan detayli bir fizik
muayeneyi icermelidir. Gogiis rontgeni ve kas-iskelet sistemine ait herhangi bir sikayetin
bulundugu biitiin bolgelerin goriintiillenmesi diisliniilmelidir. Baz1 ekoller biitiin hastalar

i¢cin transdzofageal ekokardiyogram (TEE) 6nermektedir.

Endokardit i¢in risk faktorleri (Tablo 5), kaynag1 belirlenemeyen persistan ya da

primer bakteriyemisi bulunan hastalarda TEE diisiiniilmesini Oneriyoruz. S. aureus
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http://www.antimicrobe.org/new/b237rev.asp#t2
http://www.antimicrobe.org/new/h04c.files/history/Microbes%20-%20Biofilm%20Vol2%20pg%20231.pdf
http://www.antimicrobe.org/new/b237rev.asp#t7b2
http://www.antimicrobe.org/new/b237rev.asp#t7b3
http://www.antimicrobe.org/new/b237rev.asp#t7b3d
http://www.antimicrobe.org/new/b237rev.asp#t7b4
http://www.antimicrobe.org/new/e21rev.asp#t5b
http://www.antimicrobe.org/new/e21rev.asp#t1

bakteriyemisinde endokardit gelisme riski toplamda %10-15’tir, ancak Tablo 4’teki risk
faktorleri bulunan hastalar i¢in bu riskin %44-51"e ¢iktig1 bildirilmistir. Bunu s6z oniinde
bulundurursak, bir¢ok klinisyen transtrosik ekokardiyogramin (TTE) sensitivitesini
%50’nin altinda oldugunun farkinda olarak en azindan bir TTE isteyecektir. S. aureus
bakteriyemisi ile tan1 konmus hastalardan bakteriyeminin diizeldiginden emin olmak i¢in
genellikle uygun antibiyotik tedavisi baslandiktan 3-5 giin sonra izlem icin kan kiiltiirii

alinmalidir.

Tedavi: pB-laktamlar tarihsel olarak S. aureus infeksiyonlarina karsi etkili bulunsa
da, metisilin-direngli Staphylococcus aureus’un (MRSA) varligi, duyarlilik sonuglart
beklemedeyken, beta-laktamlari uygulamada anlamsiz kilmaktadir. IDSA son zamanlarda
bakteriyemi de dahil olmak tizere MRSA infeksiyonlarinin tedavisi ile ilgili bir kilavuz
yayinladi. Bir¢ok c¢alisma uygun ampirik tedavinin  Staphylococcus —aureus
bakteriyemisinin advers sonuglari iizerine onemli etkileri oldugunu gostermistir. Bu
yiizden baglangi¢ tedavisi olarak vankomisin veya daptomisin kullanilmasini; duyarlilik
sonuglar1 geldikten sonra da nafsilin, oksasilin veya sefazolin gibi herhangi bir anti-
stafilokokal B-laktama gegmeyi tavsiye etmekteyiz. Daptomisin pulmoner infeksiyonlar
i¢in endike degildir, bu yiizden respiratuvar kaynakli bakteriyemi bu antibiyotik tedavisine
baglanmadan once ekarte edilmelidir. Methisilin-duyarli S. aureus tedavisinde vankomisin
beta-laktamlardan ya da daptomisinden daha etkisizdir (Chang ve ark. 2003).
Linezolid veya Tigesikline, bakteriyostatik ozelliklerinden ve bakteriyemiye Kkarsi
etkinliklerini gosteren klinik verilerin yetersizliginden dolay1 S. aureus bakteriyemisi i¢in

ilk sira antibiyotikler olarak kabul edilmezler.

S. aureus bakteriyemisi i¢in antibiyotik tedavisin siiresi bir intravendz ajan ile en az
2 hafta olmalidir. Eger bakteriyemi uzak bir infeksiyon kaynagina sekonder olarak veya
septik bir embolizasyon kapsaminda gelistiyse, tavsiye edilen tedavi en az 4-6 hafta
olmalidir. S. aureus bakteriyemisi ile secilen hastalar su kriterleri sagliyorsa 2 hafta siireyle
tedavi edilebilirler: (1) bakteriyemi sirasinda bulunan intravaskiiler kateterlerin ¢ikarilmast,
(2) endokarditin TTE ile ekarte edilmesi, (3) implante protezlerin bulunmamas1 (prostetik

kapaklar, kardiyak cihazlar veya artroplastiler)
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http://www.antimicrobe.org/new/b237rev.asp#t7a3
http://www.antimicrobe.org/new/drugpopup/Vancomycin.htm
http://www.antimicrobe.org/new/drugpopup/daptomycin.htm
http://www.antimicrobe.org/new/drugpopup/nafcillin.htm
http://www.antimicrobe.org/new/drugpopup/cefazolin.htm
http://www.antimicrobe.org/new/b237rev.asp#t7b6
http://www.antimicrobe.org/new/drugpopup/linezolid.htm
http://www.antimicrobe.org/new/drugpopup/tigecycline.htm

(4) tedavinin baslangicin 2-4 giin sonra izlem i¢in alinan kiiltiirlerin negatif olmasi
ve (5) atesin ve lokalize edilebilen semptomlarn ya da metastatik stafilokok
enfeksiyonlarini diisiindiiren bulgularin diizelmesi (Cosgrove ve Fowler 2008, Mermel ve
ark. 2009). Klinik bulgular faydali oldugunu gostermede yetersiz kalsa da, eger hasta ciddi
bir infeksiyon ya da sepsis ile geliyorsa, 2 antistafilokokal ajani igeren bir kombinasyon
tedavisi (kombinasyon i¢inde vankomisin, daptomisin veya linezolid) veya ilk 3-5 giin

igcinde bunlara ilaveten sinerjist etki yaratmasi i¢in gentamisin eklenmesi diisiiniilebilir.

2.4.2.Koagiilaz-Negatif Stafilokoklar

Enfeksiyon Kaynagi: koagiilaz-negatif Stafilokokal bakteriyemi‘nin en sik kaynagi
enfekte orta hattir. Koagiilaz-negatif Stafilokok tiirleri herhangi bir etiyolojiden (primer
veya sekonder) kaynaklanan bakteriyemide en sik bulunan organizmalardir ve 6zellikle
kateter iliskili kan dolagimi infeksiyonlari i¢in yaygin goriilen etiyolojik ajanlardir. Ne
yazik ki, koagiilaz-negatif Stafilokok tiirleri, 6zellikle S. epidermidis, ayni1 zamanda kan da
bulunan en sik deri kontaminantlaridir. Bakteriyemi - kontaminasyon karsilatirilmasi
boliimiinde bahsedilen kurallar gercek bakteriyemi ve kan kiiltiir kontaminasyonu arasinda

ayrim yapmaya yardimci olabilir.

Degerlendirme: Primer koagiilaz-negatif Stafilokok tiirii bakteriyemi nadirdir.
Bakteriyemiye yol acan en yaygin tiir S. epidermidis’ tir. Siklikla bakteriyemi enfekte IV
katetere sekonderdir; bu yiizden, enfekte periferal veya santral kateterlere titizlikle dikkat
edilmelidir. Kateterin ¢ikarilmasi tavsiye edilir, ancak klinik infeksiyon belirtileri bulunan
pacemaker veya tiinel kateter olmadigi siirece zorunlu degildir. Bazi koagiilaz-negatif
Stafilokok tiirleri, sekonder olarak bakteriyemiye yol agabilecek bir takim hastaliklarla
iliskili olduklarindan 6zel bir 6nemi hak etmektedir. S. saprophyticus kadinlarda sik
goriilen bir IYE nedenidir, S. lugdunensis endokardit en ciddisi olmak iizere dogal kapak
endokarditi, menenjit ve deri ve yumusak doku infeksiyonlar1 ile iliskilidir. Ayrica S.
haemolyticus da dogal kapak endokarditi ve menenjit ile iliskilidir. Bu klinik tablolar1 goz

Ontine aldigimizda, idrar testi, tekrarli kan kiiltiirleri ve ekokardiyogram gerekli olabilir.

Tedavi: Eger bir koagiilaz-negatif Stafilokok tiiriiniin izolatinin -laktamaz negatif

oldugu bulunursa, o halde ilag se¢imi penisilin olmalidir. Yar1 sentetik antistafilokokal
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penisilinler (oksasilin ve nafsilin) penisilinin stafilokokla B-laktamaz ile yalnizca zayif

hidrolize edilmis tiirevleridir ve penisilin grubunda tercih edilecek ilaglardir.

Ancak, hastanede yatis siiresince izole edilen koagiilaz-negatif Stafilokok
tirlerinden ¢ogu metisilin-direngli olacaktir; bu yiizden vankomisin veya daptomisin
uygun secimler olabilir. Tedavi siiresi altta yatan klinik senaryoya gore degiskenlik
gosterir. 2009 IDSA onerilerine ( Mermel ve ark. 2009) dayanarak, en az 5-7 giinliik, hatta
klinik senaryoya gore (kateterin ¢ikarilamamasi, prostetik malzeme varligl) muhtemelen
daha uzun siireli antibiyotik tedavisi Onermekteyiz. Eger endokardit veya endokardit
esdegeri endisesi yoksa (veya ekarte edildiyse) 3-4 giin IV tedaviden sonra oral antibiyotik

tedavisine baslanabilir.

2.4.3.Enterokoklar

Enfeksiyon kaynagi: Normal yasam alani gastrointestinal kanaldir, ancak
orofarinks, genitoiiriner kanal ve deriden izole edilebilir. Enterococcus faecalis en yagin
goriilen insan patojenidir, ancak Enterococcus faecium hastane infeksiyonlari iginde artan
bir sekilde baskin hale gelmektedir. Ozellikle uzun siiren hastane yatislarinda deride
kolonize olabilecegi icin, uygun klinik ortamlarda alinmis kan kiltiirlerinin
kontaminasyonunun da bir nedeni olabilir. Enterokok bakteriyemisinin klinik agidan
onemli kaynaklar1 arasinda idrar yolu infeksiyonlari, intra-abdominal
infeksiyonlar, enfekte vaskiiler kateterler ve endokardit sayilabilir. Enterekok tiirleri

kateter iligkili bakteriyemiler arasinda en yaygin goriilen dordiincii nedendir.

Degerlendirme: Kan kiiltiirlerine ek olarak, idrar tahlili ve detayli bir karin
muayenesi ekterokok bakteriyemisi bulunan biitiin hastalara uygulanmalidir. Klinik
senaryoya gore goriintiileme g¢alismalar1 (BT taramasi, HIDA, biliyer ve renal ultrason)
diistinilmelidir. Eger endokardit siiphesi varsa (Tablo 4) ekokardiyografi (TTE ve
muhtemelen TEE) uygulanmalidir.  Ozellikle endokardit endisesi oldugunda

bakteriyeminin temizlendigini onaylamak i¢in hastalardan tekrar kan kiiltiirleri alinmalidir.

Tedavi: Enterokoklar dogalar1 geregi normalde diger Gram-pozitif koklara karsi
aktif olan sefalosporinler, makrolidler ve klindamisin gibi bir¢ok antibiyotik sinifina karsi

direnglidirler. Enterookolara karsi degisen diizeylerde in vitro aktivite gosteren
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antibiyotikler arasinda penisilinler (6zellikle penisilin ve ampisilin ama nafsilin degil),
glikopeptidler (vankomisin ve teikoplanin), karbapenemler (imipenem ve meropenem ama

ertapenem degil), daptomisin, quinupristin/dalfopristin ve linezolid sayilabilir.

Diger antibiyotikler de bir takim aktiviteler gosterir ancak bakteriyemi gibi ciddi
enterokok infeksiyonlari’nin tedavisinde rutin olarak kullanilmamalidir. Bu antibiyotikler,
tetrasiklinleri(tetrasiklin,minosiklin ve doksisiklin),kinolonlari(siprofloksasin, moksifloksa
sin ve gemifloksasin) ve rifampin’ i kapsamaktadir. Penisilinler ve glikopeptidler en iyi
aktiviteye sahiptir ve tipik olarak ampisilin vankomisinden daha fazla in vitro 6ldiirme
yetenegine sahiptir. Eger izolat duyarliysa ilag tercihi ampisilin olmalidir. Penilisin alerjisi
olan hastalar i¢in veya ampisilin direngli suslarla enfekte hastalar i¢in, ilk sira tedavi
secenegi vankomisin olmalidir. VVankomisin-direncli enterokoklar (VRE)‘m neden oldugu
bakteriyemi ic¢in segenekler daptomisin ve quinupristin/dalfoprisyin’i i¢ermektedir.
Penisilin-duyarli enterokok bakteriyemisi i¢in linezolid kullanimindan rutinde kaginilmasi
gerekmekle birlikte, VRE bakteriyemisi bu antibiyotigin terapétik bir se¢enek oldugu tek

istisnadir.

Endokardit yoklugunda enterokok bakteriyemisinin tedavisi ile ilgili iki soru hala
tartisma yaratmaktadir: tedavinin siiresi ve sinerjist antibiyotik gereksinimi. Eger hastanin
endokarditi yoksa, o halde 7-10 giinliik antibiyotik tedavisi yeterli olabilir, ancak
endokardit bulunmasi halinde daha uzun bir tedavi seyri tavsiye edilmektedir. Es zamanli
sinerjist aminoglikozit tedavisine yalnizca endokardit tedavisinde gereksinim duyulmasi ve
komplikasyonsuz enterokok bakterimisinde tercih edilmemesi tavsiye edilmektedir.
Aminoglikozitlerin hiicre duvarini penetre etme yeteneklerinin azalmis olmasindan dolayz,
Enterokoklarin bu ajanlara kars1 diisiik seviyeli intrensik bir direngleri vardir, ancak bu
durum hiicre duvari-aktif ajanlarin (penisilin ve glikopeptid gibi) tedaviye eklenmesiyle
giderilebilir. Ancak, yiiksek seviye aminoglikozit direncinin (HLAR) bazi enterokok
suslarinda gosterildigini akilda tutmak onemlidir. HLAR olan enterokoklarin yol actigi
endokardit vakalarinda ampisilin ve seftriakson kombinasyonu basariyla kullanilmaktadir

(Gavalda ve ark. 2008).
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Cizelge 2.6.Infektif endokardit igin risk faktoleri.

Kardiyak olmayan Kardiyak olan
- Intravendz ila¢ bagimlilig - Dejeneratif kalp kapagi
- Erkek cinsiyette olma lezyonlari
- Tleri yas - Dogustan kalp hastalig1
- Son zamanlarda yapilan dis ameliyat1 ya da diger - Protez kalp kapagi
invaziv islemler - Mitral kapak prolapsusu
- Nozokomiyal bakteriyemi - Romatizmal kalp hastalig1
- Kalic1 vendz katater - Onceden gegirilen enfektif
- Cerrahi pulmoner sant endokardit

- Hipertrofik kardiyomiyopati

2.4.4.Viridans Grubu Streptokoklar (VGS)

Enfeksiyon kaynagi: Viridans-grubu streptokoklar genellikle diisikk virulansh
patojenlerdir, ancak diger biitin kommensal organizmalarda oldugu gibi, VGS
bakteriyemisini klinik olarak dnemsiz olarak kabul etmeden 6nce derinin ve oral yapilarin
0zenli bir degerlendirmek gerekmektedir. VGS bakteriyemisi i¢in 6nemli tiirler arasinda S.
milleri, S. sanguis, S. mitisveS. bovis sayilabilir. Dis girisimlerini takiben gegici
bakteriyemiler meydana gelebilir ve bunlar predispozan bir durumu olmayan hastalarda
herhangi bir sonu¢ dogurmaz. VGS igin kan kiiltiirlerinin yalnizca %21-50’sinin klinik
olarak anlamli oldugu tahmin edilmektedir. Viridans-grubu Streptokoklar eskiden dogal
kapak endokarditinin ve ge¢ baslangicl prostetik kapak endokarditinin en sik nedeniydiler,
ancak bugiinlerde S. aureus en yaygin organizma haline geldi (Fowler ve ark, 2005). VGS
ayn1 zamanda ciddi piyojenik infeksiyonlar, ndtropenik hastalarda bakteriyemi, neonatal
sepsis ve septisemi/sok sendromu (“a strep sok sendromu” olarak da bilinir) ile de
iliskilendirilmistir. VGS bakteriyemisi i¢in risk faktorleri arasinda: ndtropeni, oral
mukozit, oral kaviteye radyasyon verilmesi, trimetoprim-sulfametoksazol ve
florokinolonlar ile antibiyotik profilaksisi, intravendz hiperalimentasyon, yiiksek doz

kemoterapi ve kadin cinsiyet bulunmaktadir (Tunkel ve Sepkowitz 2002).
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Degerlendirme: Her viridans grubu streptokok bakteriyemisi endokarditi ekarte
etmek {izere tekrarli kan kiiltlirlerinin alinmasini (yalnizca birden fazla kan kiiltiirii setinin
pozitif oldugu durumlarda) ve detayli bir dis ve deri muayenesini gerektirmektedir.
Endokardit ihtimali varsa ekokardiyogram endike olabilir. Abdominal goriintiileme
calismalarina (BT veya ultrason) intraabdominal apselerin (karaciger, dalak, peritoneal)

ekarte edilmesi i¢in bagvurulabilir.

Tedavi: Klinik agidan onemli Kabul edilen her viridians grubu Streptokok
bakteriyemisi, endokardit ekarte edilene kadar, bu klinik durumu kapsayan ampirik tedavi
gerektirmektedir. Beta-laktamlar viridans grubu Streptokoklara karsi aktiftirler ve ilk ilag
tercihimizdirler. PCN alerjisi olan hastalarda, vankomisin ve klindamisin kullanilabilir.
Eger penisiline karsi alerjik reaksiyon anafilaktik ya da IgE aracili degilse, seftriakson
kullanim1 uygun ve iyi tolere edilen bir alternatif olabilir. En az 4-6 haftalik tedavi
gerektiren endokardit tedavisi veya diger komplikasyonlu enfeksiyonlar (karaciger apsesi,
beyin apsesi, vs.) haricinde iki haftalik antibiyotik tedavisi yeterli olacaktir
(komplikasyonsuz endokardit tedavisi i¢in 2 haftalik PCN art1 gentamisin tedavisi uygun
olabilir). Intravendz baslangi¢ tedavisini takiben oral antibiyotiklerle tedavi (tercihen beta-

laktamlar) non-intravaskiiler infeksiyonlarin tedavisi i¢cin makuldiir.

Cizelge 2.7. Bakteriyemi i¢in primer ve alternatif ampirik antibiyotik se¢enekleri.

Primer antibiyotikler Alternatif
antibiyotikler

Gram pozitif kok veya Vankomisin veya daptomisin Nafsilin veya sefazolin
kiime yapan koklar' (MRSA disinda)
Zincir yapan Gram Ampislin veya vankomisin Seftriakson” veya
pozitif koklar Daptomisin
Gram negatif basilin Sefepim+siproflaksisin (veya Aztreonam-+tobramisin
sebep oldugu unstable  tobramisin) (veya siprofloksasin)
hasta, immunsuprese,  Yada, Ya da;

malignite dykiisii olan  piperasilin/tazobaktam+siproflaksasin  Imipenem+ siprofloksasi

veya hastane iliskili (veya tobramisin) (tobramisin)
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infeksiyonu olan hasta

Etkeni Gram negatif Seftriakson veya piperasilin/tazobaktam Aztreonam veya

basil olan yatan hasta siprofloksasin

Anaeroblar Piperasilin/tazobaktam yada Klindamisin veya
metranidazol imipenem

Candida spp. Ekinokandin veya vorikonazol Flukonazol® veya

Amfoterisin B

Not: Eger hastada pndmoni varsa daptomisin 6nerilmez.

1Eger (unstable) ayakta hasta ise ya da endokardit olasilig1 varsa gentamisin gibi ikinci bir
antibiyotik eklenebilir.

?Infeksiyon etkeni enterokok ise kullanmayiniz

*Hemodinamik olarak stabil bir hasta ise daha énceden azol grubu verilmemigse birincil

antibiyotik olarak kullanilabilir.

Yaygin olarak kullanilan ve mikroorganizmalarin erken tanisini saglayan yeni PCR
teknikleri gelistirilinceye kadar, klinisyenler uygun antibiyotik tedavisi se¢iminde gram
boyama’ya gilivenmeye devam edeceklerdir. Yasami tehdit eden enfeksiyonlarda,erken
tant,hastaligin seyrini ve mortaliteyi etkilemektedir.Tablo 6° da Gram boyoma sonucuna
dayal1 alternative ve birincil segilecek antibiyotiklerin se¢imi igin basitlestirilmistir. Yeni
PCR ve molekiier teknolojilerin sagladigi avantajlari 6grendikce, hastalarimiza uygun
ampirik antibiyotik ve en iyi tedavi se¢imi i¢in klinik ve mikrobiyolojik yeteneklerimizi

kullanmaya devam edecegiz.
2.5.Diger Streptokoklar

Diger streptokok tiirlerinin yanisira enterokok ve viridians gurubu streptokoklar nadiren
kan  kiiltiirlerinden  izole  edilir.Bunlar  Streptococcus pneumoniae, B-
hemolytic Streptococcus gibi tiirleri kapsar. S. pneumonia pnomoni menenjit ve peritonit
gibi ciddi infeksiyonlara neden olan diplokoklaridir. Bu organizmanin izolasyonu, her
zaman Onemldir ve tedavi edilmelidir. S. pneumonia, birinci basamak tedavide kullanilan
beta laktam grubu antibiyotiklere nispeten duyarlidir. Penisilin direncinin yiiksek oldugu
bolgelerde alternative olarak kullanilan antibiyotikler makrolidler ya da kinolonlardir. B-
hemolitik streptokoklar i¢in kullanilan, beta laktam grubu antibiyotikler, birinci basamak

tedavide kullanilir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalinda 01.06.2014-01.01.2015 tarihleri arasinda MKU Arastirma Hastanesinin
cesitli bolumlerinde (dahiliye, acil servis, anestezi ve reanimasyon, yeni dogan iiniti,
gastroenteroloji, genel cerrahi, infeksiyon hastaliklari, onkoloji, ¢ocuk servisi ve yogun
bakimda) yatan hastalardan alinan kan kiiltiirii 6rneklerinden izole edilen Gram pozitif
bakteriler (S.aureus, S.epidermidis, S.haemolyticus, S.hominis gibi) dahil edildi. Calismada
S.aureus ve KNS izolatlar1 i¢in klindamisin, eritromisin, gentamisin, penisilin, tetrasiklin,
vankomisin ve oksasilin, duyarliliklar1 otomatize kiiltiir sistemleri (Vitek-2, bioMeuriux,
France) kullanilarak tespit edildi. Ayrica izolatlardan stafilokok kokenlerinde multipleks
PCR yontemiyle direng genleri (mecA, aac(6’)/aph(2’’), aph(3’)-Illa, ant(4’)-1a, erm(A),
erm(C), tet(K), tet(M), 16SrRNA ve femA )’nin varlig arastirild.

Calismaya 169 pozitif kan kiiltiirii dahil edildi. Ureme tespit edilen kan 6rnekler %5
koyun kanli agara ekilerek 35°C’de 24 saat inkiibe edildi. Bakteriler koloni morfolojisi,
Gram boyamasi, katalaz aktivitesi ve diger biyokimyasal 6zelliklerine gére degerlendirildi.
Tiplendirme i¢in gerek duyuldugunda otomatik identifikasyon cihaz ile slipheye diisiilen
izolatlarin  identifikasyonlar1  yapilarak  tiir  tayinleri  dogrulamasi  yapildi.
Mikroorganizmalarin direng paternleri Klinik ve laboratuar standartlar1 enstitiisii (CLSI=

Clinical And Laboratory Standards Institute) kriterlerine uygun olarak yapildi.
3.1. Arac ve Gerecler
3.1.1. Araclar

e Etiiv (inkiibator) (Heal Force HF90, Cin)

e Mikrosantrifiij (NF 048; Niive, Tiirkiye)

e Elektroforez sistemi (Wealtec, Elite 300 Plus, ABD)

e Thermal cycler (Techne Flexigene, Ingiltere)

e Transillumunator (Wealtec, Dolphin-View, ABD)

e Otomatik kiiltiir sistenmi (Vitek 2, bioMeuriux, France)
e Mac-Farland ayar cihazi (italya)

e Mikropipet (Discovery, Transferpette, Almanya)
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3.1.2. Kimyasal Maddeler
e Agaroz (Sigma, ABD)
e Kanli agar (biIEOMrieux, Fransa)
e Transport besiyeri (Macaristan)
e Mueller-Hinton Agar (Merck, Almanya)
e Buffer soliisyonu (Fermentas, EU)
e Mg (Fermentas, EU)
e dNTP (Fermentas, EU)
e dH,0 (Fermentas, EU)
e Taq DNA polimeraz enzimi (Thermo Scientific Fermentas, EU)
e Eosin Metilen-Blue Agar (EMB) (biEOMrieux, Fransa)
e DNA Ladder (100 bp, Fermentas, EU)
e Etil Alkol (Merck, Almanya)
e Etidium Bromid (Sigma, ABD)
e Potasyum dihidrojen fosfat, KH,PO,4 (Sigma, ABD)
e Proteinaz K (Sigma, ABD)
e Potasyum kloriir, KCI (Sigma, ABD)
e Sodyum hidrojen fosfat, Na,HPO, (Sigma, ABD)
e Sodyum kloriir, NaCl (Sigma, ABD)
o Elektroforez Tamponu (Tris Asetat Tamponu) 50X

e GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit (Vivantis, ABD)

20



3.2. Orneklerin Toplanmas: ve Kiiltivasyon

Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalina gesitli
bolimlerden bakteriyemi on tanisiyla gonderilen kan kiiltiir 6rnekleri BacT/Alert otomatik
(Biomerieux, Fransa) kiiltiir sisteminde inkiibe edildi. Calismada BacT/Alert otomatik
kiiltiir sisteminde aerob kiiltiir siseleri secildi. Ureme sinyali alman kiiltiir drneklerinin
tamami koyun kanli agara ve EMB (Eosin Metilen Blue) agara ve cukulota agara ekimleri

yapilarak inkiibatdrde en az 48 saat siireyle inkiibe edildi.

Ureme tespit edilen tiim mikroorganizmlar koloni morfolojileri ve Gram boyanma
ozelliklerine bakilarak degerlendirilmistir. izole edilen bakterilerin tanimlanmasi, Gram
boyama, katalaz testi, plazma koagiilaz testi ve biyokimyasal reaksiyonlar temeline
dayanan otomatize Vitek-2 sistemi ile identifiye edildi. Gram pozitif bakterilerin
tiplendirilmesinde Gram boyamay1 takiben katalaz ve plazma koagiilaz testleri kullanildi.
Tiir tayinleri yapilan izolatlar ¢alismada hedeflenen Ornek sayisina ulasilincaya kadar

icerisinde %20 oraninda gliserol (Merck, Almanya) bulunan buyyonda -70 °C’de saklandh.

Izole edilen Gram pozitif bakterilerin in vitro direng paternlerinin belirlenmesi i¢in
penisilin (10 U), oksasilin (1 pg), klindamisin (2 pg), eritromisin (15 pg), vankomisin (30
pg), gentamisin (10 pg), ve tetrasiklin (30 pg) antibiyotik diskleri kullanildi.

3.3. Kullanilan Besiyerleri ve Soliisyonlar
3.3.1. Kanh Agar

Hazirlanmas: i¢in ticari olarak temin edilen kanli agar (bioMeurieux, Fransa) toz
besiyerinden 40 gr tartilarak bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Otoklavda 121°C de
15 dakika sterilize edildikten sonra 45 °C'ye kadar sogutuldu. Icerisine %35.0 (v/v)
oraninda, steril sartlarda alinmis koyun kam ilave edilerek karistirildiktan sonra petri

kutularia pozisyonlanarak donmaya birakildi.
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3.3.2. Eosin Metilen-Blue Agar

Hazirlanmas: igin ticari olarak temin edilen EMB (bioMeurieux, Fransa) toz
besiyerinden 36 gr tartilarak bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Otoklavda 121°C de
15 dakika sterilize edildikten sonra 45 °C'ye kadar sogutuldu. Igerisine %5.0 (v/v)
oraninda, steril sartlarda alinmis koyun kam ilave edilerek karistirildiktan sonra petri

kutularina pozisyonlanarak donmaya birakildi.
3.3.3.Miieller Hinton Agar

Hazirlanmasi igin ticari olarak temin edilen Miieller Hinton Agar (bioMeurieux,
Fransa) toz besiyerinden 34 gr tartilarak bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Otoklavda
121°C de 15 dakika sterilize edildikten sonra 45 °C'ye kadar sogutuldu. Igerisine %5.0
(v/v) oraninda, steril sartlarda alinmis koyun kani ilave edilerek karistirildiktan sonra 9 cm

capinda steril petri plaklarina pozisyonlanarak donmaya birakildu.
3.3.4. Katalaz Testi

Kanli agarda 37 °C deki 1 giinliik inkiibasyon sonunda saf olarak {iretilen bakteri
kolonisinden 6ze yardimiyla almarak temiz bir lam iizerine yayildi. Uzerine %30’luk
hidrojen peroksitten bir damla damlatilarak hava kabarciklarinin goriiliip goriilmemesine
gore degerlendirildi. Hava kabarciklarinin goriilmesi durumunda test pozitif olarak

degerlendirildi.
3.3.5. Koagiilaz Testi

Koagiilaz testinin yapilmasi i¢in steril bir tiipe 0.5 ml insan plazmas1 konarak 6ze
yardimiyla plakta iiretilen stafilokok kolonisinden plazma besiyerine inokiile edildi.
Inokiilasyondan sonra tiipler inkiibasyon igin 37 °C’de 6 saat tutuldu. Inkiibasyon sonunda
koagiilasyon varlig1 acisindan tiipler her 2 saatte bir kontrol edildi. Koagiilasyonun varligi
stafilokok izolatlariin koagiilaz pozitif (S.aureus) oldugunu gosterdi. Plazmada
inkiibasyon sonunda koagiilasyonun olmamasi veya plazma kivaminin inkiibasyon 6nceki

durumunu muhafaza etmesi ise koagiilaz negatif olarak degerlendirildi.

22



3.3.6. Triptik Soy Buyyon (Saklama Besiyeri)

Saklama besiyeri hazirlanmasi igin ticari olarak temin edilen Triptik Soy Buyyon
besiyerinden (Tryptic Soy Broth, Merck Almanya) 3 gr tartilarak bidistile su ile 100 ml’ye
tamamlandi. Otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildikten sonra oda 1sisinda 30 dk
bekletildi. Daha sonra tizerine 25 ml gliserol ilavesi yapildi. Hazirlanan karisim 1’er ml’lik
eppendorf tiiplerine pozisyonlanarak mikroorganizma izolatlarinin derin dondurucuda (-70

°C’de) saklanmasi icin kullanildi.
3.3.7. Fosfat Buffer Tamponu (PBS)

Asagidaki kimyasal maddeler belirtilen miktarlarda tartilarak bidistile su ile 1000
ml’ye tamamlandi. Soliisyonun pH’s1 7.2 olacak sekilde ayarlanarak tiiketilinceye kadar +4

°C’de saklandi.
- 8.0 gr NaCl
-0.2 gr KCI
- 1.15 gr Na;HPOq4
- 0.2 gr KH,PO,4
3.4. Genomik DNA ekstraksiyonu

Gram pozitif bakterilerden stafilokok, streptokok ve enterokoklarin genomik DNA
ekstraksiyonlar1 igin ticari olarak temin edilen GF-1 bakterial DNA izolasyon Kiti
(Vivantis, Amerika) kullanildi. DNA izolasyonu asagidaki adimlar takip edilerek
gerceklestirildi.

3.4.1. Stafilokok Kokenlerinde DNA Izolasyonu

e Derin dondurucuda (-70 °C’de) saklama besiyeri iginde bulunan
bakterilerin kanl1 agara pasajlar1 yapildi ve 37°C’de 48 saat inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonunda saf bakteri kolonilerinden almarak steril kapakl
santrifiij tiiplerine 3 ml konulmus olan Miiller Hinton Broth besiyerine
ekim yapildi ve 37°C’de 48 saat inkiibe edilerek ¢ogaltildi.

e Inkiibasyon sonunda tiipler 3500 devirde 15 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi.
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Pelletin iizerine 1000 pl serum fizyolojik konularak vortekslenerek
ardindan pipetaj yapildi.

Ependorf tiiplerindeki 6rnekler 6000 g’de 2 dakika santrifiij yapildi ve
slipernatant atildu.

Bakteri pelleti lizerine 100 pl Buffer R1 eklendi ve hiicrelerin tamami
pipetaj yapilarak restispanse edildi.

Hiicre siispansiyonu i¢ine 20 pl (50mg/ml) lizozim enzimi eklendi, vorteks
yapildi ve 37°C’ de 20 dakika inkiibe edildi.

Tiipler 10.000 g’de 3 dakika santrifiij edilerek siipernatanin tamami
ortamdan uzaklastirildi.

Sonra pellet {izerine 180 pl Buffer R2 resiispanse edildi ve 20 pl proteinaz
K eklendi. Vortekslendi. 65 °C, 1000 rpm’ de 20 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyonun bitiminde ependorf tiiplere 400 ul Buffer BG eklendi ve
homojen bir soliisyon elde edilene kadar tiip birkag kez alt iist edilerek iyice
karistirildi. 65°C’ de 10 dakika inkiibe edildi.

Daha sonra tiiplere 200 pl %100’lik etil alkol eklenerek 30 sn. kadar
vortekslendi.

Ependorf tliplerde bulunan bu karisim toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirilmis
spin kolona aktarildu.

Tiipler 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Siv1 igeren alttaki tiip atilarak
kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

Uzerine 750 pl yikama tamponu eklendi ve 10.000g’de 1 dakika santrifiij
edildi. Toplama tiipiindeki siv1 atild1 ve kolon tekrar ayni tiipe yerlestirildi.
Kalan etanolii uzaklastirmak i¢in 10.000g’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Spin kolon 1.5 mI’lik bir mikrosantrifiij tlipe transfer edildi.

Mikrosantrifiij tiipe transfer edilen spin kolon iizerine 50-100 ul 70°C’ ye
isitilmis Elution Buffer eklendi ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.
Tiipler 10.000g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Spin kolon atild1 ve mikrosantrifiij tiipliniin i¢indeki eliisyon tamponunda

genomik DNA elde edildi.

24



3.5. PCR Amplifikasyonu

Izole edilen S.aureus ve KNS genomik DNA orneklerinden S.aureus igin ticari
olarak temin edilen; mecA, aac(6’)/aph(2”), aph(3’)-llla, ant(4’)-la, erm(A), erm(C), tet(K),
tet(M), primerleri ve KNS icin mecA, aac(6’)/aph(2”), aph(3’)-llla, ant(4’)-la,
erm(A),erm(C), tet(K), tet(M), primerleri kullanilarak termal cycler cihazinda PCR

amplifikasyon igslemi gergeklestirildi (Cizelge 3.1, 3.2).

Cizelge 3.1. S.aureus i¢in multiplex PCR’da kullanilan primer dizileri ve boyutlari.

Primer Hedef gen Primer dizisi (5'-3") Fragment boyutu (bp)

mecA mecA -F CCT AGT AAA GCT CCG GAA 163
mecA -R CTA GTC CAT TCG GTC CA

16S rDNA3 16S rDNA-F CAG CTC GTG TCG TGA GAT GT 420
16S rDNA-R AAT CATTTG TCC CAC CTT CG

femA femA -F AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG 132
femA -R GAT AAA GAA GAA AC CAGC AG

aac(6’)/aph(2”’) | aac(6’)/aph2’’-F | GAA GTA CGC AGA AGA GA 491
aac(6’)/aph(2”’)-R | ACA TGG CAA GCT CTA GGA

aph(3’)-1lla aph(3’)-1lla -F AAA TAC CGC TGC GTA 242
aph(3’)-1lla -R CAT ACT CTT CCG AGC AA

ant(4’)-la ant(4’)-1a-F AAT CGG TAG AAG CCC AA 135
ant(4’)-1a-R GCACCTGCCATTGCTA

erm(A) erm(A)-F AAG CGG TAAACCCCTCTGA 190
erm(A)-R TTC GCA AAT CCC TTC TCAAC

erm(C) erm(C)-F AAT CGT CAATTC CTG CAT GT 299
erm(C)-R TAATCG TGG AAT ACG GGT TTG

tet(K) tet(K)-F GTA GCG ACA ATA GGT AAT AGT 360
tet(K)-R GTA GTG ACAATAAAC CTCCTA

tet(M) tet(M)-F AGT GGA GCG ATT ACA GAA 158
tet(M)-R CAT ATG TCC TGG CGT GTC TA
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Cizelge 3.2. KNS i¢in multiplex PCR’da kullanilan primer dizileri ve boyutlari.

Primer Hedef gen Primer dizisi (5'-3") Fragment boyutu (bp)

mecA mecA -F CCT AGT AAA GCT CCG GAA 163
mecA -R CTAGTC CAT TCG GTC CA

16S rDNA3 16S rDNA-F CAG CTC GTG TCG TGA GAT GT 420
16S rDNA-R AAT CAT TTG TCC CAC CTT CG

femA femA -F AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG 132
femA -R GAT AAA GAA GAA AC CAGC AG

aac(6’)/aph(2’’) | aac(6’)/aph2’-F | GAA GTA CGC AGA AGA GA 491
aac(6’)/aph(2’’)-R | ACA TGG CAA GCT CTA GGA

aph(3’)-1lla aph(3’)-1lla -F AAA TAC CGC TGC GTA 242
aph(3’)-1lla -R CAT ACT CTT CCG AGC AA

ant(4’)-la ant(4’)-la-F AAT CGG TAG AAG CCC AA 135
ant(4’)-1a-R GCACCTGCCATTGCTA

erm(A) erm(A)-F AAG CGG TAAACCCCTCTG A 190
erm(A)-R TTC GCAAAT CCC TTC TCAAC

erm(C) erm(C)-F AAT CGT CAATTC CTG CAT GT 299
erm(C)-R TAATCG TGG AAT ACG GGT TTG

tet(K) tet(K)-F GTA GCG ACA ATA GGT AAT AGT 360
tet(K)-R GTA GTG ACA ATA AAC CTC CTA

tet(M) tet(M)-F AGT GGA GCG ATT ACA GAA 158
tet(M)-R CAT ATG TCC TGG CGT GTC TA

S.aureus ve KNS icin; PCR karigimi1 25 pl olarak ayarlanarak (Cizelge 3.3, 3.4) asagidaki
thermal cycler dongiilerinde amplifikasyon gerceklestirilmistir (Cizelge 3.5, 3.6).
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Cizelge 3.3. Aac(6’)/aph(2”), aph(3’)-llla, ant(4’)-la gen bolgeleri amplifikasyonu i¢in PCR

karigimlari.
Bilesen Her ornek icin pl hacim
Distile su 11,5
Buffer 2.5ul
dNTP 0.5ul
Tag DNA Polimeraz | 1ul
MgCl, 2.5ul
P1 forward (F) Tl
P1 reverse (R) 1ul
P2 forward (F) Tl
P2 reverse (R) Tl
P3 forward (F) 1ul
P3 reverse (R) 1ul
Genomik DNA Tul
Toplam 25ul

Cizelge 3.4. ErmA, ermC gen bolgeleri amplifikasyonu i¢in PCR karigimlari.

Bilesen Her 6rnek i¢in pl hacim
Distile su 13.5ul
Buffer 2.5ul
dNTP 0.5ul
Tag DNA Polimeraz | 1 pl
MgCl, 2.5ul
P1 forward (F) 1 ul
P1 reverse (R) 1 ul
P2 forward (F) 1 ul
P2 reverse (R) 1 ul
Genomik DNA 1wl
Toplam 25ul

27



Cizelge 3.5. TetK, tetM gen bolgeleri amplifikasyonu i¢in PCR karigimlari.

Bilesen Her 6rnek i¢in pl hacim
Distile su 13.5
Buffer 2.5ul
dNTP 0.5ul
Tag DNA Polimeraz | 1ul
MgCl, 2.5ul
P1 forward (F) Tul
P1 reverse (R) Tl
P2 forward (F) 1ul
P2 reverse (R) 1ul
Genomik DNA Tul
Toplam 25ul

Cizelge 3.6. 16SrRNA ,femA gen bolgeleri amplifikasyonu i¢in PCR karigimlart.

Bilesen Her ornek icin pl hacim
Distile su 13.50
Buffer 2.5ul
dNTP 0.5 ul
Tag DNA Polimeraz | 0.5ul
MgCl, 2.5ul
P1F 1 ul
P1R 1 ul
P2 F 1 ul
P2R 1 ul
Genomik DNA 2ul
Toplam 25ul
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Cizelge 3.7. Aac(6’)/aph(2”), aph(3’)-Illa, ant(4’)-la gen bolgeleri amplifikasyonu igin 1s1

dongiileri.

Asama | Tanmimlama Sicaklik | Siire

1 [k denatiirasyon 95°C 5 dk.
Denatiirasyon 95 °C 2 dk.

2 Baglanma (Annealing) 54 °C 1 dk.
Uzama 54°C | 1dk 30 siklus

3 Son uzama (final extension) | 72 °C 7 dk.

4 Bekleme +4 °C 0

Cizelge 3.8. ErmA, ermC gen bolgeleri amplifikasyonu igin 1s1 dongiileri.

Asama | Tammmlama Sicaklik | Siire
1 [k denatiirasyon 94°C |4dk
Denatiirasyon 95°C 1 dk.
2 Baglanma (Annealing) 60 °C 1 dk.
30 siklus
Uzama 72°C 50 sn.
3 Son uzama (final extension) | 72 °C 7 dk.
4 Bekleme +4 °C 0
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Cizelge 3.9. TetK, tetM gen bolgeleri amplifikasyonu igin 1s1 dongiileri.

Asama | Tanimlama Sicaklik | Siire
1 [k denatiirasyon 94°C |4dk.
Denatiirasyon 94 °C 45 sn.
2 Baglanma (Annealing) 60 °C 1 dk.
72 °C 1 dk.
Uzama 30 dongii
3 Son uzama (final extension) | 72 °C 7 dk.
4 Bekleme +4 °C o0

Cizelge 3.10. 16sRNA, femA gen bolgeleri amplifikasyonu igin 1s1 dongiileri.

Asama | Tammlama Sicakhik | Siire
1 [k denatiirasyon 94 °C 5 dk.
Denatiirasyon 94 °C 2 dk.
2 Baglanma (Annealing) 55°C 2 dk.
Uzama 72°C  |1dk. | | 30siklus
3 Son uzama (final extension) | 72 °C 7 dk.
4 Bekleme +4 °C 0
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Sekil 3.1. PCR amplifikasyonunda kullanilan 1s1 déngii (Thermal cycler, Techne Flexigene, Ingiltere) cihazi.

3.5.1. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi Teknigi ile Goriintiilenmesi

PCR isleminden sonra amplifikasyon {irlinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek

arastirildi. Agaroz jelin hazirlanmasinda TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu kullanildi.
TAE 50X olacak sekilde stok soliisyon olarak hazirlandi ve 1XTAE olacak sekilde

sulandirilarak kullanildi.

50X TAE Elektroforez Tamponu: 1 litre
242 gr Tris Base (Sigma)

57.1 ml Glasiyal asetik asit (Sigma)

100 ml 0.5 M EDTA (pH 8) (Sigma)

242 Gram Tris base 600 ml distile su icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra glasiyal asetik asit

eklendi. En son olarak EDTA eklendi ve son hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi.
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10.

Elektroforez icin stok TAE soliisyonundan 1xTAE olacak sekilde distile su ile diliie
edildi.

1 gr agaroz tartilarak 100 ml’lik bir erlenmayere konuldu, 50 ml 01X TAE tamponu
eklendi (%2’liikk agaroz) ve 10 mg/ml’lik etidyum bromid’den 4 pl ilave edildi.
Mikrodalga firinda 1-2 dk kaynatildi.

Elektroforez taraklar1 jel dokme kabina, tabanda Imm bosluk kalacak sekilde
ayarlanarak yerlestirildi.

Yaklasik 60° C’ye kadar sogutulan agaroz jeli, jel kabma dokiiliip donmasi i¢in oda
sicakliginda 30 dk bekletildi.

Taraklar dikkatlice ¢ikartilarak jel kabi elektroforez tankina (Wealtec, Elite 300 Plus,
ABD) yerlestirildi (Sekil 3.4).

Amplifiye edilen 6rneklerden 7°ser ul 3ul yiikleme tamponu ile karigtirilarak jelde
acilan kuyucuklara yerlestirildi.

Yiikleme sirasinda DNA marker (100 bp’lik, Fermentas) kullanildi.

Jele elektrik akimi (15 Volt/cm) verilerek 30 dk elektroforez yapildi.

Yaklasik 30 dk sonra yiiriitme islemi durdurularak jel goriintiileme cihazi (Wealtec,

Dolphin-View, ABD) ile bantlarin varlig1 incelendi (Sekil 3.5).

Sekil 3.2. Elektroforez tinitesi.
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Sekil 3.3. Goriintiileme (UV Translimunator) cihazi.
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4. BULGULAR

Calismada kan kiltiirii sonucu pozitif ¢ikan hastalarin yas araligi 1-82 arasinda
degismekteydi. Hastalarin 26’s1 0-14, 63’1 15-29, 26°s1 30-45, 21’1 46- 60 ve 33’1 60
yasindan biiytik idi (Sekil 4.1).

40% 37%
35%
30%
25%

19,60%

20% M Yizde
? 15,40% 15,40%

15% 12,40%
10%

5%

0%
0-14 15-29 30-45 46-60 60 Ustu

Sekil 4.1. Hastalarin yaslara gore dagilimi.

Calismada kan kiiltiirlerinden izole edilen toplam 169 pozitif kan kiiltiiriinden %
12.4 (21/169)tnde S.aureus tespit edilirken, %87.6 (148/169)’sinda koagiilaz negetif
stafilokok tespit edilmistir.

Bu patojen mikroorganizmalarin dagilimi incelendiginde %12.4 (21/169)’tinde
S.aureus tespit edilirken, %43.2 (73/169)’unda S.epidermidis, %23.6 (40/169)’sinda
S.haemolyticus, %16.5 (28/169)’inde S.hominis, %2.36 (4/169)’sinda S.capitis, %0.5
(1/169)’inde S.salivarius, %0.5 (1/169)’inde S.warneri, %0.5 (1/169)’inde S.lentus olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Kan kiiltiirlerinden izole edilen etken mikroorganizmalarin dagilimu.

4.1. Antibiyogram Sonuclari

Calismada stafilokoklarda klindamisin, eritromisin, gentamisin, penisilin,
tetrasiklin, vankomisin ve oksasilin antibiyotik duyarliliklar1 Vitek 2 (biomeriux, Fransa)
otomatize sistemle arastirildi. S.aureus izolatlarma ait MIK (Minimal Inhibisyon
Konsantrasyon) degerleri ve antibiyotik direng profilleri Cizelge 4.1°de, KNS izolatlarina

ait MiK (Minimal inhibisyon Konsantrasyon) degerleri ve antibiyotik direng profilleri ise
Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. S.aureus antibiyotik kokenlerinde MIiK degerleri ve direng oranlari.

Antibiyotik MIK Degerleri S.aureus
ug/ml n=21
Say1 (%) |
Oksasilin 0.25-32 3(14,3) |
Klindamsin 0.25-2 4 (19,0
Eritromisin 0.25-8 7(33,3)
Tetrasiklin 0.25-4 7 (33,3)
Vankomisin 0.25-1 0(0)
Penisilin 0.125-0.5 18 (83,7)
Gentamisin 0.25-16 3(14,3)
TMP-SXT 0.5-4 5(23.8)

Cizelge 4.2 Koagiilaz negatif stafilokok kdkenlerinde MIK degerleri ve antibiyotik direng oranlari.

Antibiyotik MIK Degerleri KNS

ug/ml n=148

Say1 (%) |

Oksasilin 0.25-32 1 25(16.9) |
Klindamsin 0.25-2 21 (14.2)
Eritromisin 0.25-8 32 (22)
Tetrasiklin 0.25-4 22 (14.9)
Vankomisin 0.25-1 0(0)
Penisilin 0.125-0.5 123 (83,10)
Gentamisin 0.25-16 22 (14.9)
TMP-SXT 0.5-4 28 (19)
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Sekil 4.4 Kan kiiltiirlerinden izole edilen S.aureus izolatlarda antibiyotik direng oranlari

Calismada, S.aureus suslarinin tamami vankomisine duyarliydi. Suslarin en direngli
oldugu antimikrobiyalin %83.7 ile penisilin, penisilin direncinden sonra %33.3 ile
eritromisin ve tetrasiklin direncinin oldugu saptanirken, bunu %19.0 ile klindamisin %14.3

ile metisilin ve gentamisin direncinin takip ettigi tespit edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.5. Kan kiiltiirlerinden izole edilen koagiilaz negatif izolatlarda antibiyotik direng

oranlarl.

Calismada, KNS izolatlarinin suslarinin tamami vankomisine duyarliydi. Bu
kokenler arasinda en yiiksek direng %83.1 ile penisiline kars1 bulunurken, bunu %22 ile
eritromisin, %19 ile TMP-SXT, %16.9 ile oksasilin, %14.9 ile gentamisin ve tetrasiklin ve

%14.2 ile klindamisin direncinin takip ettigi tespit edilmistir (Sekil 4.5).

PCR Bulgular

Kan kiiltiirlerinden izole edilen, 21 S.aureus kokeninin 21 (%100)’inin femA, 21
(%100)’inin 16srRNA, 13 (%62)’iiniin mecA, 3(%14,3)’tiniin ermA, 7 (%33.3)’sinin
ermC, 8(%38.1)’ inin tetK, 8 (%38.1)’inin tetM, 7(%33.3)’sinin aac(6’)/aph(2”’),
3(%14.3)’iniin aph(3’)-1lla, 2 (%9.5)’sinin ant(4’)-la genleri agisindan pozitif oldugu
tespit edilirken (Sekil 4.5), 148 KNS kokeninden 28 (%18.9)’inin mecA, 148 (%2100)’inin
16SrDNA, 49 (%33.1)’unun ermC, 34 (%22.9)’ {intin ermA, 58 (%39.2)’inin tetK, 50
(%33.8)’sinin tetM, 22 (%14.9)’sinin aac(6’)/aph(2’’), 17 (%11.5)’sinin aph(3’)-llla, 9
(%6.1) unun ant(4’)-1a genleri agisindan pozitif oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. S.aureus izolatlarinda mecA, femA, 16SrRNA, ermA, ermC, tetK, tetM, aac(6’)/aph(2”’), aph(3’)-
Ila, ant(4’)-1a gen frekansi.

Sekil 4.7. KNS izolatlarinda mecA, femA, 16SrRNA, ermA, ermC, tetK, tetM, aac(6°)/aph(2”’), aph(3’)-1lla,
ant(4’)-1a gen frekanst.
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PCR Goriintiileri

agcf6') faphf2"')
DNA Marker 100bp 491bp

aph(3')-iil 242bp
ant{4’)-lg.135bp

Sekil 4.8. Aac(6°)/aph(2°°)(491bp), aph(3’)-111(242bp), ant(4’)-1a (135bp) genlerinin PCR amplifikasyon
tirlinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisit M: 100 bp DNA Ladder. aph(3°)-111(242bp):1-5 ve 14. bantlar
pozitif. 15. bant pozitif kontrol.

DNA Marker 100bp

ermC 299 bp

Sekil 4.9. ErmC (299bp), ermA (190bp) genlerinin PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi
gorintiisit M: 100 bp DNA Ladder. 1 ve 2 ErmC (299bp) pozitif bantlar.
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tetK 360bp
DNA marker 100 bp

Sekil 4.10. TetK (360 bp) geninin PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisi M: 100
bp DNA Ladder. 2-5 tetK (360 bp) pozitif bantlar.

DNA marker 100 bp

Pozitif kontrol

Sekil 4.11. MecA (163 bp) geninin PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii M: 100
bp DNA Ladder. MecA (163 bp) pozitif bantlar: 1-5. bantlar, 7-9. Bantlar. 10: Negatif kontrol. 11: Pozitif

kontrol.
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5. TARTISMA

Staphylococcus aureus’un neden oldugu kan yolu infeksiyonlar1 yiiksek derecede
morbidite ve mortalite ile iliskili ciddi infeksiyonlardir. S.aureus bakteriyemisi, hastalarda
endokardit gibi metastazik infeksiyonlarla sonu¢lanmaktadir. Geleneksel olarak, S.aureus
bakteriyemisinin tedavi segenegi biiyiik oranda metisilin direngli patojene baghidir. Etkisi
kanitlanmis yeni antibiyotikler ampirik tedavi i¢in hem duyarli hem de direngli suslara
kars1 onemlidir. Hem metisilin duyarli S.aureus hem de metisilin direngli S.aureus’un
tedavisinde son zamanlarda mevcut olan antimikrobiyal ajanlarda olduk¢a onemli ilag
direncinin oldugu, ozellikle de gelismekte olan iilkelerde akilet olmayan antibiyotik
tedavisi neticesinde ilag direng profilleri ciddi oranlarda yiikselmistir (Bearman ve Wenzel
2005).

S.aureus, insanlar1 dogal rezervuar olarak kullanan ¢ok yonlii oldukga virulan bir
patojendir (Lowy, 1998). Son yillarda gerek toplum kokenli ve gerekse de hastane kaynakl
olmak tizere stafilokoklarin neden oldugu infeksiyonlarin oraninda ciddi artislar oldugu
bildirilmistir (Bamberger ve ark. 2005, Weems ve ark. 2005). Ayn1 zamanda, ¢oklu ilaca
direngli suslarin artmasindan dolay1 bu mikroorganizma infeksiyonlarinin tedavisi oldukca
zordur (Grundmann ve ark. 2006). S.aureus bakteriyemi (Fluit et al 2000, Wisplinghoff ve
ark. 2004) ve endokarditin (Fowler ve ark. 2005, Miro ve ark. 2005) primer sebeplerinden
biri olup S.aureus bakteriyemisi 6nemli organ infeksiyonlarina yol agabilmekte ve yiiksek
derecede mortal seyirli olabilmektedir. S.aureus bakteriyemisi olan 724 hastanin dahil
edildigi bir ¢alismada hastalarin %12’sinde endokardit olmak itizere toplam hastalarin
%34’tinde metastazik infeksiyonlarin gelistigi ve bu infeksiyonlar sonucun da hastalarin
%22’sinde de mortalite tespit edildigi bildirilmistir (Fowler et al 2003). Hatta aym
calismada intravendz kataterin yol agtigi bakteriyemili hastalar arasinda metastazik
infesiyonlarm oraninin %14 oldugu bildirilmistir (Fowler ve ark. 2003). Virulan S.aureus
kokenlerinin slipheli ve onaylanmis S.aureus bakteriyemisi vakalarinin hassasiyetle

tedavisi gerekmektedir.

42



S.aureus bakteriyemisi 6nemli mortalite ve enfektif endokardit (Hsu 2005), omur
osteomiyeliti ( Jensen ve ark.1997) tekrarlayan infeksiyonlar gibi 6nemli komplikasyonlara
yol agabilmektedir. Fakat, komplikasyonlar1 kan kiiltiirii sonucu pozitif oldugu anda
tanimlamak zor olabilmektedir (Ringberg ve ark. 2000). Fowler ve arkadaslar1 (Fowler ve
ark. 2003) gelismekte olan olasi komplikasyonlar1 tahmin etmek igin 4 faktoriin varligina
dayal1 bir risk skor sistemi gelistirmistir. Buna gore S.aureus bakteriyemisi puani bireysel
risk faktorleri i¢in toplam puanin toplamina esittir. Her toplum kokenli infeksiyonlar akut
sistemik infeksiyonu diisiindiiren deri lezyonlar1 ve 1srarli, en az 72 saat siiren ates igin 1
puan, 48-96 saati takip eden pozitif kan kiiltiirii i¢in 2 puan olarak degerlendirilmektedir.
Tim faktorler varliginda ise %90 oraninda komplikasyon riski oldugu, hicbir faktor

olmadiginda ise komplikasyon riskinin %16 oldugu hesaplanmaktadir (Fowler ve ark.
2003).

Calismamizda kan yolu infeksiyonlarindan izole edilen Gram pozitif bakteriyemi
etkeni olarak tespit ettigimiz Gram pozitif bakterilerin tir tayinleri ile S.aureus ve
kaogiilaz negatif stafiloklarda mecA ve femA gibi 6nemli virulans genleri ile ermA, ermC,
tetK, tetM, aac(6’)/aph(2”’), aph(3’)-1lla, ant(4’)-la genlerinin varligin1 miiltipleks PCR
yontemiyle arastirtirdik.

Caligmada izole edilen stafilokoklarin tiir dagilimi incelendiginde 169 pozitif kan
kiiltirii 6rneginden kiiltiirlerin %12.4 (21/169)’tinde S.aureus tespit edilirken, %43.2
(73/169)’sinde S.epidermidis, %23.6 (40/169)’sinda S.haemolyticus, %16.5 (28/169)’inde
S.hominis, %2.4 (4/169)’iinde S.capitis, %0.5 (1/169)’inde S.salivarius, %0.5 (1/169)’inde
S.warneri, %0.5 (1/169)’inde S.lentus olarak tespit edilmistir. Literatiirde koagiilaz negatif
stafilokoklarin en 6nemli kan yolu infeksiyonlari etkeni oldugu bildirilmektedir. Mattos ve
ark.’larinin yaptig1 bir calismada kan yolu infeksiyonlarima neden olan KNS izolatlar
arasinda en yaygininin S.epidermidis oldugu bildirilmistir. (de Mattos ve ark. 2003). Bizim
caligmamizda da literatiir ile uyumlu olarak S.epidermidis tiiriiniin oldukga sik izole
edildigi goriilmektedir. Yapilan cesitli calismalarda nozokomiyal kan yolu infeksiyonlarina
neden olan en yaygm bakterinin koagiillaz negatif stafilokoklar bunu takiben de
S.aureus’un bu infeksiyonlarda 6nemli ajan olduklar1 bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da

literatiir ile uyumlu olarak S.epidermidis tiiriiniin olduk¢a sik izole edildigi bunu
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S.aureus’un tekip ettigi goriilmektedir (Ben ve ark 2004, Mitt ve ark 2009, Richards ve
ark 2003).

Tiim diinyada ve iilkemizde Gram pozitif bakteriler giderek artan siklikta hastane
infeksiyonu etkeni olarak karsimiza c¢ikmalarmin yanisira, ileri derecedeki antibiyotik
direnci nedeniyle ciddi bir sorun haline gelmekte olup, bu bakterilerin neden oldugu
infeksiyonlar son yillarda olduk¢a o©nemli hale geldigi, oOzellikle de kan yolu
infeksiyonlarin ciddi tehlike olusturdugu bildirilmektedir ( Schaberg ve ark. 1991, Edmond
ve ark. 1999).

Celik ve ark.’larinin, 2009-2013 yillar1 arasinda kan yolu infeksiyonlardan izole
edilen S. aureus kokenlerinde ilag¢ direncini arastirdiklar1 ¢alismalarinda metisilin direncini
%8.9 olarak tespit ederlerken, eritromisin, gentamisin, tetrasiklin ve klindamisin
direnclerini ise sirasiyla %14.4, %4.3, %7.4 ve %8.9 olarak bulmuslardir. Ayn1 ¢alismada
vankomisin, teikoplanin, linezolid direnci ise saptanmamustir. Bizim ¢alismamizda ise
S.aureus izolatlar1 arasinda metisilin direnci oran1 %14.3, tetrasiklin ve eritromisin direnci
%33.3 olarak bulurken, gentamisin ve klindamisin direngleri ise sirasiyla %14.3 ve %19
olarak bulunmustur. Metisilin direnci ve diger antibiyotiklerde izolatlarin diren¢ oraninin
yiilksek bulunmasini son yillarda hastanemizin adeta bir savas hastanesi gibi hizmet
vermesine direng profilleri yliksek mikroorganizmalarla infekte olmaya bagli olabilecegini

diistinmekteyiz.

Duran ve ark.’larmin yine ayni bolge ve hastanede stafilokok kokenlerinde
antibiyotik direncini arastirdiklar1 bir ¢alismada, S.aureus izolatlar1 arasinda metisilin
direnci oran1 %16.5, gentamisin, klindamisin ve tetrasiklin direncini ise sirasiyla %38,
%41 ve %60.4 olarak tespit ederlerken, yine tiim suslarin vankomisine duyarli olduklarini
saptamislardir. Aym1 bdlgede yapilan bu iki ¢alismayr karsilastirdigimizda antibiyotik
direng paternleri arasinda fark olmadigi, diren¢ oranlarmnin birbirlerine oldukga yakin

olduklar1 goriillmektedir (Duran ve ark. 2012).

Ulkemizde yapilan 2002-2003 yillarini kapsayan bir baska calismada ise ¢ocuk servisinde
yatan hastalarda bakteriyemi etkeni olan mikroorganizma tiirleri ve antibiyotik direnci

arastirilmis, S.aureus izolatlarinda metisilin direnci %58, penisilin direnci %95 olarak
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bulurken, eritromisin, klindamisin, gentamisin direnci ise sirasiyla %83, %75 ve %41
olarak tespit edilmistir. Ayni c¢alismada bizim ve diger c¢aligmalarda oldugu gibi
vankomisin direncine rastlanilmamistir. Ayni1 ¢alismada koagiilaz negatif stafilokoklar
arasinda ise metisilin ve diger antibiyotiklerin diren¢ oranlarinin S.aureus kokenlerine
kiyasla daha diisiik oldugu tespit edilmistir. KNS izolatlarinda metisilin direnci %28 olarak
bulunurken, penisilin, eritromsiin, klindamisin ve gentamisin direng oranlari sirastyla %70,
%68, %34 ve %32 olarak bulunmustur (Kaya ve ark. 2007).Bu ¢alismadan farkli olarak
bizim calismamizda koagiilaz negatif stafilokok kokenlerinde metisilin direnci daha
yiiksek bulunurken, diger antibiyotiklerde ise koagiilaz negatif stafilokoklarda genel olarak
bakildiginda antibiyotik direncinin daha diisiik oldugu tespit edilmistir. S.aureus
izolatlarinda metisilin direnci hem cografi bolgeler arasinda hem de ayni1 bdlgede yer alan

saglik kuruluslar arasinda degiskenlik gostermektedir.

Toplum kdkenli stafilokoklarda metisilin direnci, hastane kaynakli stafilokoklardaki
metisilin direncinden daha diisiik orandadir. Ayn1 zamanda servislerden servislere de
metisilin direnci farklilik gostermektedir. Yogun bakimda metisilin direncli stafilokoklarin
oran1 diger servislere gore daha fazladir. Metisilin diren¢ oranlarinin bu nedenlerden

farklilik gosterebilecegini diisiinmekteyiz.

Ulkemizde oldugu gibi diinyanin farkli merkezlerinde yapilan galismalarda da
gerek metisin direnci ve gerekse de diger antimikrobiyallare direng oranlarimin iilkeden
ilkeye, sehirden sehire hatta ayni sehrin hastaneleri arasinda dahi degisebilecegi
bildirilmektedir. Diinyanin c¢esitli iilkelerinde yapilan c¢alismalarda stafilokok kdkenleri
arasinda metisilin direncini %68-6 arasinda degisebilecegini gosteren c¢aligmalar
bulunmaktadir (Ben ve ark. 2004, Bousquet ve ark. 2013, Berrazeg ve ark. 2012 , Cao ve
ark. 2012).

Ulkemizde farkli illerde yapilan birgok ¢aligmada Gram pozitif bakterilerde
metisilin diren¢ oranlarinin farkli oranlarda oldugu goriilmektedir. Diindar ve Tamer’in,
2005-2007 yillar arasinda klinik drneklerden izole edilen S.aureus izolatlariin antibiyotik
duyarhiliklarin1  degerlendirmeyi amagladiklar1 calismalarinda, S.aureus izolatlarinda
metisilin direng orani %23 olarak bulurken, metisilin diren¢ oranlarinin ¢ok farkli

oranlarda tespit edildigi ¢aligmalara rastlamak miimkiindiir. Ulkemizde yapilan cesitli
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calismalarda stafilokoklarda metisilin diren¢ oranlarinin oldukga farkli oranlarda oldugu
bildirilmistir (Kurutepe ve ark. 2007, Giirsoy ve ark. 2009, Tiirk Dagi ve ark. 2011, Tuncer
ve ark. 2009).

Tedavide uygun antibiyotik verilmesi kadar tedaviye hizli baslanilmasi da
onemlidir. Bu sebeple bakteriyemi olgularinda ilag direng profillerini saatler iginde
belirleyebilecek yontemlerin kullanilmasi hem mortalite hem de morbidite agisindan hayati
derecede biiyiik 6neme sahiptir.Bu sebeple konvansiyonel yontemlerle direng belirlenmesi
yaninda hem spesifite hem de sensitivite sorunu olmayan PCR tabanli molekiiler

yontemlerin tercih edilmesi olduk¢a 6nemlidir.

S.aureus bakteriyemisi tedavi siiresi, akut sistemik infeksiyon diisiindiiren deri
lezyonlari, 1srarli 72 saatlik ates, toplum kokenli infeksiyonlar, 48-96 saati takip eden
pozitif kan kdltiirii sonucu gibi bagimsiz belirleyiciler tarafindan tanimlanan enfeksiyonun
komplike olup olmadigina bagli olmalidir (Fowler ve ark. 2003). Komplike S.aureus

bakteriyemisinin tavsiye edilen tedavi siiresinin 4-6 hafta arasinda degistigi
bildirilmektedir (Mitchell ve ark. 2005).

Komplike olmayan bakteriyemiler, kateterle ilgili infeksiyon ve Kkateterin
cikarilmasi, negatif kan kiiltliri sonucu, 72 saat i¢inde ates diismesi, transézofageal
ekokardiyogramla ilgili normal bulgular, eklem yerlerinde ve damar igi protez olmamasi ve
metestazik enfeksiyonlar1 diisiindiiren belirtilerin olmamas1 gibi tiim kriterleri gosteren
vakalar olarak tamimlanmistir (Fowler ve ark. 2003). Komplike olmayan bakteriyemiler
icin 1-2 haftalik tedavinin yeterli olabilecegi bildirilmektedir (Mitchell ve ark. 2005).

Katater iligkili komplike olmayan S.aureus bakteriyemisi gelisen hastalarin 2
haftadan uzun siire tedavi edilmesi ile 2 haftadan daha az siire tedavi edilmeleri arasinda
anlamli bir farkin olmadig: bildirilse de, bu tip hastalarin en az 2 hafta siire ile tedavi

edilmeleri gerektigi bildirilmektedir (Boucher ve ark. 2006).

Iki haftalik tedavinin etkinliginin yeterli olacagi kanaati ¢ogu zaman risk
faktorlerinin kesin olarak tanimlanmasi zorlugu ile problemlere yol acabilmektedir.
Sozgelimi, santral vendz kataterle ilgili S.aureus bakteriyemisi olan hastalarda %71

oraninda kan pihtilagsmasi olabilecegi bildirilmis (Crowley ve ark. 2008), bu durumun
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infeksiyonlarin basariyla tedavi edilemesinde neden en az iki haftalik siireye ihtiyag
duyuldugunu agiklamaya yardimci olabilmektedir. ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA),
S.aureus bakteriyemisinin olduk¢a 6nemli bir virulan infeksiyon olarak tanimlamaktadir
(Baddour ve ark. 2005). S.aureus bakteriyemisi i¢in antimikrobiyal ajanlarin segimi,
antibiyotik duyarliliga, klinik deneyim ve klinik arastirma verileri iizerine dayanarak

yapilmalidir.

S.aureus bakteriyemisinin tedavisi i¢in antimikrobiyal ajanin se¢imi ve basarisi,
biiyiikk Olciide patojenin metisilin duyarliligina baghdir. Metisilin duyarli S.aureus
tedavisinde penisilinaz direngli yar1 sentetik penisilinle, sefolozin gibi 1. kusak
sefalosporinler basartyla kullanilabilecek antibiyotiklerdendir (Joint Formulary Committee
2007). Bir siklik lipopeptid olan daptomisin ise komplike doku ve yumusak doku
enfeksiyonlari ya da silipheli endokardit ile ilgili S.aureus bakteriyemisi tedavisi igin
kullanilabilmektedir (Cubicin 2007). S.aureus bakteriyemisi ve enfekte endokardit tedavisi
icin daptomisininin basarisinin aragtirildigi yirmi yili kapasayan bir ¢alismada metisilin
duyarli S.aureus, metisilin direngli S.aureus enfekte endokardit vakalari tedavisinde

standart tedavilere benzer bir etkinlik gosterdigi tespit edilmistir ( Fowler ve ark. 2006).

Penisilinaz direngli yar1 sentetik penisilinlerin metisilin duyarli S.aureus
bakteriyemisi olan hastalarda tedavi basarisinin %82 oldugu bildirilmistir (Leder ve ark.
1999). Baska benzer bir ¢alismada ise metisilin duyarli Gram pozitif mikroorganizmalarin
neden oldugu diger ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde ise %89 oraninda basarili oldugu
bildirilmistir (Mehtar ve ark. 1995). Stafilokokkal enfeksiyonlarin tedavisi igin
aminoglikozidler ile penisilinlerin kombinasyonunun klinik yarari heniiz kanitlanmamustir.
S.aureus endokarditi tedavisi i¢in nafsiline gentamisin eklenmesinin, hastalik, 6lim ve
artan nefrotoksisite ile ilgilisi iizerine kayda deger bir etkisi olmadigin1 gdstermistir

(Korzeniowski ve Sande 1982).

Vankomisin metisilin direngli stafilokokal ve ampisilin direngli enterokokal
enfeksyion tedavisinde yaygin olarak kullanilan glikopeptid bir antibiyotiktir ( Finch
2006). Calismamizda stafilokok kokenlerinin  higbirinde vankamisin direncine
rastlanilmamistir. Vankamisinin metisilin duyarli S.aureus enfeksiyonlariin tedavisinde

cok etkili olmadigi, tedavide 6nerimedigi de bildirilmektedir (Chang ve ark. 2003, Fowler
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ve ark. 1998). Bundan dolay1 da bu mikroorganizmalarin tedavisinde tavisiye
edilmemektedir. Bir ¢calismada (Stryjewski ve ark. 2007) vankomisin ya da sefalozin ile
tedavi edilen metisilin duyarli S.aureus bakteriyemisi olan hastalar degerlendirildiginde,
tedavi basarisizliginin  vankomisin (%31.2) alan hastalarda sefalozin (%]13) alan

hastalardan daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

Hastalarda hastaya 6zgii kosullar olmadiginda (beta laktam grubu antibiyotiklere
allerji gibi) vankomisin, metisilin duyarli S.aureus bakteriyemisi olan hastalarin ampirik

tedavisinde kullanilmamasi 6nerilmektedir (Chang ve ark. 2003).

Vankomisin tedavisi alan metisilin duyarli S.aureus bakteriyemisi olan hastalarin
nafsilin tedavisi alan hastalardan daha yiiksek oranda niiksetme ve mikrobiyolojik

basarisizlik gosterdigi bildirilmistir (Chang ve ark. 2003).

Daptomisin, vankomisin, teikoplanin, linezolid, trimetoprim-sulfametoksazol ve
Kinupristin-dalfopristinin metisilin direngli S.aureus bakteriyemi tedavisi ig¢in timi
potansiyel secenektir. Metisilin direngli S.aureus bakteriyemisi tedavisinde dapotimisin
etkinligi klinik ¢alismalarda gosterilmistir ( Fowler ve ark. 2006). Fowler ve arkadaslar
tarafindan yayimlanan bir ¢alismada enfektif endokardit gelismeyen S.aureus bakteriyemili
hastalarda daptomisin ve standart tedavi alan hastalarin karsilastirildigir bir c¢alismada
tedavi basarisizliginin daptomisin tedavisi alan hastalarda standart tedavi alan hastalardan

daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Tedavi basarisizlig1 goriilen hastalarin ¢ogunun kalic1 infeksiyonu olan ve gerekli
cerrahi miidahele almayan hastalarda gorildiigi tespit edilmistir (Fowler ve ark. 2006).
Ayrica, tedaviyi sinirlandiran yan etkilerle ilgili tedavi basarisizligi standart tedavi alan
hastalarda, daptomisin tedavisi alan hastalardan daha yiiksek olarak bildirilmistir ( Fowler
ve ark. 2006).

Metisilin direngli S. aureus’un etkeni oldugu hastalar arasinda ise daptomisin
tedavisinin bagar1t oranmin standart tedavi alan hastalardan daha yiiksek oldugu
bildirilmistir. Daha 1yi alternatiflerin olmadig1 durumlarda, glikopeptidler yillardir
metisilin direngli S. aureus tedavisinde en iyi secenek olarak karsimiza g¢ikmaktadir.

Caligmamizda da gerek S.aureus ve gerekse de koagiilaz negatif stafilokoklara karsi
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glikopeptit grubu antibiyotiklerde ila¢ direncine rastlanilmamigtir. Fakat son yillarda
yapilan ¢aligmalarda ise glikopeptitlerin etkinlikleriyle ilgili endiseler yiiksektir (Levine ve
ark. 1991, Fowler ve ark. 1999). Ornegin, vankomisin tedavisi alan 309 vakalik bir
prospektif ¢calismada S.aureus bakteriyemisinde niikslerin gorildiigi bildirilmistir (Fowler
ve ark. 1999). Bunun sebepleri arasinda, tedavide yetersiz dozda antibiyotigin kullanilmasi
(Hidayat ve ark. 2006) zayif doku penatrasyonu (Kollef 2007), yavas bakteriyel aktivite
(Small ve Chambers 1990,Sakoulas ve ark. 2004) ve antibiyotige duyarlilig1 azaltan
suslarin vankomisin varlig1 sayilabilir. Yani, vankomisin orta direngli ve vankomisin
direngli S.aureus (Charles ve ark. 2004) suslarin varligi tedavinin basarisini azalttigi
diistiniilmektedir.Daha yeni bir glikopeptid olan teikoplanin  MRSA bakteriyemisi
tedavisine vankomisine benzer bir etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Sidi ve ark. 2000, Van
ve ark. 1991). Calismalarda vankomisinde oldugu gibi teikoplaninin de yiiksek dozda
kullanimina yonelik bir egilimin oldugu goériilmektedir. Teikoplaninin tavsiye edilen dozun
tizerinde kullanilmasmin septik artrit, S.aureus enfektif endokardit ve diger kronik
enfeksiyonlarin etkili tedavisi igin gerekli oldugu bildirilmistir (Greenberg 1990, Wilson
ve ark. 1994).

MRSA bakteriyemisi tedavisinde linezolid etkinligi ise bugiine kadar tespit
edilmemistir. Birgok calismada MRSA bakteriyemisi ve enfektif endokarditli hastalar
arasinda linozolid tedavi basarisizligi belgelenmistir (Ruiz ve ark. 2002, Stevens ve ark.
2002). S.aureus bakteriyemisi olan hastalarin tedavisinde vankomisin, trimetoprim-
sulfametoksazole gore daha etkili olsa da, MRSA infeksiyonlari i¢in vankomisin tedavisine

alternatif bir tedavi se¢enegi olabilecegi bildirilmistir (Markowitz ve ark. 1992).

S.aureus bakteriyemisi Onemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir.
Metisilin duyarli S.aureus bakteriyemisi tedavisi i¢in 6nemli tadavi segenekleri yari
sentetik penisilinler, sefalosporinler ve bir siklik lipopeptid olan daptomisindir. Metisilin
direncli S.aureus bakteriyemisi icin ise tedavi secenekleri, vankomisin, teikoplanin,
linezolid, TMP-SMX, Kkinupristin-dalfopristin ve daptomisindir. Daptomisin, hem metisilin
direngli S.aureus bakteriyemisi hem de metisilin duyarli S.aureus bakteriyemisine karsi
etkili oldugundan dolayi siipheli S.aureus enfeksiyonlarinin ampirik tedavisinde etkili bir

secenek gosterilmektedir (Fowler ve ark. 2006).
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6.SONUC

Bu calismaya, Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi
cesitli bolimlerinde (dahiliye, acil servisi, anestezi, ¢cocuk yeni dogan, gastroenteroloji,

genel cerrahi, infeksiyon, onkoloji, ¢ocuk servisi ve yogun bakimda) yatan hastalar dahil
edildi.

Calismada hastalardan alinan kan kiiltiirii 6rneklerinden izole edilen Gram pozitif

bakterilerin tiir tayinleri ve antibiyotik direng profilleri belirlendi.

Hem koagiilaz negatif (KNS) hemde koagiilaz pozitif stafilokok kokenlerinde
metisilin direng geni olan mecA ile aac(6’)/aph(2”’), aph(3’)-Illa, ant(4’)-la, erm(A),
femA, erm(C), tet(K) ve tet(M) frekanst multipleks PCR yontemiyle tespit edilmistir.

Calismada kan kiiltiirlerinden izole edilen toplam 169 pozitif kan kiiltiiriinden
%12.4 (21/169)tinde S.aureus tespit edilirken, %87.6 (148/169)’sinda koagiilaz negetif

stafilokok etken olarak tespit edilmistir.

Etken olarak izole edilen Gram pozitif bakterilerin tiir dagilimi incelendiginde kan
kiltirti  orneklerinin %12.4 (21/169)’tinde S.aureus tremesi tespit edilirken, %43.2
(73/169)’sinde S.epidermidis, %23.6 (40/169)’sinda S.haemolyticus, %16.5 (28/169)’inde
S.hominis, %2.4 (4/169)’iinde S.capitis, %0.5 (1/169)’inde S.salivarius, %0.5 (1/169)’inde

S.warneri, %0.5 (1/169)’inde S.lentus {iremesi tespit edilmistir.

Calismada S.aureus kokenlerinde fenotipik olarak direng oranlart klindamisin igin;
%19.0 (4/21), eritromisin igin; %33.3 (7/21), gentamisin i¢in; %14.3 (3/21), penisilin igin;
%83.7 (18/21), tetrasiklin i¢in; %33.3 (7/21), oksasilin i¢in; %14.3 (3/21) olarak
bulunurken, suslarin tamaminin vankomisine karst duyarli oldugu tespit edilmistir.
Koagiilaz negatif stafilokok kokenlerinde ise diren¢ oranlari; oksasilin i¢in; %16.9
(25/148), eritromisin i¢in; %22 (32/148), gentamisin igin, %14.9 (22/148), klindamisin
icin; %14.2 (21/148), tetrasiklin i¢in %38.5 (54/148), penisilin i¢in ise %83.1 (123/148)

olarak bulurken, vankomisin direncine ise rastlanmamustir.
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S.aureus kokenlerinde direng geni dagilimi incelendiginde ise 21 S.aureus
kokeninin tamaminda femA geni pozitifligi tespit edilirken, metisilin direng geni frekansi
%62 (13/21), erm A pozitivitesi %33.3 (7/21), erm C %38.1 (8/21), tet K %38.1 (8/21), tet
M %33.3 (7/21), aac(6’)/aph(2”’) %19 (4/21), aph(3’)-1lla %14.3 (3/21), ant(4’)-la %9.5
olarak tespit edilirken, 148 koagiilaz negatif stafilokok kokeni arasinda direng geni frekansi
mecA igin; %18.9 (28/148), ermC igin; %33.1 (49/148), ermA i¢in; %22.9 (34/148), tetK
icin; %39.2 (58/148), tetM i¢in; %33.8 (50/148), aac(6’)/aph(2°’) i¢in; %14.9 (22/148),
aph(3’)-Illa i¢in; %11.5 (17/148), ant(4’)-la i¢in; %6.1 (9/148) oraninda pozitif olarak

tespit edilmistir.

Calismamizda miiltipleks PCR yontemiyle bulunan diren¢ geni oranlari, otomatize
yontem kullanilarak fenotip yontemlerle elde edilen direng¢ oranlarindan daha yiiksek

oolarak tespit edilmistir.

Direng geni tasiyan kokenlerin fenotipik yontemlerde duyarliymis gibi tespit
edilmesinin  sebebini ilgili genin eskprese olmamasindan kaynaklanabilecegini

diisiinmekteyiz.

Molekiiler yontemlerin spesifite ve sensitivite sorunlar1 yok denecek kadar diisiik
olup giivenilir yontemlerdir. ilgili diren¢ geninin testin yapildig1 an eksprese olmamasinin
tespiti, sonraki zaman dilimlerinde eksprese olmayacagi anlamima gelmemektedir. Hatta
testin yapilisini takiben her an gen ekspresyonu olabilecegi diisiincesiyle direng oranlarinin
tespitinde mutlak suretle imkanlar elveriyorsa PCR tabanli molekiiler tekniklerin

kullanilmasini 6nermekteyiz.
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