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OZET
METISILIN DIRENCININ HIZLI TESPITI ICIN StaResMet® TICARI KiT
PERFORMANSININ DEGERLENDIRILMESI
Amag: Calismada, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tip Laboratuvarlar1 Tibbi
Mikrobiyoloji Boliimii Bakteriyoloji Laboratuvarina gonderilmis klinik 6rneklerden
izole edilen 277 Staphylococcus aureus (S.aureus) klinik izolati dahil edildi. S.aureus
izolatlarinin metisilin duyarlihg: StaResMet® (AYC MED, Samsun, Tiirkiye) kiti, stvi
mikrodiliisyon yoéntemi ve VITEK2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize
sistemleriyle karsilastirmali olarak arastirildi.
Materyal ve Metot: Metisilin direncini belirlemede CLSI o6nerileri dogrultusunda
mikrodiliisyon yontemi uygulandi. StaResMet® kitinin ve Vitek2 Compact otomatize
sistem caligmas1 iretici firma Onerileri dogrultusunda yapildi. Testlerin
karsilagtirilmalart i¢in mikrodillisyon testi referans olarak kabul edildi. Kalite kontrol
suglar1 olarak S.aureus ATCC29213 (metisilin duyarli) ve ATCC43300 (metisilin
direncli) kullanildi. CLSI kriterlerine gore sefoksitin (Sigma-Aldrich, USA) MIK degeri
<4pg/ml olanlar duyarli, >4pg/ml olanlar ise direngli kabul edildi (CLSI, 2013).
Bulgular: 277 izolattan 118 S.aureus susu metisilin direngli, 159 sus metisiline duyarh
bulunmustur. 118 S.aureus VITEK2 Compact otomatize sistem, sivi mikrodiliisyon
yontemi ve StaResMet® (AYC MED, Samsun, Tiirkiye) kit ile yapilan duyarlilik
calismasi ile metisiline direncgli olarak saptanmistir. 159 izolat ise her {i¢ yontemle de
metisiline duyarli bulunmustur. Buna gore StaResMet® testinin zgiillik, duyarlilik,
pozitif ve negatif prediktif degerleri %100 olarak belirlenmistir.
Sonuc: Altin standart olarak kabul edilen s1vi mikrodiliisyon testi ile StaResMet™ (AYC
MED, Samsun, Tiirkiye) kit testinin birebir uyumlu olmasi bircok laboratuvar i¢in
giivenilir, tekrarlanabilir ve ucuz bir yontem olarak degerlendirilirken testin kolay
uygulanabilir olusu, is yiikkiinii en aza indirgemesi laboratuvarlar i¢in ek avantaj
saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Metisilin direnci; Staphylococcus aureus; StaResMet® kit

Mehtap SOYSAL, Yiiksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Haziran-2016



ABSTRACT
EVULATION OF THE PERFORMANCE OF StaResMet®” COMMERSIAL KIT
FOR THE RAPID DETECTION OF METHICILLIN RESISTANCE

Aim: In the research, the clinical isolate 277 Staphylococcus aureus (S.aureus), which
was isolated from the clinical samples of the Medical Microbiology Laboratory in On
Dokuz Mayis University Faculty of Medicine Laboratories, was added. The methicillin
sensitivity of S.aureus isolates was comparatively examined with the StaResMet® (AYC
MED, Samsun, Tiirkiye) kit, liquid microdilution technique and VITEK2 Compact
(bioMerieux, Fransa) atomized system.

Material and Method: To decide the resistance of Methicillin, microdilution technique
was applied with CLSI proposes. The usage of StaResMet® kit and VITEK2 Compact
atomized system tool were processed in accordance with the proposals of the producer
company. The microdilution test was considered as reference for the comparison of
tests. S.aureus ATCC29213 (methicillin sensitive) and ATCC43300 (methicillin
resisted) were used as quality control strains. According to the CLSI criteria, it is
accepted as that the MIC value of sefoksitin (Sigma-Aldrich, USA) <4ug/ml is sensitive
and >4 pg/ml is resisted (CLSI, 2013).

Results: It was found that out of 277 isolates, 118 S.aureus strains are methicillin
resisted and 159 are sensitive to methicillin. It was determined that 118 S.aureus
VITEK2 Compact (bioMerieux, Fransa) atomized system was resisted to methicillin
with the help of sensitivity research examined by liquid microdilution technique and
StaResMet® kit. And 159 isolates were found that they were determined as sensitive to
methicillin with these three ways. According to this, the specificity, sensitivity, positive
and negative predictive values of StaResMet® test was decided as 100 %

Conclusion: Being very cooperative and harmonious of Liquid microdilution test
considered as the golden standard and the StaResMet® (AYC MED, Samsun, Tiirkiye)
kit test is reliable, repeatable for most laboratories and a cheap technique and also the
easy application of the test by reducing the work load will provide additional advantage
for the laboratories.

Keywords: Methicillin resistance; Staphylococcus aureus; StaResMet® kit

Mehtap SOYSAL, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, June-2016
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SIMGELER VE KISALTMALAR
BHI : Brain Heart Infusion Broth
BORSA : Borderline Resistant Staphylococcus aureus
BSSA : Borderline Methicilline Susceptible
CAMP  : Christie, Atkins, Munch, Peterson

CFU : Colony Forming Unit

CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute
Cm : Santimetre

CRF : Coagulase Reacting Factor

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

EDTA  : Etilendiamin Tetraasetik Asit
EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

F : Fast-Eluting Protein

Gr : Gram

GSBL : Genis Spektrumlu Beta-Laktamazlar
H,0, : Hidrojen Peroksit

I : Orta Diizeyde (intermediate)
IL-1 . Interlokin-1

IL-2 - Interlokin-2

KNS : Koagulaz Negatif Stafilokok
LPS : Lipopolisakkarit

MHB : Mueller-Hinton Broth

MiK : Mikrodilusyon

nl - Mikolitre

mi . Mililitre

MODSA : Modified Resistant Staphylococcus aureus

MRSA  : Metisiline direngli Staphylococcus aureus

MSSA . Metisilin Duyarli Staphylococcus aureus

NaCL : Sodyum Kloriir

NCCLS : National Committee for Clinical Laboratory Standarts
NRT - Nitrat Rediiktaz Testi

ORF : Open Reading Frame
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PBP
PFGE

RNA

SCC
SCC
SHDS
Tet
TNF
TSS
TSST

: Penisilin Baglayan Protein

: Pulsed Field Jel Elektroforez

- Direngli

: Riboniikleik Asit

: Duyarh

: Skuamo6z Hiicreli Karsinom

: Staphylococcal Cassette Choromosome Genleri
: Stafilokokkal Haslanmis Deri Sendromu

: Tetrasiklin

: Tiimor Nekrozis Faktor

: Toksik Sok Sendromu
: Toksik Sok Sendrom Toksin

vii



ICINDEKILER

OZET ... bbb bbb bbbt v
ABSTRACT s \Y
SIMGELER VE KISALTMALAR .......coccooviiiiiiiieiie e Vi
L @] 0 2 1T 1
2. GENEL BILGILER..........ccoooiiiiiiiiiniiririseneesesees s 1
2.1. Stafilokoklarin TariigesI.........ccoiiuiiieiiiiiie e 1
2.2, SI1ANAIMA.....cciiiiiiic 1
2.3. Morfoloji ve Boyanma OzelliKIEri ............ccvvuevereeveiieeeiesieeeiesceeeee e 5
2.4. Ureme ve Kiiltiir OZellIKIETi .........cevieiveiieeiiicreeecesce e 6
2.5. Biyokimyasal OZEIIKIETT .........ccevrevevircreiireiieseisisessseessssesss s s 6
2.6. Virtilans FaKtOTIeri .........oovviiiiiiiiiii s 6
2.6.1. KAPSTL 1.t 7
2.6.2. GENOM ...t 7
2.6.3. HUCTE DUVAT YaPIST.iiiviiiiiieiiiiiiiiiiesiie et stee s sibne s sine s siae s ninessinesssneesnee e 7
2.6.4. TOKSINIET ....oiiiiiiiiiciii e 8
2.6.5. ENZIMIET ..o 13

2.7, EPIAEMIYOIOJi ... 15
2.8. Hastane Enfeksiyonu Etkeni Olarak S.aureus ... 16
2.8.1. Stafilokoklarin Neden Oldugu Enfeksiyonlar...........cccocooiiiiiiiiiiinnnn, 17
2.8.2. KNS Enfeksiyonlart .........ccccoviviiiiiiiiiiiiiicic e 23

2.9 TANL c.tiiiiii ettt b et b e b et e e bt e beenreeenre e 24
2.9.1. Koloni MOITOIOJiSI......ccoiuiiiiiiiiieiec e 24
2.9.2. Gram BOYamMa.......cooiiieiiiie ettt 24
2.9.3. Katalaz TeSti......cccoiviiiiiiic 25
2.9.4. KOAGUIAZ TSt ....veveeieeeiiiie ittt ne s 25
2.9.5. Micrococcus Tiirlerinin Staphylococcus Tiirlerinden Ayrilmast ................ 28

2.00. TOUAVI ... .cviiiiiiicisice s 28
2.10.1. Stafilokok Enfeksiyonlarinda Kullanilan Baslica Antibiyotikler.............. 29
2.10.2. Stafilokoklarda Antibiyotik DIrencCi..........cccovvieieieieneiene e, 32
2.10.3. Antimikrobiyal Duyarlilik TeSHIEr.........cccoviiiiiiiieiee e, 36
2.10.4. Antibiyotik Duyarlilik Test Sonuglarinin Yorumlanmast...............ccce..ee. 38

viii



2.10.5. CLST VE EUCAST ONEIILEI . .cvveveeeeeeeeeeee e eereeeeeeeeeeeeeeesaesereasseseeans 39

2.10.6. Gram Pozitif Bakterilerin Duyarlilik Testleri icin Antibiyotik Segimi..... 39
2.10.7. S.aureus ve KNS’larda Antibiyotik Duyarlilik Testleri ve Yorumu......... 40

3. MATERYAL VE METOT ...t 42
.1  MATERYAL ittt sttt nneenre s 42
3.1.1. Kullanilan BeSiyerleri.........ccouviiiiiiiiiiiiiiiicice e 42
3.1.2. BAKLEri IZOIAtIATT.......cucvveiiccecieieteccceete ettt 42

B2 IMIETOT ettt bbbttt nre s 43
3.2.1. S.aureus izolatlarinin TanImIanmasI.............coeerevevevrrreeeresiecserereseseseeeens 43
3.2.2. VITEK2 Compact Otomatize Sistem Testinin Uygulanmast...................... 44
3.2.3. S1v1 Mikrodiliisyon Testi I¢in Sefoksitin Iceren Plaklarin Hazirlanmast.... 45
3.2.4. Bakteriyel inokulum Hazirlanmasi .........cccceeveeeereeccecccessesseseeenns 45
3.2.5. S1v1 Mikrodiliisyon Testinin Uygulanmasi .........cccoceevvvveinieniniineneenene 46
3.2.6. StaResMet"™ Kit Testinin Uygulanmasi ........c...co.evrververeinreinsessinseensenneons 47

4. BULGULAR ...ttt ettt bttt be e nne s 43
5. TARTISMA ...ttt b et bt bbbt be e nne s 55
6. SONUC VE ONERILER.............ccovciiiiieieeieeeeee e sensies s, 58
[N N AN I N SR 61
[0 Z.€] 0165\ 1 10T 69



1.GIRIS

Stafilokoklar, Staphylococcaceae ailesinde yer alan, gram pozitif, yuvarlak,
hareketsiz, sporsuz mikroorganizmalardir. Deri ve mukozalarda kolonize olabilen,
degisik tiirleri ile farkli hastaliklar yapabilen énemli bir bakteri cinsidir. Neden oldugu
enfeksiyonlar nedeniyle S.aureus en 6nemli tiirdir. S.aureus burun delikleri, aksilla,
vajen, farenks veya zedelenmis cilt yiizeylerinde kolonize olabilen bir bakteridir.
Enfeksiyonlar, cilt veya mukozal bariyerde meydana gelen bir bozulmada,
mikroorganizmanin bitisik dokulara veya kan akimina karigsmasi ile meydana gelir.
S.aureus disindaki diger tiirler koagiilaz negatif stafilokok (KNS) olarak adlandirilir.
Gegmiste KNS’lerin insan viicudunun dis ortamla temasta olan yiizeylerinde, 6zellikle
deride, normal flora elemani olarak bulundugu diisiiniilirken son zamanlarda S.aureus
kadar 6nemli bir patojen oldugu anlasilmigtir. Basta S.epidermidis olmak tizere KNS’ler
son yillarda hastane enfeksiyonlarinin 6nemli etkenlerindendir. Bu durumun nedeni
normal flora bakterileri olmalar1 ve invaziv girisimler sonucu kolayca alinabilmeleridir.
KNS’lerin etken oldugu enfeksiyonlarin c¢ogu kateter veya protez ile iliskilidir.
KNS’ler, immun yetmezlik, malignite, nétropeni, prematiire dogum, hastanede uzun
siire yatma, bir cerrahi girisim veya prostetik amacli ameliyatlardan sonra gelisen
enfeksiyonlarin birgogunda etken olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar (Allen ve ark., 2006).

1960 yilinda kullanima giren metisilin, penisilinaza dayanikli semisentetik
penisilindir. Kullanilmaya baslanan metisiline bir yil i¢inde direngli stafilokok suslari
saptanmaya baslanmigtir (Bilgehan, 2000). Stafilokoklarda metisilin direnci mecA geni
tarafindan kodlanan yeni bir penisilin baglayic1 protein (PBP) olan PBP2a yapimi
sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan ¢alismalarda mecALGA251°in meCcA gen homologu
olup metisilin direncinden sorumlu oldugu bildirilmistir (Stegger ve ark., 2011).
Metisilin direngli suslar tim beta laktam antibiyotiklere ve beta laktam/beta laktamaz
inhibitor kombinasyonlarina diren¢ gosterirler. Metisiline direngli stafilokoklarin
genellikle  eritromisin,  klindamisin,  kloramfenikol, tetrasiklin, trimetoprim
sulfametoksazol, kinolonlar ve aminoglikozidlere de diren¢ gosterdigi bildirilmektedir
(Aridogan ve ark., 2004). Metisiline olan direncin dogru bir sekilde belirlenmesi, uygun
antibiyotik se¢imi acisindan 6nemli goriilmektedir (Telli ve ark., 2006). Direncin

saptanmasinda en uygun yontem mecA geninin ya da PBP2a proteininin varliginin



tespitidir. Ancak bu yontemler her laboratuvarda uygulanamamaktadir. Bu nedenle disk
difizyon, agar tarama ve agar diliisyon yontemleri gibi testler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Onceki yillarda, oksasilin, metisilin direncinin belirlenmesinde diger
penisilinaza direngli penisilinlere gore daha stabil bir molekiil olmas1 ve 6zgilligi
yiiksek sonu¢ vermesi nedeniyle Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
tarafindan fenotipik testlerde Onerilmekteydi. Oksasilin kullanilarak yapilan duyarlilik
testlerinde, direncin heterojen olmasi nedeniyle, diren¢li ve duyarli sonuglarin
ayriminda zorluklarla karsilasilmaktadir (Felten ve ark., 2002). Bir sefamisin tiirevi olan
sefoksitinin (Sigma-Aldrich, USA) mecA genini diger penisilinlere gore daha iyi
eksprese ettirdigi gosterilmistir. CLSI’nin 2008 ve sonraki yillarda yayimlanan
kilavuzlarinda sefoksitin (Sigma-Aldrich, USA) disk difiizyon testi tarama testi olarak
onerilmektedir. Nedeni bir¢ok arastirmaci tarafindan yapilan ¢alismalarda, sefoksitin
(Sigma-Aldrich, USA) disk difuzyon testinin oksasilin disk difiizyon testine gore daha
faydali oldugunu, mecA gen varligi ile uyumun daha iyi oldugunu bildirmesi olmustur
(Telli ve ark., 2006).

Bu tez c¢alismasinda, c¢esitli klinik orneklerden izole edilen S.aureus
izolatlarinda metisilin direncinin hizl, giivenilir, diisiikk maliyet gerektiren kolorimetrik
bir yontem olan StaResMet® (AYC MED, Samsun, Tiirkiye) kiti ile tespit edilip

referans yontem olan s1vi mikrodiliisyon testi karsilastirilmas1 amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Stafilokoklarin Tarihgesi

Stafilokoklar Robert Koch tarafindan 1878’de tamimlamis. Pasteur 1880°de
stafilokoklar1 siv1 besiyerinde iiretmistir. Alexander Ogston ise 1881°de stafilokoklarin
fare ve kobaylar i¢in patojen oldugunu gostermis, insan apse materyalinden elde ettigi
bakterileri tizim salkimina benzer bir yap1 olusturdugu i¢in Staphylococcus (Staphyle =
tiziim salkimi) olarak adlandirmustir. Stafilokoklar1 1884°’te Rosenbach insandan izole
etmeyi basarmustir. Sar1 portakal renkli koloni olusturan S.aureus antimikrobiyal
ajanlara kars1 gelistirdigi diren¢ mekanizmalariyla Onem kazanmistir. 1928’de
Alexander Fleming’in penisilini bulmasi ve 1940’ta Florey ve Chain tarafindan
penisilinin tiretiminin basarilmasiyla stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde 6nemli bir
asama kaydedilmistir. Klinik olarak penisilinin yaygin kullaniminin beraberinde
getirdigi penisilini pargalayan stafilokok suslar1 ortaya c¢ikmustir. 1944°te Kirby
S.aureus suslarinda penisilin direncini tanimlamistir.  1959°da ilk semisentetik
penisilaza direngli antimikrobiyal olan metisilin klinik kullanima girmistir. S.aureus
1961°’de kullanimina baglanan metisiline kars1i kisa siirede direng gelistirmistir.
Metisiline kars1 direng gosteren S.aureus (MRSA) suslart 1970°1i yillardan beri yaygin
olarak tespit edilmektedir (Shopsin ve Kreiswirth, 2001).

2.2. Smiflandirma

Staphylococcus  tiiri  bakteriler ~ Micrococcacea  familyasina  aittir.
Micrococcacea familyas1 4 genus igerir; Planococcus, Micrococcus, Stomatococcus,
Staphylococcus. Klinik agidan Micrococcacea familyasinin en Onemli grubunu
Staphylococcus teskil eder. Bu genus iginde insanda enfeksiyon etkeni olarak en sik
izole edilen S.aureus, S.epidermidis ve S.saprophyticus’tur. S.aureus giiniimiizde
kullanilan bir¢cok antibiyotige hizla direng kazanmasi, eskiye oranla sebep oldugu
enfeksiyonlarin daha sik goriilmesi sebebi ile insan enfeksiyonlarinda oncelikli patojen
olarak yer almaktadir. Stafilokoklar gerek hastane kaynakli gerek toplum kdkenli
enfeksiyonlarda onemli etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Deri enfeksiyonlar1 basta
olmak iizere solunum yolu enfeksiyonlarinda, endokardit, osteomyelit gibi farkl
enfeksiyonlarda da etken olarak goriilmektedir. S.aureus burun mukozasinda insanlarin
%10-40’1nda, S.epidermidis ise %90-100’tinde bulunmaktadir. Bunun yanisira; ingunal,

aksiller, perineal bolgelerde, ayak parmaklarinda ve diisik oranda derinin diger



kisimlarinda da kolonize olurlar. Giiniimiize kadar Staphylococcus genusunda 35 tiir ve
17 alt tir saptanmustir (Tablo 1). Bu tiirler iginde patojenitesi en yiikksek olan
S.aureus’tur. KNS’ler igerisinde klinik oOrneklerden en sik izole edilen tiir
S.epidermidis’tir (Allen ve ark., 2006). Stafilokoklarin diger tiirlerinden S.hominis ve

S.heamolyticus ingunal, aksiller, perineal bolgelerde, S.saprophyticus ise daha ¢ok

tirogenital mukoza epiteline yapisma 6zelligi gosterdiginden bu bolgelerde goriiliirler.

Tablo 1. Bugiine kadar tanimlanmus stafilokok tiir ve alt tiirleri (Peacock, 2005; Allen ve ark., 2006).

Tiir Alt tiir Referans

S.arlettae Schleifer ve ark., 1984

S.aureus Anaerobius De la Fuente ve ark., 1985

S.aureus Aureus Rosenbach, 1884

S.auricularis Kloos ve Schleifer, 1983

S.capitis Capitis Kloos ve Schleifer, 1975

S.capitis ureolyticus Bannerman ve Kloos, 1991

S.caprae Devriese ve ark., 1983

S.carnosus carnosus Schleifer ve Fischer, 1982

S.carnosus utilis Probst ve ark., 1998

S.chromogenes (Devriese ve ark., 1978), Hajek ve ark., 1986
S.cohnii cohnii Schleifer ve Kloos, 1975

S.cohnii urealyticum Kloos ve Wolfshohl, 1991

S.condimenti Probst ve ark., 1998

S.delphini Varaldo ve ark., 1988

S.epidermidis Winslow ve Winslow, 1908; Evans, 1916
S.equorum equorum Schleifer ve ark., 1984

S.equorum linens Place ve ark., 2003

S.felis Igimi ve ark., 1989

S.fleurettii Vernozy-Rozand ve ark., 2000
S.gallinarum Devriese ve ark., 1978

S.haemolyticus Schleifer ve Kloos, 1975

S.hominis hominis Kloos ve Schleifer, 1975

S.hominis novobiosepticus Kloos ve ark., 1998

S.hyicus (Sompolinski 1953), Devriese ve ark., 1978
S.hyicus chromogenes Devriese ve ark., 1978

S.intermedius Hajek, 1976

S.kloosii Schleifer ve ark., 1984

S.lentus Kloos ve ark., 1976, Schleifer ve ark., 1983




Tablo 1. Devam

S.lugdunensis Freney ve ark., 1988
S.lutrae Foster ve ark., 1997
S.muscae Hajek ve ark., 1992
S.pasteuri Chesneau ve ark., 1993
S.piscifermentans Tanasupawat ve ark., 1992
S.saccharolyticus Kilpper-Balz ve Schleifer, 1981
S.saprophyticus bovis Hajek ve ark., 1996
S.saprophyticus Saprophyticus Shaw ve ark., 1951
S.schleiferi coagulans Igimi ve ark., 1990
S.schleiferi Schleiferi Freney ve ark., 1988
S.sciuri Carnaticus Kloos ve ark., 1997
S.sciuri Lentus Kloos ve ark., 1976
S.sciuri Rodentium Kloos ve ark., 1997
S.sciuri Sciuri Kloos ve ark., 1976
S.simulans Kloos ve Schleifer, 1975
S.succinus Casei Place ve ark., 2003
S.succinus succinus Lambert ve ark., 1998
S.vitulinus Websteret ve ark., 1994
S.warneri Kloos ve Schleifer, 1975
S.xylosus Schleifer ve Kloos, 1975

2.3. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Stafilokoklar; 0,5-1,7 um c¢apinda, hareketsiz, sporsuz, gram pozitif boyanan
koklardir (Sekill). Stafilokoklar ciftler, tetratlar, tekli hiicreler veya kisa zincirler

halinde bulunabilir, fakat genel olarak diizensiz kiimeler halinde bulunurlar (Bilgehan,
2000).
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Sekil 1. Stafilokoklarin morfolojisi (URL-1)



2.4. Ureme ve Kiiltiir Ozellikleri

Fakiiltatif anaerob olan stafilokoklar (S.saccarolyticus ve S.aureus subsp.
anaerobius hari¢) ¢ogunlukla aerob iirerler. Basit besiyerleri de dahil olmak tizere
bircok besiyerinde iireyebilen stafilokok tiirlerinin biiyiik ¢cogunlugu 30-37°C’de 18-24
saat icinde 1-3 mm ¢apinda koloni olusturur. Optimal 37°C’de ve pH 7,4 te iiremelerine
karsin, 18-40°C gibi genis bir sicaklik araliginda ve pH 4,2-9,3 arasinda da
tireyebilirler. %10 ve daha az sodyum kloriir (NaCl) igeren ortamlarda iyi, %15 NaCl’li
ortamda zayif lireme gosterirler. S.aureus suslarinda beta hemoliz ve sar1 pigment
goriliir (Sekil 2). Kiiltiirde S tipi, yuvarlak, hafif kabarik, parlak ve 1slak koloniler
olusturur. KNS’ler ise S tipi, hafif konveks kabarik ve genellikle pigmentsiz koloniler
olusturur (Moreillon ve ark., 2005).

Staphylococcus anreus

Sekil 2. S.aureus tireme ve kiiltiir 6zellikleri (URL-2)

2.5. Biyokimyasal Ozellikleri

Koagiilaz pozitif olan diger stafilokoklar; S.aureus, S.intermedius,
S.lugdunensis, S.hyicus, S.delphini, S.lutrae ve S.schleiferi subsp.’dir. Genellikle katalaz
pozitif (S.saccharolyticus ve S.aureus subsp. anaerobius harig), oksidaz negatif
(S.sciuri, S.lentus ve S.vitulinus hari¢) mikroorganizmalardir. Stafilokoklar glukoz basta
olmak iizere maltoz, laktoz, fruktoz gibi karbonhidratlarin ¢ogunu asit olusturarak
pargalar, gaz olusturmazlar. Mannitolu sadece S.aureus fermente eder.

2.6. Viriilans Faktorleri

Viriilans1 en yiiksek olan stafilokok tiirii S.aureus’dur. Enfeksiyonun olugmasi

mikroorganizma viriilans1 ile konak savunma sistemi arasindaki dengeye baglhdir.



Stafilokoklarin viriilansinda rol oynayan faktorler; kapsiil, hiicre duvarlar, ylizey
proteinleri, toksinler ve enzimlerdir.

2.6.1. Kapsiil

Stafilokoklar genellikle kapsiil icermemekle birlikte, hiicre duvarlarinin en dis
tabakasinda polisakkarit bir kapsiil bulundurabilmektedirler. Kapsiil, prostetik yiizeylere
ve konak hiicrelere tutunmasini saglamaktan ve polimorfoniikleer hiicreler tarafindan
organizmanin fagositozunu Onlemekle sorumludur. Bugiine kadar 11 kapsiiler serotip
tanmimlanmistir. Enfeksiyonlarin bir ¢ogu serotip 5 ve 7 kaynaklidir (Allen ve ark., 2006;
Moreillon ve ark., 2005).

2.6.2. Genom

Gen calismalarinda en ¢ok kullanilan mikroorganizma S.aureus’tur. 1975
yilinda S.aureus’un NCTC 8325 susunda yapilan calismalarda kromozomal haritasi
ortaya ¢ikarilmaya baslamistir. Sonraki calismalarda S.aureus genomunun fiziksel
haritas1 Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE) ve dizi analizi tekniklerinin gelismesiyle
ortaya cikarilmigtir. S.aureus genomunun uzunlugu yaklasik olarak 2,8 mega baz
ciftidir. Genomun %84,5’ini olusturan 2600 Open Reading Frame (ORF) bolgesi
bulunmaktadir. G+C oram1 %33’tiir. Antibakterial diren¢ ve viriilans faktorleri
plazmidler, fajlar ve Staphylococcal Cassette Choromosome genleri (SCC) tarafindan
kodlanmaktadir.

2.6.3. Hiicre Duvar Yapisi

S.aureus’un hiicre duvari ii¢ temel komponentten olugmaktadir; peptidoglikan,
teikoik asit ve protein-A. Stafilokok hiicre duvarinin en dig tabakasi polisakkarit kapsiil
ile kaphdir. Bu kapsiil bakteriyi fagositoza karst korur.

Peptidoglikan Tabaka

Hiicre duvari agirliginin yarisini peptidoglikan teskil eder (Allen ve ark., 2006;
Lowy, 1998). Peptidoglikan; zincir tabakalarindan olusup stafilokoklarda yiiksek ig
basinca dayanabilen ¢ok katmanli hiicre duvar yapisinin ayrilmaz bir pargasidir.

Teikoik Asit

Teikoik asit sadece gram pozitif bakterilerde bulunur, tiirlere 6zgiidiir. Teikoik
asit, hiicre agirhiginin yaklasik %40’in1 olusturur. Mukozalarda bulunan 6zgiil
reseptorler ile birleserek stafilokoklarin konak hiicreye yapigsmasini saglar. Teikoik asit

iki tiptir; hiicre teikoik asiti ve hiicre membrani ile iligkili olan lipoteikoikasitidir.



Lipoteikoikasit bakteri membranina kovalent baglhdir. Teikoik asitler hiicre membrani
ile hiicre duvart biitiinliiglinlin saglanmasinda, hiicre duvar1 stabilizasyonunda,
peptidoglikan  sentezinde, hiicre fonksiyonlar1 ig¢in gerekli kii¢iik iyonlarin
baglanmasinda ve ¢ogalma sirasinda septum olusumunda goérev alir. Teikoik asit zayif
immiinojen olmasina ragmen peptidoglikana baglandiginda spesifik bir antikor cevabi
uyarilir. Bu spesifik antikor cevabi sistemik stafilokokal hastaligi belirlemede
kullaniliyor olmasina ragmen diger tespit yontemlerine gore daha az duyarhiliga sahip
oldugundan artik tercih edilmemektedir (Allen ve ark., 2006; Moreillon ve ark., 2005;
Murray ve ark., 1993).

Yiizey Proteinleri

Kimyasal yapilar1 ve hiicre duvar1 yerlesimleri birbirlerine benzerlik gdsteren
stafilokoksik yiizey proteinleri; protein-A, elastin, kollajen, fibronektin baglayan
proteinler ve clumping faktor olarak bilinir. Stafilokok yiizey proteinlerinin en 6nemli
gorevi konak dokulara kolonizasyonunu saglamaktir.

Protein-A; sadece S.aureus’ta bulunan, peptidoglikan yapmin en disindaki
hiicre duvar1 komponentidir. Protein-A yiizey proteinlerinin bir prototipi olup hiicre
duvarinin yaklasik %7’sini olusturmaktadir. En onemli 6zelligi, mikroorganizmay1
fagositoza kars1 korumaktir (Moreillon ve ark., 2005). IgG3 disindaki tim IgG ve IgA2
ile baz1 IgM’lerin Fc reseptorleri ile birlesebilir (Allen ve ark., 2006; Cengiz, 1999;
Levinson ve Jawetz, 2000). Ayrica hiicre digina salgilanan protein-A ayni reseptorlere
baglanarak komplemanin aktive olmasina neden olur. Protein-A bazi enfeksiyon
hastaliklarinin tanisinda in vitro deneylerde kullanilmaktadir. Bu testler sadece antijen
aramak amaciyla kullanilan bir tan1 yontemi olup koagliitinasyon adini alir (Murray ve
ark., 1993).

2.6.4. Toksinler

Sitolitik Toksinler

Konak hiicre morfolojisini veya fonksiyonunu etkileyen c¢ok sayida
ekstraselliiler toksin stafilokoklar tarafindan iiretebilmektedirler. Bu toksinler vasitasi
ile stafilokoklar yogun inflamatuar yanit olan bolgelerde tiremelerini siirdiirebilirler. Bu
sitolitik toksinlerden en iyi bilinenleri hemolizinler ve 16kosidindir (Allen ve ark., 2006;
Cengiz ve ark., 1999; Joklik ve ark., 1988).



Hemolizinler

S.aureus antijenik 6zellik bakimindan dort fakli hemolizin liretmektedir. Bu
hemolizinler alfa, beta, gama, delta olarak isimlendirilirler.

Alfa Hemolizin (Alfa Toksin)

Polimorfoniikleer 16kositler, fibroblastlar, trombosit ve eritrosit iceren bir¢ok
hiicre tizerinde sitolitik etkiye sahip olan en 6nemli hemolizindir (Murray ve ark.,
1992). Bakteriyel kromozomlar veya plazmidler tarafindan kodlanmaktadir. Hiicre
membranina baglanarak membran tlizerinde litik etki olusturur. En giiclii membran hasar
proteinidir. Insan makrofajlar1 ve plateletleri iizerinde litik etki olustururken, monositler
zarar gormezler. Hemolitik, dermonekrotik ve letal etkileri bulunmaktadir (Moreillon ve
ark., 2005; Joklik ve ark., 1988). Alfa toksin memeli hiicrelerinde por olusumuna neden
olarak inflamatuar yanit1 indiikler. Subkutan verildiginde nekroza yol agar ve potansiyel
norotoksin etkisi de vardir. Koyun kanli agarda tireyen bazi S.aureus izolatlarmin
kolonileri etrafinda olusan hemolizin zonundan bu toksin sorumludur (Allen ve ark.,
2006; Gouaux ve ark., 1997). Ayrica alfa hemolizinin deneysel endokardit olusumunda
onemli oldugu saptanmustir. S.aureus’un bir¢ok susu tarafindan alfa hemolizin tiretilir
(Sekil 3). Alfa toksin, kan damarlarindaki diiz kaslar1 pargalar. Eritrosit, 16kosit,

hepatosit, trombosit ve hiicre kiiltiirlerini de i¢ceren birgok hiicreye toksik etki gosterir.

Sekil 3. Stafilokoklarda alfa hemoliz goriiniimii (URL-3)

Beta Hemolizin (Beta Toksin)

Beta toksin sfingomyelinaz 6zelligiyle membranlarin lipid komponentlerini
bozarak hasara ugratir (Sekil 4). Dermonekrotik etkisi bulunmaktadir. En iyi koyun
eritrositlerine etki etmekle birlikte insan eritrositleri lizerinde orta dereceli toksisiteye
sahiptir. Stafilokokal enfeksiyonlarda doku harabiyeti ve apse olusumunda alfa ve beta
toksin Dbirlikte rol oynar. Sicak-soguk lizis yapabilmesi bu toksinin en Onemli
Ozelligidir. Istya dayaniksiz yani digiik 1silarda lizis ozelligi daha da artmaktadir

(Moreillon ve ark., 2005). Bu toksinin insan enfeksiyonlarindaki rolii heniiz tam olarak
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aciklanamamistir. Ancak alfa hemolizinle birlikte stafilokok enfeksiyonlarinin tipik
apse formasyonu ve doku hasarindan sorumlu olabilecegine inanilmaktadir (Murray ve
ark., 1993; Tiinger, 2004). Ayrica B grubu streptokoklar ve Listeria monositogenes
tarafindan iiretilen ve S.aureus’un hemolizini arttirict etkiye sahip olan CAMP faktorle
etkilesen ve sinerjik hemolize neden olan yapidir (Tiinger, 2004). Makrofaj, 16kosit ve
eritrositleri igeren bir¢cok hiicreye toksik etki gostermektedir. Hiicre yiizeyindeki
sfingomiyelin konsantrasyonu ile orantili lizise neden olur. Duyarli hiicrelerde membran

fosfolipitlerinin hidrolizini katalize eder.

Sekil 4. S.aureus beta hemoliz goriiniimi (URL-4)

Gama Hemolizin (Gama Toksin)

Gama hemolizin her birinin molekiiler agirligi 32-35 kDa arasinda degisen ii¢
proteine sahiptir. Gama hemolizin diger hiicrelere ek olarak I6kositleri de eritebilir ve
bazen lokosidin olarak da adlandirilir. S.aureus suslarmin %97’sinden fazlasinda,
koagiilaz negatif stafilokoklarin %50-70’i kadarinda bulunmaktadir (Sekil 5). Gama
hemolizin proteinleri hemolizin y A (HlgA), hemolizin y B (HIgB), ve hemolizin y C
(HIgC) olmak iizere ii¢ tiptir. Deterjan benzeri bir etkiye sahip kiiciik molekiillerin
agregatidir. Hiicre membraninda zamanla genisleyen kanallar agarak sitoplazma

igeriginin disar1 sizmasina neden olur.
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Sekil 5. Stafilokoklarda Gama hemoliz gériinimii (URL-5)

Delta Hemolizin (Delta Toksin)

Delta toksin deterjan benzeri etki ile eritrosit, 16kosit, makrofaj, lenfosit ve
trombositleri hasara ugratan bir proteindir. Molekiiler agirligi 3 kDa olan bir proteindir.
Genis biyolojik aktiviteye sahip olan bu toksin, hiicre membran biitiinliigiinii bozarak
boyutlar1 zamanla artan kanallar olusturarak membranla etkilesir ve hiicre igerigi
disartya ¢ikar (Allen ve ark., 2006). Bu enzimatik aktivite, Stafilokoksik Toksik Sok
Sendromu (TSS) ve stafilokokal besin zehirlenmesinde rol oynar. Antijenik &zellik
gostermez (Allen ve ark., 2006; Cengiz, 1999; Murray ve ark., 1993).

Lokosidinler

Panton — Valentine Lokosidin (PVL)

PVL proteinleri ise LukS-P-V ve LUkFP-V olmak iizere iki tiptir. HIgA, HIgC
ve LukS-P-V proteinlerine, ¢oziicii iginde yavas ayristiklarindan S (slow-eluting
protein) proteinleri, HIgB ve LukF-P-V proteinlerine ise ¢oziicii iginde hizl
ayristiklarindan dolay1r F (fast-eluting protein) proteinleri adi verilmistir. Bu li¢ S
proteininden her biri, iki F proteininden biri ile baglanarak ikili kompleksler olusturur. S
ve F proteinlerinden higbiri tek basina hemolitik veya l6kosidal aktivite gdsteremez.
Notrofil ve makrofajlar iizerine litik etkisi vardir ancak hemolitik aktivitesi yoktur
(Allen ve ark., 2006; Murray ve ark., 1993).

Enteretoksin

Serolojik olarak farkli antijen yapisina sahip 8 cesit stafilokokal enterotoksin
saptanmistir (A, B, Cl, C2, C3, D, E ve F). Enteretoksinler 100°C’de 30 dakika
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1sitmaya ve gastrik-jejunal enzimlerle hidrolize direngli, polipeptit yapisinda
maddelerdir. Bu nedenle besin maddesi bir kere enteretoksin iireten stafilokoklarla
kontamine olduktan sonra, yiyecegin tekrar isitilmasi ya da sindirim siireci Onleyici
olamayacaktir. Biitiin S.aureus suslarinin %30-50’si bu toksinleri iiretmektedir. Besin
zehirlenmelerinde karsimiza ¢ikan en yaygin toksin enterotoksin A’dir. Enterotoksin B
ise hastane enfeksiyonlarinda ¢ok karsilasilan bir toksindir. Enterotoksin B nadir
goriilen stafilokoksik psddomembrandz enterokolit tablosuna neden olmaktadir
(Tinger, 2004). Enterotoksin B ve nadiren enterotoksin C menstruasyon dis1 TSS
olgularinin yaklagik yarisindan sorumludur. Bu toksinler siiperantijen olup, sitokin
salmmmi1 ve T hiicrelerinin nonspesifik aktivasyonunu uyarabilirler (Bilgehan, 2000;
Murray ve ark., 1993).

Toksik Sok Sendromu Toksini

Stafilokokal siiperantijenler olarak bilinen toksin grubunun bir parcasidir. 22
kDA molekiil agirhigindadir. TSST-1 (toksik sok sendrom toksini) toksik sok
sendromuna neden olan ve birgok S.aureus tarafindan olusturulan toksindir.
Stiperantijen yapisinda olan bu toksin 1siya ve proteolitik enzimlere direnglidir.
Ozellikle adet gdrme sirasinda tampon kullanan kadinlarda veya yara infeksiyonu
bulunan kisilerde toksik soka neden olur (Levinson, 2008). Toksik sok sendromu ates,
diyare, deride yaygin kirmiz1 dokiintiiler, mental konfiizyon, ciddi hipotansiyon, bobrek
yetmezligi ile karakterize klinik bir tablodur (Allen ve ark., 2006; Cengiz, 1999). TSST-
1 diisiik konsantrasyonlarda endotelyal hiicrelerden sizintiya neden olurken, yliksek
konsantrasyonlarda hiicrelere sitotoksik etki gostermektedir (Dinges ve ark., 2000). Son
zamanlarda koagiilaz negatif stafilokoklarin da TSST-1 {retebildikleri ve bu
organizmalar tarafindan olusturulan TSS vakalar1 bildirilmistir (Crass ve Bergdoll,
1986).

Eksfoliyatif Toksin (Eksfoliyatin)

Eksfoliyatif toksin A ve B olmak {iizere iki gruba ayrilmaktadir. Her biri 24
kDa molekiiler agirligindadir. Eksfoliyatif toksin A 1siya direngli olup kromozomal
kokenli bir proteindir. Eksfoliyatif toksin B ise 1siya duyarli plazmid aracili bir
proteindir. Bu iki protein biyokimyasal ve antijenik yapilari bakimindan farkli olmasina
ragmen benzer biyolojik aktiviteye sahiptirler (Allen ve ark, 2006; Moreillon ve ark.,

2005). Bu toksinlerin benzer aktiviteleri, siiperantijen 6zelliginde olmalar1 ve proteolitik
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aktiviteye sahip olmalaridir (Tiinger, 2004). Bu toksinlerin birinin ya da her ikisini
tireten suslar “stafilokokal soyulmus deri sendromundan” sorumludur. Stafilokokkal
Haslanmis Deri Sendromu (SHDS)’na neden olan bu toksinler, epidermisdeki stratum
graniilosum tabakasini olusturan hiicrelerin interseliiler baglarinin kopmasina ve stratum
graniilosumun ayrilmasina neden olurlar (Aygen, 1997).

2.6.5. Enzimler

Katalaz

Biitiin stafilokoklar miyeloperoksidaz sistemince diizenlenen toksik hidrojen
peroksitin su ve oksijene doniisiimiinii katalize eden katalaz enzimi iiretirler. Bu enzim
sayesinde bakteriler fagositoz sonrasinda da yasamini siirdiirebilir (Kloos ve
Bannerman, 1995). Hidrojen peroksit bakteriyel metabolizma sirasinda veya fagositoz
sonrast birikebilir. Katalaz, fagosite edilmis bakterinin oksijen radikalleri ile
oldiiriilmesini engelleyerek konak savunma mekanizmalarini bozar.

Koagiilaz

S.aureus’un tanimlanmasinda kullanilan en giivenilir testtir (Allen ve ark.,
2006). S.aureus suslar1 bagli ve serbest olmak iizere iki formda koagiiloza sahiptir.
Stafilokokal hiice duvarindaki bagli koagiilaz direkt olarak fibrinojeni ¢dziinmeyen
fibrine ¢evirir ve stafilokoklarin kiimelesmesine neden olur (Sekil 6). Serbest koagiilaz
ise plazmada coagulase-reacting factor (CRF) ile birleserek bir trombin benzeri faktor
(staphylothrombin) olusturur. Bu faktdr fibrinojeni fibrine doniistiirerek kiimelesmeye
neden olur. Bu sekilde bakterinin etrafi fibrinle g¢evrilir ve bakteri fagositoza karsi

direncli hale gelir (Allen ve ark., 2006; Tiinger, 2004).

www.bacteriainphotos.com

Staphylococcus aureus hyl
agglutination = presence of bound coagulase
(clumping factor)

LATEX AGGLUTINATION

Sekil 6. Stafilokoklarda koagiilaz testi (URL-6)
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Hyaluronidaz

Bag dokuda bulunan Hyaluronik asidi hidrolize eder. Bu enzim antijenik
Ozellige sahiptir. S.aureus’un dokuda yayilimini kolaylastirir (Allen ve ark., 2006).
S.aureus’larin %90’dan fazlasi bu enzimi {iretir.

Fibrinolizin

Stafilokinaz olarak da isimlendirilir. Hemen hemen biitiin S.aureus tiirlerince
aretilir, fibrin kilifin1 eriterek infeksiyonun yayilimini kolaylastirir (Murray, 1993).
Ayn1 zamanda stafilokokal fibrinolizin 1siya direnglidir.

Lipaz

S.aureus’un tiim suslari ve KNS’lerin %30°u tarafindan lipaz tretilmektedir.
Bu enzim lipitleri hidrolize eder. Lipaz viicutda yagca zengin deri bolgelerinde bulunan
stafilokoklarin canliligin1 devam ettirmesini saglayan bir faktordiir. Ayrica kutanéz ve
subkutanéz dokularda yiizeysel cilt enfeksiyonlarinin gelisiminde rol oynar (Tiinger,
2004, Kloos ve Bannerman, 1995).

Fosfolipaz C (Phosphatidylinositol-specific Phospholipase C, Lesitinaz)

Hiicrelerin kompleman ve onun biyoaktif {iriinlerine kars1 duyarliligini
arttirmaktadir. Bunun sonucu olarak hiicreler daha cabuk parcalanir. Ozellikle eriskin
tip solunum zorlugu sendromu ve dissemine intravaskiiler koagiilasyon tanis1 bulunan
hastalardan izole edilen suslarda saptanan bir enzim ¢esididir. Bu suslar antimikrobiyal
ajanlara 6zelliklede penisiline direnglidir.

Beta-Laktamaz (Penisilaz)

S.aureus en az 3 farkli tip beta-laktamaz tiretmektedir. Beta-laktamazlar, Beta-
laktam halkasindaki amid bagimi pargalayarak beta-laktam antibiyotiklerin etkilerini
inhibe ederler. Penisilin, ampisilin ve diger beta-laktam antibiyotiklere karsi gelisen
direncin biiylik kism1 bu yolla ortaya ¢ikmaktadir. Bu enzimleri kodlayan direng¢ genleri
plazmidler ve transpozonlar araciligiyla diger suslara aktarilir (Kloos ve Bannerman,
1995; Bouvet ve ark., 1990).

Slime faktor

Bu madde stafilokoklarin katater ve diger sentetik maddelere kolayca
yapismasina ve kolonize olmalarin saglar. Bazi KNS’ler tarafindan sentezlenir. %401

karbonhidrat, %27’si protein yapisinda, kuvvetli antijenik 6zellige sahip bir madde olup
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hiicresel immiin yanit1 baskilar, opsonizasyonu, nétrofil kemotaksisini ve ndtrofil
fagositozunu inhibe eder (Allen ve ark., 2006; Aygen, 1997).

Deoksiriboniikleaz (DNAse)

DNA’y1 hidrolize eden bir fosfodiesterazdir. S.aureus izolatlariin %90-
96’sinda bulunur, 1siya direnglidir. Patojenitedeki rolii heniiz bilinmemektedir (Allen ve
ark., 2006).

2.7. Epidemiyoloji

Yenidoganlarda S.aureus suslari gobek cevresi, perianal bolge, deri ve bazen
de gastrointestinal sistemde kolonize olur. ileriki dénemlerde ise S.aureus’un en nemli
kolonizasyon bolgesi 6n nazofarinkstir. Saglikli erigkinlerde kolonizasyon %10-20
oraninda kalic1 olmakla birlikte, %30-50 arasinda degismektedir. Stafilokoklar sistemik
ve lokal bircok enfeksiyona neden olan ve son yillarda bazi antimikrobiyal ajanlara
diren¢ gelistirmesi nedeniyle dnem kazanan mikroorganizmalardir (Kiregci ve Aktas,
2004). Siklikla deri ve deri ile iliskili bezlerde, bazen de orofarinks, gastrointestinal ve
tirogenital mukozada kolonize olurlar (Kloos ve Bannerman, 1995). KNS‘ler mukozalar
tizerinde, nemli bolgelerde ve 6zellikle deride, normal flora elemani olarak bulunurlar.
Aksilla, burun delikleri, perine gibi nemli bdlgelerde 103-10° bakteri olusturan iinite
(colony forming unit)/cm? (CFU/cm?), kuru vyiizeylerde ise 10-10° CFU/cm? gibi
miktarlarda bulunurlar (Kocazeybek ve ark., 2011). Tip 1 diyabetli hastalar, intravenoz
uyusturucu kullananlar, hemodiyaliz ve cerrahi operasyon gecirmis hastalar, atopik
dermatitliler, kazanilmis immun yetmezlikli hastalar ve IL-2 (Interlokin) tedavisi géren
hastalarda tasiyicilik orani genel popiilasyona gore daha fazladir (Diindar, 2000).
Stafilokoklar yiiksek 1s1, dezenfektanlar ve antiseptik soliisyonlara duyarlidir fakat kuru
yiizeylerde uzun siire canli kalabilirler. Stafilokoklar direkt temasla veya kontamine
ara¢ ve gereclerle yayilirlar (Murray ve ark., 1993). Nazal tastyicilik orani hem
toplumda hem de hastane ¢alisanlarinda %10-40 arasinda degisir. S.aureus nazal
tastyiciligi, ozellikle MRSA’da hem kalicilik hem de coklu ilag direncli stafilokokun
yayilimi anlamima gelmektedir (Moreillon ve ark., 2005). Etken olduklari hastane
enfeksiyonlarinda en Onemli kaynak, hastalar veya hastane personelinin burun
tastyicihigidir (Hizel ve ark., 2005). Toplumda kontrol, kronik veya tekrarlayan

tasiyicilara yoneliktir. Korunmanin temelinde hijyen kosullarina uyulma, deri
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temizligine dikkat edilme ve gida islemiyle ilgilenenlerin temizlik kurallarina uyma
prensipleri bulunmaktadir (Souvenir ve ark., 1998).

2.8. Hastane Enfeksiyonu Etkeni Olarak S.aureus

S.aureus toplum ve hastane kaynakli ciddi enfeksiyonlarin énemli bir nedeni
olarak bilinmektedir (Joklik ve ark., 1988). Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari,
bakteriyemi, endokaridit, menenjit, pulmoner enfeksiyonlar, perikardit, osteomiyelit,
septik artrit, piyomiyozitin en 6nemli etkenlerindendir. Ayrica S.aureus antimikrobiyal
ajanlara kars1 gelistirdigi diren¢ mekanizmalar1 ile olduk¢a Onem tasimaktadir. 1945
yilindan itibaren penisilinin tedaviye girmesiyle birlikte S.aureus suslarinda beta
laktamaza bagli penisilin direnci hizla artmistir. 1960 yilinda penisilaza dayanikli
semisentetik bir penisilin olan metisilinin kullanima girmesiyle birlikte bir yil i¢inde
MRSA suslart Avrupa’da goriilmeye baslamistir. 1980°de Ingiltere’de ilk epidemik
MRSA susu tanimlanmis ve ardindan farkli cografik bolgelerden de direncli suslar
bildirilmeye baslamistir. Gilinlimiizde MRSA tiim diinyada hastane enfeksiyonu
etkenleri arasinda 6nemli bir sorun olarak bildirilmektedir. 1980°li yillardan itibaren
MRSA hastanelerde major klinik ve epidemiyolojik bir problem olarak bilinmektedir.
MRSA; mukoz membranlarin ve derinin normal florasinda bulunmaktadir. Major
kolonizasyon yeri burun i¢idir. Genel populasyonun yaklasik %40°1 nazal tastyicidir.
Hastane personelinde bu oran %70’¢ kadar ¢ikabilmektedir. Hastalar ve hastane
personelinde  MRSA nazal tasiyiciligi, hastanede MRSA’nin yayilmasina neden
olmaktadir. Nozokomiyal MRSA yayilimmin yollarii1 tanimlamak ve MRSA
salginlarinin  epidemiyolojisini incelemek i¢in bireysel MRSA kokenlerinin ayirt
edilebilmesi gerekir. Hastane i¢inde S.aureus’un klonal yayilma egilimi klinik izotlarda
Ozgil tipleme yoOntemlerinin gelistirilmesine yol agmistir. Ancak MRSA kdkenleri
arasinda yiiksek derecedeki genetik yatkinlik nedeni ile 6zellikle rutin bakteriyolojik
yontemleri kullanan pek ¢ok hastane laboratuvari i¢in bu ayrim gii¢ olabilir. MRSA
kolonizasyonu ve enfeksiyonlari risk altindaki hastalar; immiin yetmezligi olan hastalar,
cogul antibiyotik tedavisi uygulanan hastalar, steroid ve kemoterapi alan hastalar,
hemodializ hastalari, cerrahi ve yogun bakim iinitesi hastalari, yasli ve malniitrisyonu
olan hastalar ve diyabet hastalaridir. Hastanelerde MRSA salginlar1 durumunda
enfeksiyon kontrol ekibi bir¢ok problemle karsi karsiya kalabilmektedir. Bu problemler;

salgin kaynagini tanimlamada zorluk, izolasyon imkanlarinin sinirli olmasi sebebiyle

16



vakalarin artan sayisi ile basa ¢ikamamak, servis kapatmanin karisikliga yol agmast,
personel taramasindan etkili sonu¢ alinamamasi gibi giicliikler MRSA kontroliine daha
fazla 6nem verilmesi gerekliligini ortaya c¢ikarmaktadir. MRSA nazal tasiyici olan
hastane personeli, bu bakteriyi diger personele ve hastalara direkt el temasi veya hava
yoluyla bulagtirabilmektedir. MRSA bir aydan daha uzun siire ¢evre kosullarinda canli
kalabilmektedir. Indirekt temas yolu ile de bulasabilir. En yaygin bulasma yolu saglik
personelinin kontamine elleridir.

2.8.1. Stafilokoklarin Neden Oldugu Enfeksiyonlar

S.aureus yaygin insan patojenidir. Deri ve yumusak dokudan, pnomoni,
osteomiyelit ve endokardit gibi bir ¢ok enfeksiyona neden olur (Joklik ve ark., 1988).
Deri enfeksiyonlarinda stafilokok, yag ve ter bezleri ile kil diplerinden organizmaya
girer. Insanin savunma mekanizmasi, mikroorganizmanin sayisi, virulansi, deri ve
mukoza biitlinliigliniin bozulmas1 enfeksiyon olusumunu etkileyen faktorlerdir. Damar
ici protez ve plastik katater uygulamalar1 ile bakteriyemi gelisebilir. Burunda stafilokok
tastyanlar 6nemli enfeksiyon kaynagidir. Bakteri hava yoluyla ve temasla bulasir,
yayilir. S.aureus, enfekte ettigi bolgede hizla kolonize olabilen bir bakteridir. Yerlestigi
odaktan lenfatikler ya da kan akimiyla yayilarak viicudun diger kisimlarina yayilarak
viicudun diger kisimlarinda enfeksiyon olustururlar. S.aureus, yiiksek viriilansi, ¢evresel
kosullara tistiin adaptasyon yetenegi ve antibiyotiklere ¢ok ¢abuk direng gelistirebilmesi
ile stafilokok tiirleri arasinda 6zel bir yere sahiptir. Yeni gelistirilen antibiyotiklere bile
olduk¢a hizli ve etkin diren¢ mekanizmalar1 gelistirerek hastane enfeksiyonlarinin en
basta gelen etmenlerinden biri olmaktadir. Toksinler (Alfa-hemolizin, panton-valentin
16kosidin), siiper antijenler (enteretoksinler, toksik sok sendrom toksini-1), fagositoz
inhibitorleri (polisakkarit kapsiil, protein-A) ve immiin sistemden kagis molekiilleri
(stafilokinaz, aerolizin) S.aureus’un patogenezine Onemli katkida bulunurlar.
Insanlardaki stafilokok enfeksiyonlarinda S.aureus &ncelikli patojen olarak yer alir.
Bundan bagka deri ve mukozalarin normal flora bakterileri olarak kabul edilen
S.epidermidis ve S.saprophyticus gibi koagiilaz negatif stafilokoklarda enfeksiyon
tablosu olustururlar. S.aureus ya toksinleriyle ya da dokulara yayilip zarar vererek
hastalik yapmaktadir. Stafilokok enfeksiyonlarinm ana bulgusu siipiirasyondur. Irin
dolu apse olustururlar. Baz1 stafilokok hastaliklar1 sadece toksin etkisinin bir sonucu

olarak (SHDS, stafilokoklara bagli besin zehirlenmeleri ve TSS gibi), diger bazilari ise
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bakterinin ¢ogalmasini takiben apse gelisimi ve doku yikimina bagli olarak (deri
enfeksiyonlari, endokardit, pndmoni, ampiyem, osteomiyelit, septik artrit gibi) ortaya
¢ikmaktadir.

Deri Enfeksiyonlari

Insanlarda en c¢ok goriilen enfeksiyon tiiriidiir. Impetigo, derinin yiizeysel
tabakalarinda kabuklu pistiillerin olusumu ile karakterizedir. Cok bulasicidir.
Bebeklerde SHDS sebep olurlar. Lokal lezyonu, deri kavlamasi izler. Yenidoganda
jeneralize eksfoliyatif dermatit yapar. Bu hastalik tipik olarak S.aureus’ta bulunan eta
ve etb genlerinin kodladigi eksfolyatif toksin A ve B’den (ETA-ETB) biri ile meydana
gelmektedir. Bu genler faj veya plazmid {izerinde bulunmaktadir. Kil folikiilii
enfeksiyonu (follikiilit)’nun deri altt dokuya yayilmasiyla fronkiil ve karbonkiil
meydana gelir (Diindar ve Diindar, 2008). Fronkiil kabarcik seklinde, lokal bir lezyon
goriinimiindedir. Enfeksiyon deri altina penetre olduktan birkag saat sonra O6dem,
kirmizilik ve agr1 olusturur. Odemli bolgenin iizerindeki deri parlak ve incedir. Kisa bir
stire sonra delinir. Karbonkiilde ise daha fazla odak ve fibroz dokunun derin
tabakalaria yayilim vardir. Yiiz, boyun ve sirt bolgelerinde siklikla goriiliir.

Mastit

Puerperal donemin genellikle ikinci veya licilincii haftasinda olmak {izere
emziren kadinlarin %1-3’tinde S.aureus ile iliskili mastit gelisebilmektedir.

Pnomoni

Stafilokoklar nazofaranjit ve akut siniizitin en ¢ok goriilen nedenleri arasinda
yer almaktadir. Lober, intersitisyel pnomoni ve lokal septik emboli yapabilir.
Stafilokokal pndmonide, apse olusumuna egilim vardir. Akciger parankim harabiyetiyle
bronkopndémoni, fulminan, hemorajik pndmoni tablolar1 gelisebilir. Hastalarda yiiksek
ates, sar1 kanli balgam ¢ikarma ve Oksiiriik mevcuttur. Bakteri, ampiyem sivisi, balgam
ve akciger igne biyopsisi materyalinden ve kan kiiltiirlinden izole edilebilmektedir.
Hastane kokenli S.aureus pnomonileri ise genellikle entiibasyon sonrasi veya
aspirasyona bagli olarak goriiliir (Aygen, 1997).S.aureus pnomonisi onceleri daha az
siklikla tanimlanmis ve ilk olarak influenzanin bir komplikasyonu olarak goriilmiistiir.
1918’lerde geng bireylerdeki influenza pandemilerinden elde edilen kayitlarda 6lenlerin
¢ogu ile S.aureus’un yol actigi bakteriyel siiper enfeksiyonlar arasinda iliski

kurulmustur. Son yillarda, PVL toksini tiireten S.aureus izolatlar1 saglikli geng
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bireylerdeki pndmoni gibi deri ve yumusak doku infeksiyonlari ile iligkili bulunmustur

(Sekil 7).

Oxygen unable to
reach bloodstream

Fluid filling air spaces

Sekil 7. Pnomoni’de akciger goriiniimii (URL-7)

Uriner Sistem Enfeksiyonlar

Siipiiratif Hidraadenit

Aksilla, perine ve genital bolgelerde goriilen, ter bezlerinin piyojenik
enfeksiyonudur (Sekil 8). Hematojen yolla veya katater kullananlarda asendan yolla
gelisebilir (Aygen, 1997; Ulusoy, 2004). Lezyonlar fronkiil benzeri gruplar halinde

goriiliir. Birden fazla drenaj agiklig1 olabilir. Tyilestiginde skar birakir.

Sekil 8. Siipiiratif Hidraadenit goriiniimii (URL-8)
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Kas ve Iskelet Sistemi Enfeksiyonlar1

Septik Artrit

S.aureus, eriskinlerdeki non-gonokokal artrit ve ¢ocuklardaki septik artrite
neden olan en sik etkenlerdendir (Ulusoy, 2004). Septik artrit, lokal travma gibi
durumlardan sonra hematojen veya iyatrojenik olarak meydana gelebilir. Semptomlar
akut agr1 ve eklem sismesi olarak goriilmektedir. Birka¢ giin i¢inde bireylerdeki
bakteriyel enfeksiyonlardan dolay1 eklem yikimi gerceklesir. Bu durumlardan dolay1
hastalara hemen kiiltiir, kan ve biyokimyasal testler uygulanir.

Septik Bursit

Septik bursit ¢gogunlukla dirsek ve diz kapagi gibi bolgelerde goriillmektedir.
Hastalik eklemlerdeki akut bir enfeksiyon olarak tanimlanmaktadir. Eklem tizerindeki
deri genellikle iltihaplanmistir. Artrit ve osteomyelitin aksine septik bursitte eklem
tizerini Orten deride hareket veya baski durumlarinda agri olusmamaktadir. Septik bursit
olgularinin %80’inden ¢oguna S.aureus enfeksiyonlart1 neden olur (Aygen, 1997;
Ulusoy, 2004).

Pyomiyozit

Iskelet kasmin sik rastlanmayan piyojenik enfeksiyonu olan piyomiyozit,
cocuklarda nadir goriilen fakat ciddi seyredebilen bir hastaliktir. Piyomiyozit benign
hastaliklarla kolaylikla karistirilabilecegi igin, kompartman sendromu, komsu eklemde
osteomiyelit, bitisik eklemin ekstansiyonu ve yikimi, sepsis ve Oliime yol
acabilmektedir (Ulusoy, 2004).

Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlar:

Bakteriyemi ve Endokardit

Toplumdan kazanilmis stafilokoklara bagli bakteriyemi genellikle selliilit,
osteomiyelit ve pnomoni gibi bir odaktan kaynaklanirken; hastane kokenli stafilokok
bakteriyemileri daha ¢ok intraven6z kateterlerden kaynaklanmaktadir (Aygen, 1997;
Ulusoy, 2004). Hastalik genellikle {irperme ve titremelerle baslamaktadir. Fizik
muayenede ates ve subkonjonktival hemoraji yaninda ileri olgularda nekrotik deri
lezyonlar1 ve ekstremitelerde gangren goriilebilmektedir. S.aureus, akut bakteriyel
endokarditisin en sik etkenidir (Sekil 9). Hastane ya da toplum kaynakli olabilmektedir.

Bunlar arasinda bir¢ok vakanin hastane ¢alisanlarindan kazanildig: bildirilmistir.
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Sekil 9. Endokardit goriiniimi (URL-9)
Menenjit
S.aureus menenjiti bakteriyemi, travma veya intratekal implant kolonizasyonu

sonucu goriiliir. Klinik dzellikleri diger bakteriyel menenjitlerle aynidir (Sekil 10).

Sekil 10. Menenjit belirtileri (URL10)

Osteomyelit

Yara ve fronkiil gibi primer bir odaktan hematojen yayilim sonucu, S.aureus
tarafindan daha ¢ok ¢ocuklarda meydana gelen osteomyelit, uzun kemiklerin diafizinde
goriilmektedir. Osteomyelit ¢cok eskiden beri bilinmektedir. Vakalarin %350-70’ine
S.aureus enfeksiyonlari neden olmaktadir. Bakterinin kemikte meydana getirdigi
enfeksiyonlar sonucu bu hastalilk meydana gelmektedir. Antibakteriyel tedavilerin
uygulanmasindan sonra hem 6liim hem de osteomyelit yayginliginda 6nemli bir azalma

olmustur.
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Toksine Bagh Olarak Gelisen Enfeksiyonlar

Besin Zehirlenmesi

Genellikle yiyecek hazirlayicilarinin ellerinde kolonize olmus S.aureus
suslariin yiyeceklere bulasmasi ve bu yiyecekler iizerine salgiladiklari 1siya direngli
enterotoksinlerin yiyeceklerle birlikte tiikketilmesi ile ortaya ¢ikmaktadir (Aygen, 1997;
Ulusoy, 2004). Toksin aracili hastaliklar tipik olarak SHDS, TSS, stafilokokal besin
zehirlenmesini igerir. Siiperantijen Ozelligi tasiyan cesitli toksinlerin aracilik ettigi
hastaliklardir. Hastalik enterotoksin olusturan suslar tarafindan aciga ¢ikarilan toksini
bulunduran besinlerin yenilmesinden birka¢ saat sonra meydana gelmektedir. Hastaligin
belirtileri besinin tiiketilmesinden 6-8 saat sonra baslayan bulanti, kusma, diyare, karin
agrisi, agir kramplar, bas agrisi, terleme ve soktur. Ates goriilmez ve 6-8 saat icinde,
tam 1yilesme gozlenir. Genellikle bol karbonhidratl ve siitlii tatlilar, patates salatalari,
tavuk eti ve dondurma gibi yiyeceklerle bulasmaktadir. Besinler genel olarak normal
goriiniise ve kokuya sahiptirler.

Toksik Sok Sendromu

1980’lerin baslarinda menstriiasyon siirecinde yiiksek emici tamponlarin
kullaniminin artmasi ile birlikte gen¢ kadinlarda c¢ok sayida olgu bildirilmistir.
Menstruel TSS, TSST-1 adi verilen toksin ile olusmaktadir. Toksijenik suslar lokal
olarak toksini salgilarlar. TSST-1 mukozalar1 geger ve tiim viicuda yayilir. TSS, primer
olarak TSST-1 iireten S.aureus’un lokal enfeksiyonu sonucu olusan, septik soka benzer
bir klinik tablodur (Aygen, 1997; Ulusoy, 2004). Bu sendrom ates, bulanti, kusma,
diyare, yaygin dokiintiiler (skarlatino form), el ve ayak tabanlarinda eksfoliyasyon ile
kizilin yiizeyel formlarina benzemektedir. TSST-1 ekzotoksini, aerobik kosullarda en
fazla ftretilmektedir. TSS, 20-40 yasindaki kadinlarda daha sik goriilmekte ve
menstriiasyon sirasinda kullanilan tamponlarin, vajinada S.aureus kolonizasyonuna yol
acmastyla ortaya ¢ikmaktadir.

TSST-1’in sok ve ¢ok sayida organ-sistem yetmezligi olusturmasinda, ¢esitli
mekanizmalar etkin olmaktadir.

1- Interlokin-1 (IL-1) ve tiimdr nekrozis faktor-alfa (TNF-alfa) gibi sitokinlerin
salinimint tetikler. Gram negatif bakterilerin lipopolisakkarit (LPS)’leri gibi ayn1 yoldan
etki ederek soka neden olur. T hiicre proliferasyonu ve yiiksek diizeylerde IL-2 tiretimi

gozlenir. Sekonder etki IL-1 ve TNF-alfa iiretiminin artmas1 gibi goziikmektedir.
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2- TSST-1, LPS ile sinerjik etki gosterir ve organizmanin LPS duyarliligini
artirir.

3- TSST-1 dogrudan endotel hiicrelerini etkileyebilir. Bu yolla dolagim sistemi
fonksiyonlarinda bozulma, kapillerden s1vi sizmasi ve hipotansiyon gelisir.

Haslanms Deri Sendromu

Haslanmis deri sendromu yiizeysel bir deri enfeksiyonudur. ik kez Alman
doktor Baron Gotfried Ritter von Rittershain tarafindan 1878 yilinda tanimlanmuistir.
Bazen “Ritter hastalig1” olarak da anilmaktadir. Yenidoganda nazofarenks, gobek veya
tiriner sistemde enfeksiyon olusturan, epidermolitik toksin iireten S.aureus suslari,
enfeksiyonun 24-48. saatinde deride yaygin biiller olusturmaktadir. Saglam goriinen
deri hafif bir siirtinme ile soyulur hale gelir. Daha sonra igleri steril duru sivi ile dolu
biiller olusur. Sonra biiller parcalanir, yerlerinde yaygin kirmizi nemli ¢iplak bolgeler
kalir. 3-5 giin i¢inde soyulan yerler kurur ve 10 giinde yeni epidermis ile kaplanarak
cogu kez iyilesir. Fakat ciddi sivi ve elektrolit kaybi sonucu hipovolemi ve Sepsis
olusabilmektedir. Tutulan deri bdlgesinde mikroorganizma yoktur. Toksin yiizeysel
olarak tiim viicuda yayilir ve haglanmis bir deri goriiniimii meydana gelir. Deriye
dokunuldugunda hemen dokiilme gergeklesir. Meydana gelen kabarciklar i¢indeki sivi
temizdir. Hastalik 4-7 giin i¢inde kendiliginden diizelir. Tedavide spesifik antibiyotikler
de kullanilabilmektedir.

2.8.2. KNS Enfeksiyonlari

Gecgmiste KNS’lerin insan viicudunun dis ortamla temasta olan yiizeylerinde,
ozellikle deride, normal flora elemani olarak bulundugu diisiiniiliirken, giiniimiizde
S.aureus kadar 6nemli bir patojen oldugu anlasilmistir. Basta S.epidermidis olmak {izere
KNS’ler son yillarda hastane enfeksiyonlarinin énemli etkenlerindendir. Bu durumun
nedeni normal flora bakterileri olmalar1 ve invaziv girisimler sonucu kolayca
almabilmeleridir. Insanlarda en fazla patojen olanlar  S.epidermidis ve
S.saprophyticus’tur (Diindar, 2000; Aygen ve ark., 1996).

Yatan hastalarin ¢oguna yattiklar1 slire boyunca damar i¢i ara¢ uygulanir.
KNS’ler; damar i¢i kataterlerin sik kullanildig1 birimlerde nozokomiyal bakteriyemiye
en sik neden olan bakterilerdir (Marshall ve ark., 1998). Intravendz katater
enfeksiyonlarinda, ¢ogunlukla S.epidermidis etken olarak gosterilmektedir (Mermel ve

ark., 2001). Koagiilaz negatif stafilokoklarin etken oldugu dogal kapak endokarditi
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nadir goriiliir ve tim endokardit olgularimin %5-8’ini kapsar. Endokardit olusumu,
gecici bakteriyemiler sirasinda KNS’lerin hasar gormiis kalp kapaklarina ve endokarda
tutunmalar1 ile gergeklesmektedir. Prostetik kapak endokarditlerinde ise KNS’ler
siklikla etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Mermel ve ark., 2001). Katater ve sant
enfeksiyonlarmin %50’den fazlasindan KNS’ler sorumludur. En sik gozlenen etken
S.epidermidis’dir. S.epidermidis’in o6zellikle katater, sant, plastik protez gibi yabanci
cisimlerin bulundugu ortamlara afiniteleri biiyiiktiir (Stout ve ark., 1994). S.aureus ile
kiyaslandigi zaman KNS’ler nadiren osteomiyelit etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Fakat iki durumda osteomiyelit etkeni olarak one ¢ikarlar. lki eklem protezi takilmasi
sonras1 gelisen protez enfeksiyonu ve ikincisi acik kalp cerrahisi olmus hastalarda
gelisen sternal osteomiyelitlerdir (Allen ve ark., 2006).

2.9. Tam

2.9.1. Koloni Morfolojisi

S.aureus kolonileri, kanl agarda 24 saat inkiibasyon sonunda genellikle sari-
turuncu, diizgiin kenarli, yuvarlak, kremsi ve hafif konveks koloniler olustururlar. Bazi
S.aureus kolonileri kanli agarda beta-hemoliz yapabilir (Sekil 11). KNS kolonileri ise
hafif konveks kabarik, S tipi, parlak ve genellikle pigmentsizdir (Allen ve ark., 2006;
Tiinger, 2004).

www.microbiologyinpictures.com

(MRSA)

Staphylococcus aureus

\ production of the golden-yellow

pigment staphyloxanthin

beta-hemolysis

Sekil 11. S.aureus koloni morfolojisi (URL-11)

2.9.2. Gram Boyama

Temiz bir lam {izerine bir damla serum fizyolojik damlatilir ve stafilokok
kolonileri homojen bir sekilde karistirilir. Havada kurutulur ve ardindan 3 kez alevden
gecirilir. Gram boyamaya tabi tutulur; kristal viyole (1 dakika), liigol eriyigi (1 dakika),
%9611k etil alkol ile yikama (10 saniye) ve son olarak sulu fuksinde (30 saniye)
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bekletilir. Immersiyon yagi ile 100X’te yapilan incelemede gram pozitif iiziim
salkimina benzeyen kok seklindeki mikroorganizmalar stafilokok olarak degerlendirilir.

Stafilokoklarin tiimii gram pozitiftir (Allen ve ark., 2006; Tiinger, 2004) (Sekil 12).

-

Sekil 12. Gram boyama sonrast goriiniimii (URL-12)

2.9.3. Katalaz Testi

Hidrojen peroksit (H20,)’i su ve oksijene ayristiran katalaz enziminin
gosterilmesi i¢in yapilir (Sekil 13). Gram pozitif olan stafilokok ve mikrokoklarin,

streptokok tiyelerinden ayrimini saglar (Allen ve ark., 2006; Tiinger, 2004).

www.bacteriainphotos.com

Catalase test (S.aureus)

Sekil 13. Katalaz testi (URL-13)

2.9.4. Koagiilaz Testi

S.aureus’u diger stafilokoklardan ayirt etmede en yaygin kullanilan ve en
giivenilir testtir (Allen ve ark., 2006). Tiip koagiilaz ve lam koagiilaz testi olmak iizere
iki sekilde yapilabilir. Her iki test i¢in etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)’1 tavsan
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plazmasi Onerilmektedir; ancak insan plazmasi da kullanilabilmektedir. Koagiilaz
pozitif olan ornekler S.aureus olarak degerlendirilirken, negatif 6rnekler KNS olarak
adlandirilir (Allen ve ark., 2006; Tiinger, 2004).

Lam Koagiilaz

S.aureus’un birg¢ok susu hiicre duvar yilizeyine bagl koagiilaz ya da “clumping
faktore” sahip olup plazmadaki fibrinojenle direkt reaksiyona girerek hizli hiicre
agliitinasyonuna neden olur (Sekil 14). Besiyerinden 6ze ile alinan stafilokok kolonileri
lam tizerinde bir damla distile su ile homojenize edilir ve tlizerine bir damla plazma
damlatiip bir middet karstirtlir. Gozle goriilen kiimelesmeler pozitif olarak

degerlendirilir (Allen ve ark., 2006; Tiinger, 2004).

www bacteriainphotos.com

Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis
agglutination = presence of bound coagulase
(clumping factor)

LATEX AGGLUTINATION

Sekil 14. Stafilokoklarda koagiilaz testi (URL-6)

Tiip Koagiilaz

Stafilokoklarin salgiladiklar1 serbest koagiilaz arastirilir. Bu madde plazmada
bulunan CRF (coagulase reacting factor) ile iliski kurar ve fibrinojeni fibrine
dontstiirerek pihtilasmaya yol agar (Sekil 15). Tavsan veya insan plazmasi
kullanilabilir. Kiiltiir ve plazma karisimi hazirlanir ve tiip 37°C’de inkiibasyona
birakilir. Pihtilagma olup olmadigt 1., 3., 6. ve 24. saatlerde goézlemlenir. Pihtinin
olusmasi pozitif sonu¢ olarak degerlendirilir (Allen ve ark., 2006; Tiinger, 2004).

Stafilokoklarin tanimlanmasinda kullanilan yontem ve Kriterler Tablo 2.’deki gibidir.

T m—

e

Sekil 15. Tiip koagiilaz testi a) koagiilaz (+) ve b) koagiilaz (-) 6rneklerin goriinimii (URL-15)
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Tablo 2. Stafilokoklarin tanimlanmasinda kullanilan testler (Allen ve ark., 2006)

S. aureus KNS

Tiip koagiilaz + -
Lam koagiilaz + -1+
DNAse + )
Hemolizinler + -+
Katalaz + +
Oksidaz - -
Alkalen fosfataz + -id
Prolidoniz arilamidaz - -id
Ornitin dekarboksilaz - -id
Ureaz D -/d
Beta galaktosidaz - -/d
Asetoin {iretimi + +/d
Novobiyosin direnci - )
Polimiksin B direnci + +-
Mannitolden asit olusumu + -/d

+: pozitif, -: negatif, d: degisken, (-): bliyiikk cogunlugu negatif

DNAse Testi

S.aureus endoniikleolitik ve ekzoniikleolitik aktivitelere sahip hem DNAse
hem de termostabil niikleaz tiretir (Allen ve ark., 2006).

Glikoz Fermantasyonu

Glikoz fermantasyon testi nonfermentatif gram negatif basiller i¢in olan
oksidasyon-fermentasyon testine benzer bi¢imde uygulanir (Allen ve ark., 2006).
Staphylococcus cinsi fermentatif etki gosterir (Allen ve ark., 2006).

Eritromisin Varh@inda Gliserolden Asit Uretimi:

Stafilokoklar asit tiretirken mikrokoklar asit tiretmezler (Allen ve ark., 2006).

Lizostafine Duyarhhik

Lizostafin, stafilokok hiicre duvarinda bulunan peptidoglikanin glisinden
zengin pentapeptit capraz baglarini ayiran bir endopeptidazdir. Bu etki hiicreyi ozmotik
lizise duyarli hale getirir (Allen ve ark., 2006).

Furazolidona Duyarhhk

Mikrokoklar furazolidona direnglidir ve 6-9 mm arasi zon degeri gosterirken
stafilokoklar furazolidon tarafindan inhibe edilir ve 15mm ya da daha fazla zon gosterir
(Allen ve ark., 2006)
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2.9.5. Micrococcus Tiirlerinin Staphylococcus Tiirlerinden Ayrilmasi
Katalaz pozitif, gram pozitif kok grubundan olan mikrokok ve stafilokoklar

ayirmak i¢in Tablo 3.’deki testler uygulanabilir.
Tablo 3. Mikrokok ve Stafilokoklarin ayriminda kullanilan testler (Allen ve ark., 2006)

Mikrokok Stafilokok
Ureme hiz1 Cok yavas Yavas-hizli
Lizostafin R S
Furazolidon (100 pg) disk R S
Basitrasin (0.04 U) disk S R
Eritromisin (0.4 pg/mL) varliginda gliserolden asit olugturma | - +
Anaeorobik sartlarda glukozdan asit olugturma - +
Modifiye oksidaz testi + -

R: Direngli, S: Duyarl, +: Pozitif, -: Negatif

Modifiye Oksidaz Testi

Dimetil stilfoksit iginde tetrametil-p fenilendiamin dihidroklorid eriyigi
emdirilmis filtre kagitlar1 kullanilir. Besiyerinden almman koloni diskin {izerine
stirtiildiiginde 30 saniye i¢cinde mavi-mor renk olusumu testin pozitif oldugunu gosterir.
Oksidaz negatif suslar stafilokok olarak kabul edilir.

Basitrasin Duyarhhk Testi

Stafilokoklar disk difiizyon yonteminde basitrasine (0,04U) direnglidirler.
Mikrokoklar duyarlidir ve >10mm zon olustururlar.

Mannitol Fermantasyonu

S.aureus, S.epidermidis ve diger KNS tiirlerin tersine mannitolii fermente
edebilir (Allen ve ark., 2006).

2.10. Tedavi

Stafilokoklarda antibiyotiklere karsi gelisen hizli direngten dolayi, uygun
antibiyotigin se¢imi i¢in antibiyotik duyarlilik testleri yapilmalidir. Direng gelisimi daha
cok S.aureus suslarinda goriilmektedir. S.aureus’un neden oldugu bakteriyemi,
pndémoni, endokardit ve osteomiyelit gibi agir seyirli enfeksiyonlarda yiiksek dozlarda
ve uzun siireli antibiyotik uygulanmasi gerekmekte ve buna bagli olarak direng
gelismektedir (Cengiz, 1999; Giilay, 2008). Metisiline direngli stafilokoklara karsi en
etkili antibiyotik vankomisindir (Ustagelebi, 1999).
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2.10.1. Stafilokok Enfeksiyonlarinda Kullanilan Bashca Antibiyotikler

Beta Laktamaz Inhibitérlii Kombine Penisilinler

Klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam ile ampisilin, amoksisilin, tikarsilin,
piperasilin gibi penisilin tiirevlerinin kombinasyonundan olusan ve beta-laktamaz
salgilayan bakterileri etkileyen antibiyotiklerdir (Ayaz, 2008).

Sefalosporinler

Etki mekanizmalarin1 bakteri hiicre duvar1 sentezinde rol oynayan PBP’lere
baglanarak inhibisyon yoluyla gosterirler. Sefalosporin direnci siklikla PBP’lerde
degisiklik sonucu gelisir. Yapilarina ve antimikrobiyal etkinliklerine gore dort kusak
altinda toplanirlar. Birinci kusak sefalosporinler, metisiline duyarl stafilokoklara (MSS)
en etkili gruptur. Ancak hi¢ bir sefalosporin kusaginin MRSA {izerine etkinligi yoktur
(Giir, 2008; Leblebicioglu, 2003).

Karbapenemler

Karbapenemlerin iki iiyesi; imipenem ve meropenemdir. Beta-laktam
antibiyotikler icinde en genis spektruma sahiptirler. Karbapenemlerin gram pozitif
aerob bakterilere etkileri oldukca fazladir.

Aminoglikozidler

Aminoglikozidler, gram pozitif koklarin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde beta laktam antibiyotikler ve vankomisin gibi diger bazi antibiyotiklerle
sinerjik  etkilerinden yararlanmak amaciyla kombine tedavide kullanilirlar.
Stafilokoklara en etkili aminoglikozidler; amikasin ve netilmisindir (Topgu, 2002).

Makrolidler

Makrolidler bakterilerde protein sentezini geri doniisiimlii olarak inhibe ederek
bakteriyostatik etki gosterirler. Metisiline direncli S.aureus suslari genellikle
eritromisine direnclidir. Stafilokoklarda eritromisin etkinliginin en az iki kat1 oraninda
klaritromisin ve azitromisin etkinligi s6z konusudur (Aydin, 2007).

Trimetoprim-Siilfametoksazol

Siilfonamidler, paraaminobenzoik asit analoglar1 olup bu metabolik yolda
dihidropteroat sentaz enzimini, trimetoprim ise dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe
ederek bakterilerde tetrahidrofolik asit sentezini engeller. Yaygin ve uygunsuz
kullanimi1 sonucu son yillarda bu kombinasyona karsi1 bircok bakteride direng geligsmistir

(Topgu, 2002).
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Kinolonlar

Kinolonlar nalidiksik asit tiirevleridirler. DNA sentezini inhibe ederek etki
gosterirler. Hedefleri DNA-giraz ve topoizomerazlV enzimleridir. Kinolonlar DNA
enzim kompleksine baglanarak silipersarmal olusumunu engelleyerek hiicre 6liimiine
neden olurlar. Siprofloksasin ve ofloksasinin klinik kullanima girdigi ilk yillarda
S.aureus’a karst cok iyi etkinlik gbézlenmis ancak kisa siirede direng geligmistir.
Levofoksasin gram pozitif ve atipik etkenlere karsi etkinligi artirilmis bir antibiyotiktir
ve metisilin direngli kdkenlere de etkili olabilir (Rice ve ark., 2003).

Linkozamidler

Linkozamid iki {iyeden olusmaktadir, linkomisin ve klindamisin. Ribozomun
50S subunitine baglanarak protein sentezini inhibe ederler. Antibakteriyel spektrumlari
gram pozitif mikroorganizmalar ve anaerob mikroorganizmalarla sinirlidir. Klindamisin
genellikle metisiline duyarli S.aureus’a karsi etkili ancak metisiline direncgli suslara
kars1 etkili degildir (Rice ve ark., 2003).

Kloramfenikol

Ribozomun 50S subunitine baglanarak protein sentezini inhibe ederler. Direng
mekanizmast plazmid kontroliinde sentezlenen ve hiicre i¢i bir enzim olan
kloramfenikol asetil transferaz enzim aktivitesidir (Rice ve ark., 2003).

Tetrasiklin

Tetrasiklinler, bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe ederek
bakteriyostatik etki gosterirler. Viicuttaki bakteri hiicresini segici olarak etkilerler.
Bunun nedeni aktif transport mekanizmasinin insan hiicresinde bulunmamasidir. Protein
sentezini inhibe ederek etki gosteren antibiyotikler arasinda en az segicilik gosteren
ilaglardir. Stafilokoklar tet (K), tet (L), tet (M) olmak iizere ii¢ direng genine sahiptir
(Kayaalp, 1998).

Rifampisin

Deoksiribo niikleik asit (DNA)’e bagimli riboniikleik asit (RNA) polimeraz
aktivitesini engelleyen, bakterisidal bir ilagtir. Yiiksek intraseliiler diizeylere ulasir ve
biyofilme penetre olabilirler. RNA polimeraz enzimini kodlayan rpoB gen bdlgesinde

olusan mutasyonlar rifampisin direncine yol agar (Rice ve ark., 2003).
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Fusidik Asit

Bakterinin protein sentezini ribozomlara baglanmadan inhibe eden bir
antibiyotiktir. Etki mekanizmasinin 6zgiilliigii nedeniyle beta-laktam antibiyotiklerle
arasinda capraz diren¢ olmadigi bildirilmektedir. Fusidik asit ¢esitli dokulara iyi
yayilmasi, toksisitesinin ve alerjik reaksiyonlarinin az olmasi nedeniyle hem sistemik
hem de topikal metisilin direngli stafilokok enfeksiyonlarin tedavisinde onerilen bir
ilactir (Yigit ve ark., 2008).

Streptograminler

Streptograminler bakterilerde ribozomlarin 50S subunitine birbirlerine yakin
yerlerden ve geri doniisiimsiiz olarak baglanarak protein sentezini inhibe ederler.
Kinopristin/dalfopristin; iki farkli streptogramin bilesiginin sinerjik etki gdsteren
semisentetik bir kombinasyonudur. Tek basina sinirli bir antibakteriyel etkiye sahip bu
bilesikler birlikte sinerjistik etki olugturmalar1 nedeniyle iyi bir antibakteriyel etkinlik
gosterirler. Dar spektrumlu bir antibiyotik kombinasyonudur. Metisiline duyarli ve
direngli stafilokok suslarina etkilidirler (Ulusoy, 2004).

Oksazolidinonlar

Etki mekanizmas1 kendine 6zgii olup bakteriyel ribozomda 50S subunitinin
23S kismina baglanir. 70S baslatict kompleksin olusumunu inhibe eder ve protein
sentezini engellerler. Bu 0Ozgiillik nedeniyle diger antibiyotiklerle capraz direng
gostermezler. Metisiline duyarli ve direngli stafilokok suslarina etkilidirler
(Miilazimoglu, 2001).

Mupirosin

Primer ve sekonder deri enfeksiyonlarinda etken olan stafilokoklara miikemmel
in-vitro etkinlik gosterir. Izolosil-tRNA sentetazi inhibe ederek protein sentezini
engeller. Metisiline direncli stafilokoklarin biiytik bir kism1 mupirosine duyarli olmakla
birlikte ¢oklu antibiyotik direngli S.aureus suslari daha az duyarlidir (Miilazimoglu,
2001).

Glikopeptitler

Bu grup antibiyotikler (vankomisin, teikoplanin, ristosetin, avoparsin) gram
pozitif bakterilerin hiicre duvarini olusturan peptidlerin terminal D-Ala-D-Ala dizisine
baglanarak transglikozilasyon reaksiyonunu ve peptidoglikan olusumunu inhibe ederler.

Cogalmakta olan bakteriler iizerinde bakterisidal etki gosterirler. Glikopeptidler
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metisiline duyarli ve direngli stafilokok suslarina in vitro olarak c¢ok etkilidir (Rice ve
ark., 2003; Cetinkaya ve Unal, 1997).

Penisilinaza direngli penisilinler

Metisilin, nafsilin ve izoksazolil penisilinler (kloksasilin, dikloksasilin,
flukloksasilin ve oksasilin) bu grupta bulunmaktadir. Bu antibiyotikler beta-
laktamazlarin hidrolizine karsi direnglidirler. Etkinlikleri stafilokok enfeksiyonlari ile
smirli  oldugundan dolayr bu antibiyotiklere “antistafilokokal penisilinler” de
denilmektedir. Stafilokoklarda metisilin direnci, beta-laktamlara genel direnci ifade
etmektedir. Bu nedenle metisiline direngli stafilokoklarin etken oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde beta-laktam antibiyotikler 6nerilmemektedir (Ayaz, 2008).

2.10.2. Stafilokoklarda Antibiyotik Direnci

Hem hastane hem de toplum kaynakli enfeksiyonlara neden olan S.aureus’un
antibiyotiklere hizla uyum saglama yetenegi dikkat ¢ekicidir. Ozellikle MRSA nin, tiim
beta-laktam antibiyotiklere intrensek direnci ve ayrica diger antibiyotiklere de direng
gelistirme egilimi vardir.

Stafilokoklarda Penisilin Direnci

Penisilin G, 1940’11 yillarda stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde basart ile
kullanilmis fakat kisa bir siire sonra penisilin G’ye direncli suslar izole edilmeye
baglanmistir (Eksi ve ark., 2007). Stafilokoklardaki bu direncin nedeni penisilini
parcalayan enzim (penisilinaz) iiretimidir. Penisilinaz, ekstrakromozomal bir DNA
parcast ya da plazmid tarafindan kodlanan ve penisilin varliginda diiretilen, yani
indiiklenebilen bir enzimdir. Penisilinaz veya daha genis anlamda beta-laktamaz adi
verilen bu enzim penisilini ve benzer antibiyotikleri, bakteriye zarar vermesine firsat
birakmadan kimyasal olarak inaktive etmektedir. Stafilokoklarda tanimlanan beta-
laktamaz; blaZ geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen bolgesinin ekspresyonu blaR1,
blaR2 (regulator) ve blal (inhibitor) gibi diizenleyici genler ile saglanmaktadir.
Inhibisyondan sorumlu blal geni ortamda beta laktam antibiyotik yoklugunda blaZ ve
blaR gen bolgelerinin galismasini baskilar ve diisiikk seviyede beta-laktamaz {iretimine
sebep olur. Ortamda beta-laktam antibiyotik varliginda ise blaR1 tarafindan blaZ geni

uyarilarak yiiksek miktarda beta-laktamaz {iretimi saglanir (Sabbath, 1982).
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Metisilin Direnci

[lk olarak 1960 yilinda metisilin, daha sonra da stafilokoklar tarafindan iiretilen
penisilini parcalayan enzimlere (penisilinaz) dayanikli penisilin tiirleri gelistirilmistir.
Ancak iki y1l gibi kisa bir siire sonra stafilokoklarda metisilin direnci saptanmistir (Eksi
ve ark., 2007). Antibiyotik direnci olmayan bir stafilokokta; PBP1, PBP2, PBP3 ve
PBP4 olarak adlandirilan baslica dort farkli PBP bulunmaktadir (Hartman ve Tomasz,
1984). Metisiline direngli suslarda ise penisilin direncinden sorumlu olan ve beta
laktamlara diisiik afinite gosteren, PBP2 ya da PBP2a olarak adlandirilan farkli bir PBP
bulunmaktadir. PBP2a, mecA geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen indiiklenebilir
ozellikte ve transdiiksiyon ile direncli suslardan duyarli suslara aktarilabilmektedir. Son
zamanlarda mecA gen homologu olan mecALGA251’inde metisilin direncinden
sorumlu oldugu bildirilmistir. Niikleotid dizilerine gore kiyaslandiginda mecA ve
mecALGA251 %70 oraninda benzerlik gostermektedir. mecALGA251 ilk olarak 22
sigirdan elde edilen S.aureus suslarinda saptanmis ve yalnizca hayvanlarda bulundugu
kabul edilmistir. Ancak yapilan son calismalarda mecALGA251’in insanlarda da
metisilin direncinden sorumlu oldugu bildirilmistir (Pichon ve ark., 2012).

Metisiline Diren¢ Mekanizmasi

Kromozomal (intrinsik) Metisilin Direnci

En sik karsimiza ¢ikan mekanizmadir. Metisilin direncinden sorumlu mecA
genini tagtyan plazmid ve transpozonlarin bulundugu gen kaseti, bakteri kromozomuna
entegre olmaktadir. mecA geninin etkisi ile MRSA suslarinda PBP2" ya da PBP2a
denilen yeni bir PBP sentezlenmektedir. PBP2a 78 kDa agirliginda olup beta-laktam
antibiyotiklere karsi1 PBP’den daha diisiik afinite gostermektedir. Buna bagli olarak
beta-laktam antibiyotikler PBP2a’ya baglanmamakta, boylece bakteri hiicre duvari igin
gerekli olan peptidoglikan sentezi devam etmektedir (Ulusoy, 2004). Stafilokoklarda
PBP2a sentezinin diizenlenmesinde mecR1 ve mecl adi verilen iki diizenleyici gen
onemli rol oynamaktadir. Bu genler mecA gen transkripsiyonunu diizenlemektedir.
mecR1 membrana bagli bir sinyal tasiyict protein olan mecR1’i kodlarken mecl
transkripsiyonel diizenleyici bir protein olan mecI’y1 kodlar. mecR1 ve mecl proteinleri,
beta-laktamaz iiretiminin diizenleyici proteinleri olan BlaR1 ve Blal proteinleri ile
biiylik oranda benzerlik gosterirler. BlaR1 ve Blal proteinleri plazmid iligkili beta-

laktamaz tiretiminden sorumlu bir gen olan blaZ gen sisteminin diizenleyici proteinleri
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olup BlaR1 ve Blal genleri tarafindan kodlanmaktadirlar. BlaR1 ve Blal proteinlerini
kodlayan genlerin diizenlenmesi mecA sistemi ile yiiksek oranda dizi benzerligi
gosterir. Bu durum mecA sisteminin diizenleyici genlerinin blaZ gen sisteminden
gelistigini diisiindiirmektedir. Operatér bolgelerin benzerligi dolayisiyla Blal proteini,
PBP2a iiretimini etkileyebilmektedir (Ulusoy, 2004). Bu nedenle blaZ geni, BlaR1 ve
Blal proteinleri kontroliinde PBP2a {iretimini indiikleyebilmektedir. Bu durum bir ¢ok
klinik MRSA susunda goriilmektedir (Gregory ve ark., 1997). Beta-laktamaz tiretimi
indiiklenebilir o6zellikte olabilmekte iken, PBP2a sentezi normal regiilator genlerin
varliginda indiiklenebilir  degildir; ancak bazi suslarda yiiksek metisilin
konsantrasyonlarinda PBP2a sentezi bir miktar indiiklenebilmektedir (Ulusoy, 2004).
Bunun nedeni mecl proteininin mecA geni iizerine olan baskilayici etkisinin, Blal
proteinin 23 blaZ geni iizerine olan baskilayici etkisinden daha gii¢lii olmasidir. Bunun
bir sonucu olarak; mecA geni tasiyor olsa da mecl ve mecR1 regiilatdr bolgeleri saglam
olan suglar, mecI’nin mecA iizerindeki baskilayic1 gen islevini etkili olarak
yapabilmesinden dolay1 fenotipik olarak metisiline duyarlidir. Bu MRSA izolatlar1 pre-
MRSA olarak adlandirihirlar (Kuwahara-Arai ve ark., 1996). Kromozomal metisilin
direnci fenotipik olarak ti¢ sekilde ortaya ¢ikmaktadir;

Homojen Direng

Koloniyi olusturan bakteriler mecA genini tagirlar ve hepsinde bu gen eksprese
olmustur. Yiiksek diizeyde dirence neden olmaktadir. Homojen direng; ortamin pH’si,
1s1s1, tuz konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi gibi g¢evresel faktdrlerden etkilenmez
(Unal, 1996).

Heterojen Direng

mecA geni tasiy1p metisiline direngli oldugu halde fenotipik olarak metisiline
duyarli goriinen bakterilerin neden oldugu direng tiirtidiir. Stafilokoklarda metisilinin
heterojen direnci, homojen direncten daha sik goriilmekte ve saptanmasi daha giic
olmaktadir. Bu direncin nedeninin mecA disindaki diizenleyici genetik elemanlarin
mutasyonu olabilecegi diisiiniilmektedir. Hem genotipik 6zellikler hem de ¢evre sartlar
ile ¢cok degisken olarak ortaya ¢ikan heterojen diren¢ nedeniyle direngli bakteri
fenotipik olarak duyarli bulunabilmekte ve tedavinin basarisizlikla sonuglanmasina

neden olabilmektedir (Salmenlinna, 2002).
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Eagle-Tip Direng

Suslar diigiik metisilin konsantrasyonlarinda metisiline duyarli iken, yliksek
konsantrasyonlarda direnglidirler. Bu tip direncin, saglam mecA regiilatér genlerinin
yiiksek metisilin konsantrasyonlarinda PBP2a sentezini indiiklemeleri sonucu oldugu
diisiiniilmektedir (Unal, 1996).

MRSA’larda mecA geninin ekspresyonunu etkileyen, fenotipi belirleyen en az
3 regiilasyon mekanizmasi vardir;

1- PBP2a olusumunun bakteride hem mecA geni hem de beta-laktamaz
plazmidi varsa, beta-laktamlar tarafindan indiiklendigi gozlemine dayanmaktadir. Bu
nedenle beta-laktamaz geninin benzer oldugu disiiniilmektedir.

2- mecA geni kontrolii ile PBP2a geninin i¢indeki bir kismin PBP2a yapimini
regiile ettigi ve bunun da fenotipi etkiledigi diistiniilmektedir.

3- mecA disinda bir yerde lokalize olan femA geni tarafindan ekspresyonun
belirlendigidir (Unal, 1996).

Borderline Metisilin Direnci

Buna kazanilmis metisilin direnci de denmektedir. S.aureus’lardaki borderline
metisilin direnci bakterinin asir1 beta-laktamaz salgilamasiyla ortaya ¢ikmaktadir. -
laktamaz enzimi salgilanmas1 esas olarak penisilin direncine neden olur, metisilin bu
enzime dayaniklidir. Ancak Tornsberry ve arkadaslar1 S.aureus’larda metisiline direng
gelisiminde bir diger mekanizma olarak asir1 beta-laktamaz iiretimini gostermislerdir.
Bu suslar metisiline sinirda direng gosterdikleri i¢in bunlara borderline resistant
S.aureus (BORSA) denilmistir (McDougal ve Thornsberry, 1986). BORSA suslari
PBP2a olusturmamalart ve diren¢ kontroliinlin plazmide bagimli olmasiyla
MRSA’lardan farkhidirlar.

Intermediate Metisilin Direnci

Stafilokoklarda modifiye PBP’lere bagli metisiline duyarlilik azalmasidir. Bu
tip direngli suslara modified resistant S.aureus (MODSA) denmektedir (Durupinar,
2001). MODSA suslar1 normal yapida PBP1 ve PBP2 igerirler ancak bu PBP’lerin beta-
laktam antibiyotiklere affinitesi diisiiktiir. Ayrica MODSA suslarinda normalden fazla
PBP4 vardir (Willke, 1992). Son yillarda beta-laktamaz negatif olup, mecA geni

tasimadiklar1 halde, metisiline direncgli kdkenler saptanmistir.
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2.10.3. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Izolatlar1 antibiyotik duyarlilik benzerliklerine gére gruplandirmak ve direng
gelisimini tespit etmek amaciyla kullanilmaktadir. Tiplendirme i¢in antibiyogram
sonuglarmin diger yontemlerle ve epidemiyolojik verilerle birlikte degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bazen benzer olmayan suslar ayni antibiyogram profilini gosterirken,
bazen de enfeksiyon ataklari sirasinda duyarlilik profilleri degismektedir. Antimikrobik
ajanin etken mikroorganizma {izerinde in vitro aktivitesi tedavide goz oniline alinmasi
gereken faktorlerden biridir. Bir antibiyotigin antimikrobik aktivitesinin saptanmasi i¢in
uygulanan in vitro islemlere genel olarak duyarlilik testleri adi verilmektedir. Duyarlilik
testleri, klinik agidan onemli, hizli {ireyen aerop ve fakiiltatif anaerop bakterilerin
tedavide uygulanacak antibakteriyel ajana duyarliliginin 6ngoriilemedigi durumlarda
yapilir. Baska bir deyisle, mikroorganizmanin sagaltiminda ilk secenek olan
antibiyotige duyarliligi biliniyorsa test uygulanmamaktadir. Ornegin S.pyogenes
suslarmin tiimii penisiline duyarli oldugu icin, bu antibiyotige kars1 duyarliligin in vitro
testlerle degerlendirilmesine gerek yoktur. Ancak, asir1 duyarlilik gibi bir nedenle
penisilin kullanilamiyorsa, diren¢ bulunabilmesi nedeniyle ikinci segenek olan
eritromisine karst duyarliligin saptanmasi uygun olur. Genellikle MIK, E-test,
breakpoint ve disk difiizyon zon degerleri kullanilmaktadir (Jorgensen, 1997; Giilay
1999).

MIK Testi

Seyreltme yontemlerinde standart sayida bakteri toplulugu (inokulum), iki kat
diliisyonlar seklinde degisen yogunluklarda antimikrobik ajan ile karsilastirilir.
Inkiibasyon siiresi sonunda gdzle goriiniir iiremeyi engelleyen en diisiik antimikrobik
ilag yogunlugu saptanir. Buna MIK denir ve (mg/L) seklinde ifade edilir. MIK
degerinin duyarliligimi yoksa direncimi temsil ettigini belirlemek i¢in, bulunan
konsantrasyon duyarlilik smir1 ad1 verilen bir deger ile karsilastirilir. MIK, bu sinirdan
diisiik ise mikroorganizma s6z konusu ajana ‘“duyarli” olarak degerlendirilir. Bunun
disinda “orta” ve “direngli” kategorileri de saptanir. Duyarlilik sinirlari, sagaltim
sirasinda ulasilan serum ve doku diizeyleri ile duyarlilik 6zelligi kesin olarak bilinen
bakterilerin MIK degerleri gdz oniine aliarak belirlenmektedir. Her antimikrobik ajan
icin bakteri tliriine gore de degisen ayri1 bir smir deger s6z konusudur. Genel olarak

sagaltimin basarisi i¢in MIK degerinin serum diizeyine (Cmax) kiyasla 4-16 kez diisiik
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olmasi istenmektedir (Craig, 1998). Seyreltme temeline dayanan testler kantitatif sonug
verdigi i¢in tercih edilmektedir. Sivi besiyerindeki seyreltme yoOntemleri, tlipte
uygulaniliyorsa makrodiliisyon (tiip), mikrodiliisyon plaklarinda uygulaniyorsa
mikrodiliisyon olarak adlandirilir (Jorgensen, 1997; CLSI, 2013).

Disk Difiizyon Y 6ntemi

Belirli  bir miktar antibiyotik  emdirilmis  kagit  diskler, test
mikroorganizmasindan hazirlanan standart siispansiyonun yayildigi agar plaklar
yiizeyine yerlestirilir. Boylelikle, diskteki antibiyotik agar igerisine yayilir ve bakteriye
etkili oldugu diizeylerde iiremeyi engeller. Bunun sonucunda, disk c¢evresinde
bakterilerin iiremedigi dairesel bir inhibisyon alani olusur. Bu alanin ¢ap1 Olgiilerek
“duyarl1”, “orta” ve “diren¢li” olacak sekilde duyarlilik kategorileri belirlenir. Bu
kategoriler ile ilgili sinir degerleri, her antimikrobik ajan i¢in MIK ile korele edilerek ve
erigilebilir serum diizeyleri géz Oniine alinarak saptanir (Jorgensen, 1997; Giilay 1999;
CLSI, 2013).

E-test

Difiizyon temeline dayanan ancak diskler yerine belirli ve siirekli bir
konsantrasyon degisimi olacak sekilde antibiyotik iceren plastik striplerin kullanildigi
bir yontemdir. Inkiibasyon siiresi sonunda, elips seklindeki inhibisyon alaninin stripi
kestigi konsantrasyon MIK olarak belirlenir. Bu ydntem &zellikle Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae gibi gii¢ iireyen bakteri
tiirlerinin MIK degerlerinin saptanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (CLSI,
2013;Jorgensen, 1997; Baker, 1991).

Enzim Uretiminin Saptanmasi

H. influenzae, Moraxella catarrhalis, N. gonorrhoeae gibi tiirlerde nitrosefin
ile beta-laktamaz aktivitesinin saptanmasi ya da H. influenzae izolatlarinda
kloramfenikol asetil transferaz enzimi aktivitesinin biyokimyasal yontemlerle
gosterilmesi, antibiyotik direncinin  klasik  yontemlere kiyasla daha hizh
saptanabilmesini saglamaktadir (Jorgensen, 1997). Bakteriyostatik aktiviteyi gosteren
testler disinda bakterisidal aktiviteyi gosteren testler de bulunmaktadir.

Antibiyotik duyarhilik testi sonuclarinin tekrarlanabilir olmasi, yani ayni
kosullarda tekrarlandiginda sonuclarin ayni veya birbirine yakin olmasi gereklidir.

Antibiyotik duyarlilik testi sonuglar1 bir¢cok faktdrden etkilenebilmektedir. Bu nedenle
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testlerin uygun kosullarda yapilip yapilmadig: kalite kontrol suslari ile denetlenir. Kalite
kontrol suslari, sonuglarinin tekrarlanabilirligi %95’in iizerinde olan suslardir. Bu
suslarla beklenen sonuglar elde edilemezse antibiyotik duyarlilik testlerinin
tekrarlanmasi gerekir (CLSI, 2013; Kaygusuz, 2000).

Bazi diren¢ mekanizmalar1 ise rutin duyarlilik testleri ile saptanamayabilir.
Bunlar i¢in 6zel dlgiitler ve testler uygulanmasi gerekir. Ornegin, enterik bakterilerin 3.
ve 4. kusak sefalosporinler ve monobaktamlara diren¢li olmasina yol agan Genis
spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL)’ler, 6zel duyarlilik kategorileri ve enzimin
klavulanik asit ile inhibisyonuna dayanan 6zel yontemlerle saptanabilir (Jorgensen ve
Ferraro, 2000; Tenover ve ark., 1999;).

2.10.4. Antibiyotik Duyarhhk Test Sonu¢larinin Yorumlanmasi

Yeni antibakteriyellerin ve bunlara kars1 diren¢ oranlarinin gelisimine paralel
olarak son 10 yil igerisinde bakterilerin direng mekanizmalari ile ilgili bilgilerin de ¢ok
arttigt  goriilmektedir. Direng mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi, standart
antibiyotik duyarlilik testlerinin yorumlanmasina ve dolayisiyla akile1 tedavi se¢imine
katkida bulunmaktadir. Siirekli yeni antibiyotikler gelistirilmesine ragmen, genel olarak,
bir antibiyotik ailesindeki iiyelerden birine karsi duyarlilik veya diren¢ bulunmasi,
digerleri ile ilgili yorum yapilabilmesini saglamaktadir. Ornegin, basta streptokoklar
olmak tizere gram pozitif koklarda eritromisin direnci, Klaritromisin, azitromisin gibi
yeni makrolidlere karsi da diren¢ bulundugunu gostermektedir (Courvalin, 1996).
Benzer sekilde antibiyotigin hedefini degistiren bir diren¢ mekanizmasi yap1 olarak
farkli, ancak ayn1 hedefe etkili tiim antibiyotiklere diren¢ gelisimine neden olmaktadir.
Yine gram pozitif koklarda eritromisin ve klindamisin direncinin birlikte saptanmasi,
rRNA’daki hedef bdlgesinin metilasyonunu ve bunun sonucunda, yapir olarak
makrolidlerle iliskisiz, ancak ayni hedefe etkili linkozamidler ve streptogramin B’ye
kars1 da direng varligin1 gostermektedir (Seppala ve ark.,1998).

Duyarhilik test sonuglart mutlaka identifikasyon sonuglar1 ile birlikte
degerlendirilmelidir. Baz1 bakteri tiirleri genetik 6zellikleri agisindan bir antibiyotigin
hedefi olan yapiy1 hi¢ igermedigi ya da antibiyotigin hedefe ulagmasini engelleyecek bir
yap1y1 veya antibiyotigi inaktive edecek enzimleri tasidigi i¢in o antibiyotige direnglidir.
Buna dogal direng ad1 verilmektedir (Giilay, 1999). Ornegin, stafilokoklarin hiicre duvar

sentezinde gorevli enzimleri (PBP) aztreonami baglamadigi i¢in, stafilokoklar bu
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antibiyotige dogal olarak direnglidir. Aminoglikozidlerin hiicre i¢ine alinmasi oksijene
bagimli aktif transport sistemi araciligiyla oldugu icin bu antibiyotikler anaerop
bakterilere karsi etkisizdir (Giilay;1999).

Bakterilerin dogal direng 6zelliklerinin bilinmesi, laboratuvarda karsilasilan
degisik bir diren¢ fenotipinin teknik bir hatadan m1 yoksa yeni bir direng
mekanizmasindan m1 kaynaklandigini anlamamizi saglar (Jorgensen, 1997; Courvalin,
1996).

2.10.5. CLSI ve EUCAST Onerileri

Ulkemiz Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda antibiyotik duyarliliklarinin
saptanmasinda yaygin olarak Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical and
Laboratory Standards Institute-CLSI) ve Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri
Komitesi (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing-EUCAST)
oOnerileri uygulanmaktadir (CLSI, 2013; EUCAST, 2014).

2.10.6. Gram Pozitif Bakterilerin Duyarhhk Testleri I¢cin Antibiyotik

Secimi

Tedavide kullanilabilecek antibakteriyel ajanlarin sayisinin her gecen giin
artmasi, rutin duyarlilik testleri icin denenecek antibiyotikler arasinda bir se¢im
yapilmasimi gerekli kilmistir. Bu secimde, klinik etkinliginin kanitlanmis olmasi, teste
uygulanabilir formunun bulunmasi, rutin test ve saklama kosullarinda dayaniklilik,
degerlendirme Olgiitlerinin ve alinan sonuglarin ayni aileden diger ajanlara
uygulanabilirliginin bilinmesi gibi antibakteriyel ajana ait 6zelliklerin yani sira, hastanin
yasi, infeksiyon bolgesi, hastane formiileri gibi bilgiler etkili olmaktadir (Arman, 2008).
CLSI listelerinde etki spektrumlari agisindan esdeger ajanlar “veya” baglaci ile
genellikle ayn1 boliimde yer alir. Bu sekilde belirtilen ajanlar i¢in duyarlilik test
sonuclar1 ortak degerlendirilmelidir. Sonuglar duyarli (S), orta diizeyde (intermediate; I)
veya direncli (R) olarak belirtilir. Duyarli kategorisi, baska bir kontrendikasyon yoksa
belirtilen etkene bagli olan infeksiyonun denenen ilacin uygun dozlart ile tedavi
edilebilecegini gosterir. I kategorisi, MIK degerlerinin ilacin doku veya kan diizeylerine
yakin oldugunu belirtir. Bu tip ilaglar fizyolojik olarak konsantre edildikleri viicut
bolgelerindeki infeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilir (6r., kinolonlar ve beta-
laktamlar i¢in idrar yolu infeksiyonlarinda oldugu gibi). R kategorisi ise, bu izolatlarin

ilacin normal sistemik diizeyleri ile inhibe edilemeyecegini gosterir (CLSI, 2013).
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2.10.7. S.aureus ve KNS’larda Antibiyotik Duyarhlik Testleri ve Yorumu

S.aureus I¢in Disk Difiizyon ve Diliisyon Testleri

1880’11 yillarda bir yara akintisindan izole edildiginden beri 6nemli bir insan
patojeni olarak bilinen S.aureus, igerdigi virulans faktorleri nedeniyle, tiim organ
sistemlerinde infeksiyona neden olabilmektedir (Archer,1998). Bu mikroorganizmanin
nozokomiyal patojenler arasinda da on siralarda bulunmasi ve antibakteriyel ajanlara
direng 6zelliginin giderek artmasi, hastane kokenli infeksiyonlarin tedavisinde énemli
bir sorun olusturmaktadir. Giinlimiizde S.aureus suslarindaki diren¢ sorununun odagini
metisilin direnci olusturmaktadir (CLSI, 2013; Bassetti ve ark., 2000; Moellering, 1998;
Henze ve Berger-Bachi, 1996).

Metisilin, nafsilin, oksasilin gibi penisilinazlara direngli penisilinlere
duyarliligi azalmis olan S.aureus suslar1 3 gruba ayrilir (Hackbarth ve ark.,1995; Song
ve ark.,1987).

a. MRSA: mecA genince kodlanan yeni ve diisiik afiniteli bir penisilin
baglayan protein (PBP2a) yapan suslar,

b. PBP’lerinde nokta mutasyonu veya asiri iiretim gibi bir degisiklik olan
suglar,

C. Asin beta-laktamaz iiretimi sonucunda metisilin duyarliligi smirda olan
suglar (Borderline methicilline susceptible (BSSA) veya BORSA.

CLSI onerilerine gore stafilokok suslarinin penisilin ve oksasilin (metisilin)
duyarhiliklarinin saptanmasi ile tiim beta-laktam ajanlar i¢in yorum yapilabilmesi
saglanmaktadir. Bu nedenle bunlar disindaki beta-laktam ajanlarin duyarlilik testlerinde
yer almasina gerek yoktur.

1. Eger izolat penisiline duyarli ise, tim penisilin tiirevleri, sefemler,
karbapenemlere duyarlidir.

2. Izolat penisiline direngli, oksasiline duyarli ise, beta-laktamaz varligi
diisiiniiliir. Bu tip suslar, penisilin G, ampisilin, amoksisilin, azlosilin, karbenisilin,
mezlosilin, piperasilin ve tikarsiline direngli, penisilinazlara direngli penisilinler, beta-
laktamaz inhibitor/beta-laktam kombinasyonlari, sefemler ve karbapenemlere
duyarhdir. Nitrosefin hidrolizi gibi direkt beta-laktamaz testi uygulamasi ile de beta-

laktamaz tiretimi ve yukarida sayilan ajanlara direng saptanabilir.
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3. Izolat oksasiline direncli ise tiim beta-laktam ajanlara direnglidir. Bu tip
suslar, in vitro olarak sefemlere, beta-laktam/beta-laktamaz  inhibitor
kombinasyonlaria, imipeneme duyarli olarak goriinebilir. Ancak bu ajanlarla klinik
tedavi sonuglar1 basarisiz oldugu i¢in tiim beta-laktam ajanlara direngli olarak rapor
edilmelidir.

Disk diflizyonda diren¢ degerlendirilirken disk etrafindaki silik veya tek koloni
seklindeki iiremeler de dikkate alinir. Test sonucu ‘orta diizeyde’ ise sadece S.aureus
suslar1 i¢in oksasilin-tuz agar tarama testi uygulanir. Bu test KNS i¢in 6nerilmemektedir
(CLSI, 2013). Metisiline direngli suslarin  birgogu diger beta-laktamlar,
aminoglikozidler, makrolidler, klindamisin, tetrasiklin gibi ajanlara da direnglidir. Bu
nedenle, stafilokoklarda ¢ogul direnglilik saptanmasi  metisilin  direncini
diisiindiirmelidir. mecA geni igermeyen, ancak oksasilin MIK degeri 2-8 mg/L olan
suslar BORSA olarak degerlendirilmektedir. BORSA suslariin daha ¢ok laboratuvar
sartlarina bagli olarak gozlenen bir fenotip olduguna iligskin bulgular mevcuttur ve bu
fenotipin klinik tedavi agisindan 6nemi de kesin degildir (Petersson ve ark., 1999).

KNS’larda Duyarhhk Testleri

KNS’lar, 6zellikle yabanci cisimlerle iligkili bakteriyemi etkeni olan genis bir
grubun ortak adidir (Hackbarth ve ark., 1995). KNS tiirleri arasinda S.epidermidis,
S.hominis, S.simulans, S.warneri, S.haemolyticus’da da mecA geni varlig1 bildirilmistir.
Bu tiirler i¢in onerilen duyarlilik testleri S.aureus ile benzer olmakla birlikte, 1999

yilinda metisilin direnci ile ilgili duyarlilik sinirlart degistirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Calismamizda Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tip Laboratuvarlar:
Tibbi Mikrobiyoloji Boliimiine gonderilmis ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 277
S.aureus izolat1 kullamldi. Izolatlarmm tanimlanmasi Vitek2 Compact (bioMérieux,
Fransa) otomatize sistemi ve konvansiyonel yontemlerle yapildi.

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullanilan Besiyerleri

Kanh Agar

Kanli agar (Himedia; India) besiyerinden 40g/L konsantrasyonunda olacak
sekilde distile suya eklendi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilizasyon islemine tabi
tutuldu. Sterilizasyon isleminden sonra besiyeri 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra
50ml/L olacak sekilde defibrine koyun kani ilave edilerek karistirildi. Son karisimdaki
koyun kani orani %5 olarak elde edildi. Sonrasinda her bir petriye 20ml besiyeri
dokiildi. Hazirlanan besiyeri plaklart sogutulduktan sonra +4°C’de buzdolabinda
saklandi.

Mueller-Hinton Broth (MHB)

Mueller-Hinton Broth (Himedia; India) besiyerinden 21g/L konsantrasyonda
olacak sekilde distile suya eklendi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilizasyon
islemine tabi tutuldu. Hazirlanan besiyeri oda sicakligina geldikten sonra kullanilincaya
kadar +4°C’de buzdolabinda saklandi.

Brain Heart Infusion Broth (BHI)

37g toz Brain Heart Infusion Broth, 1L distile su iginde ¢oziildii, 150mL
gliserol ilave edildi. 121°C’de 15 dakika sterilizasyon islemine tabi tutuldu. Besiyeri
soguduktan sonra +4°C’de buzdolabinda saklandi.

3.1.2. Bakteri Izolatlar

Calismada toplam 277 S.aureus klinik izolati test edildi. Bunlardan 118’1
metisilin direngli iken kalan 159’u ise metisiline duyarliydi. Calismada kontrol olarak
S.aureus ATCC29213 (metisiline duyarll) ve ATCC43300 (metisiline direngli) suslar
kullanildi.



3.2. METOT

3.2.1. S.aureus izolatlariin Tamimlanmasi

Laboratuvara gelen klinik 6rnekler %5 koyun kanli agara ekildi. 37+£2°C’de
18-24 saatlik inkiibasyondan sonra kanli agarda iireyen koloniler koloni morfolojisi,
pigment olusumu, gram boyama (Sekil 16), katalaz ve koagiilaz deneylerinin
sonuglarina gore S.aureus olarak tanimlandi. Tanimlamanin dogrulanmast VITEK2
Compact (bioM¢érieux, Fransa) otomatize sisteminde yapildi. Tiir identifikasyonu
dogrulanarak antibiyotik duyarlilik testleri c¢alisildi. Duyarlilik testi sonucunda;
oksasiline direncgli ¢ikan MRSA ve oksasiline duyarli ¢gikan MSSA izolatlar1 ¢aligmaya
alindi. Calisma sonrasinda izolatlar, saklama besiyerine (BHI broth) alinarak -40°C’de

saklandi.

Staphylococcus aureus

Sekil 16. S.aureus’un gram boyama yéntemi ile mikroskobik goriiniimii (M.B 10X100) (URL12)
Katalaz Testi:
Kiiltiirlerde treyen stafilokok siipheli kolonilerin oncelikle gram boyasi
yapildi. Gram pozitif kok olarak tespit edilen izolatlar temiz ve kuru bir lama yayilarak
tizerlerine %3’liilk H,O, damlatildi. Gaz kabarcigi olusturan, katalaz pozitif bakteriler

stafilokok olarak kabul edildi (Sekil 17).

www.bacteriainphotos.com

Catalase test (S.aureus,

Sekil 17. Katalaz pozitif S.aureus (URL13)
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Koagiilaz Testi

Lam koagiilaz testi; temiz bir lam {izerine iki farkli noktaya serum fizyolojik
damlatildi. Siipheli kolonilerden 6ze ile alinarak serum fizyolojik i¢inde homojen
siispansiyonlar hazirlandi. Birinin {izerine bir damla tavsan plazmasi (1.5 oraninda
sulandirilmig), digerine bir damla serum fizyolojik damlatilarak, elde c¢evirme
hareketleri ile karistirildi. Kontrol damlast homojen olup, plazmali damlada 10-30
saniye icerisinde kiimelesme reaksiyonu gozlenen izolatlar, lam koagiilaz pozitif olarak
degerlendirildi.

Tiip koagiilaz testi; tiipte koagiilaz testi pozitifligi serbest koagiilaz varligini
gosterir. Steril tiiplere tavsan plazmasindan (1:5 oraninda sulandirilmig) 1ml aktarildi.
Stipheli koloniler bu plazmada siispanse edilerek 37+2°C’de 4 saat inkiibasyona
birakildi. Her saat basinda ve 4. saatin sonunda kontrol edilen tiiplerde, plazmanin
pihtilagtig1 izolatlar, koagiilaz pozitif olarak degerlendirildi. Pihtilasmanin olmadigi
tiipler oda sicakligina c¢ikartildi ve 24. saatte tekrar degerlendirildi (Sekil 18). Pihti
olusturmayan bakteriler KNS olarak kabul edildi.

Sekil 18. Tiip koagiilaz testi a) koagiilaz (+) ve b) koagiilaz (-) 6rneklerin gériiniimii (URL-15).

3.2.2. VITEK2 Compact Otomatize Sistem Testinin Uygulanmasi

VITEK?2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize sistem ¢alismasi: katalaz ve
plazma koagiilaz test iglemlerinden sonra, izolatlar identifikasyon ve duyarhlik i¢in
rutin olarak kullanilan VITEK2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize sisteminde
degerlendirildi. Gram pozitif identifikasyon karti GP (bioMerieux) ve Gram pozitif
duyarlilik kartt AST (bioMerieux) kullanildi. Referans sus olarak S.aureus ATCC29213
kullanildi. Steril tuzlu sudan (%0.45-0.50 NaCl, pH 4.5-7.0) sistem i¢in 6zel kullanilan
seffaf plastik deney tiipiine (12x75 mm) 3 ml konuldu. Tiipe 6ze ile saf koloniler

aktarildi ve McFarland 0,5 bulaniklikta homojen bir siispansiyon hazirlandi.
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Stispansiyon tiipii, GP ve AST kart1 kasete yerlestirildi. Veri girisi ve kasetin cihaza
yikklenmesi VITEK2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize sistem kullanim
talimatina uygun sekilde yapildi. Calismada incelenen toplam 277 izolat mikrobank
saklama tiipiinde -40°C’de saklandi. Ayrica VITEK2 Compact (bioMérieux, Fransa)
otomatize sistem sonugclari ile tiip koagiilaz testi sonuglart uyumlu bulundu.

3.2.3. Sivi Mikrodiliisyon Testi Icin Sefoksitin Iceren Plaklarin

Hazirlanmasi

Sefoksitin (Sigma-Aldrich, USA) steril bir kaba 40mg tartildi ve 9,765ml steril
distile su ile ¢oziilerek 4096pug/ml’lik stok soliisyon hazirlandi. Filtrasyon ile sterilize
edildi. Daha sonra steril ependorf tiiplere kiigiik miktarlarda boliinerek -40 °C’de
saklandi. Test 96 kuyucuklu U-tabanli plaklarda yapildi. Mikrodiliisyon testi CLSI
onerileri dogrultusunda yapildi. Sefositinin (Sigma-Aldrich, USA) sirasi ile 32, 16, 8, 4,
2 ve 1 ng/ml konsantrasyonlarinda hazirlanan konsantrasyonlar1 kullanildi. Mikroplagin
1-B’den 12-B’ye kadar olan tiim kuyucuklarina 100ul 32pg/ml, 1-C’den 12-C’ye kadar
olan tiim kuyucuklarina 100ul 16pg/ml, 1-D’den 12-D’ye kadar olan tiim kuyucuklarina
100ul 8ug/ml, 1-E’den 12-E’ye kadar olan tiim kuyucuklarma 100ul 4pg/ml, 1-F’den
12-F’ye kadar olan tiim kuyucuklarina 100ul 2ug/ml, 1-G’den 12-G’ye kadar olan tim
kuyucuklarina 100ul 1pg/ml konsantrasyonundaki sefoksitin (Sigma-Aldrich, USA)
iceren MHB ilave edildi. Son konsantrasyon 100ul bakteri inokiilasyonundan sonra 16-
0,5ug/ml olarak elde edildi. 1-A ile 12-A araligi {ireme kontrol kuyucugu olarak
ayrilirken 1-H ile 12-H aralig ise sterilite kontrol kuyucugu olarak ayrildi. Eger MIK
degeri <4pg/ml ise duyarli ve >8ug/ml ise direngli olarak tanimlandi.

3.2.4. Bakteriyel inokulum Hazirlanmasi

Bakteri inokuliimleri kanli agarda tiremis safligi kontrol edilmis taze bakteri
kiiltiirtinden hazirlandi. Serum fizyolojik i¢inde McFarland 0,5 bulanikligina ayarlanan
bakteri inokiiliimleri sivi mikrodiliisyon testi i¢in kullanildi. Serum fizyolojik icinde
McFarland 1 bulanikligina ayarlanan bakteri inokiiliimleri ise StaResMet® (AYC MED,
Samsun, Tiirkiye) kit ¢alismas1 igin kullanildi. inokiiliimler hazirlandiktan sonra 15 dk

igerisinde kullanilmasina dikkat edildi.
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3.2.5. Siv1 Mikrodiliisyon Testinin Uygulanmasi

Kanli agar besiyerinde bir gece bekletilip ve safligi kontrol edilen kolonilerden
McFarland 0,5 standardinda hazirlanan bakteri 1:100 (990ul MHB 10ul bakteri)
oraninda diliie edildi. Sterilite kontrol kuyucugu hari¢ diger tim kuyucuklara 100pul
olacak sekilde inokiile edildi. Kalite kontrol suslari olarak S.aureus ATCC29213
(metisilin duyarl1) ve ATCC43300 (metisilin direngli) kullanild. Inokiilum standardize
edildikten sonra 15 dk i¢inde mikroplaklara ekim yapilmasina dikkat edildi. Plaklar
35+2°C’de 24 saat inkiibe edildi. Gozle goriilebilen bir iiremenin olmadigi, dolayisiyla
tiremenin inhibe oldugu en diisikk sefoksitin (Sigma-Aldrich, USA) konsantrasyonu
MIK degeri olarak raporlandi (Sekil 19). Bulunan MIK degerleri CLSI ve EUCAST’a
gore degerlendirildi (Tablo 4).

S.aureus icin sefoksitin (Sigma-Aldrich, USA) duyarli ve direncli MIK
degerleri siras1 ile <4pg/ml ve >8ug/ml olarak kabul edildi (CLSI, 2013, EUCAST,
2014).

+» Ureme kontrol

> MIK arahig

- Sterilite kontrol

Sekil 19. S1vi mikrodiliisyon ¢alismasi
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Sekil 20. StaResMet” kiti

3.2.6. StaResMet® Kit Testinin Uygulanmasi

StaResMet® (AYC MED, Samsun, Tiirkiye) Kit ile testin uygulanmas: iiretici
firma Onerilerine gore yapildi (Sekil20). Plaklarin tiim kuyucuklarina 200ul Soliisyon
1’den konuldu. Daha sonra McFarland 1 bulanikligindaki bakteri inokiilimiinden her
kuyucuga (sterilite kontrolii olan 8. kuyucuk hari¢) 10ul inokiile edildi. Plaklar
35+2°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun 5. saatinde her kuyucuga 30pl
Soliisyon 2’den eklenerek ilave 1 saat daha inkiibasyona birakild. Inkiibasyon sonunda
iireme kontrol kuyucugu olan ilk kuyucukta renk maviden kirmiziya dénmiigse test
degerlendirilerek MIK degerleri not edildi. Eger tam renk doniisiimii olmamus ise
inkiibasyon uzatildi. Uremenin olmadigi son kuyucuk (kirmizinmn olmadigi son
kuyucuk) MIK degeri olarak belirlendi (Sekil 21; Sekil 22). Kalite kontrol suslar1 olarak
S.aureus ATCC29213 (metisilin duyarli) ve ATCC43300 (metisilin direngli) kullanildi.

Bulunan MIK degerleri CLSI ve EUCAST a gore degerlendirildi (Tablo 4).
Tablo 4. CLSI ve EUCAST a gore stafilokoklarda sefoksitin (Sigma-Aldrich, USA) degerlendirme
kriterleri (CLSI, 2013; EUCAST, 2014)

S.aureus

S R
CLSI SEFOKSITIN MiK <4 >8
EUCAST SEFOKSITIN MIK 4< >4

MIK: Mikrodiliisyon, S:Duyarli, R:Direngli
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Sekil 22.

StaResMet" kit caligmast

f"/' A
4 7 Ly
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Ureme kontrol

of

MIK arahg

\ » Sterilite kontrol

» Ureme kontrol

MIK arahg

-» Sterilite kontrol
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4. BULGULAR

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tip Laboratuvarlari
Mikrobiyoloji  Boliimii  Bakteriyoloji Laboratuvari’na gonderilen ¢esitli  klinik
orneklerden izole edilen MRSA ve MSSA’lardan belirli periyodlarda segilen 118
MRSA ve 159 MSSA olmak iizere 277 S.aureus izolati ¢alismaya dahil edildi.

Hastanemizde yatan hastalardan ve poliklinik hastalarindan laboratuvarimiza
gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen S.aureus’larin materyal dagilimi Tablo
5’de ve Sekil 23’de gosterilmistir.

Tablo 5. S.aureus’larin izole edildigi materyallerin dagilim tablosu

MATERYAL ORNEK SAYISI

Kan Kiltiirti 66

Trakeal Aspirat 51

Yara Siirtintiisii 41

Balgam 24

Eksuda Akinti 14

Idrar 14

[EEN
o

Eksuda Ameliyat Materyali

Eksuda Abse

Eksuda Deri Lezyonu

Eksuda Mayi

Kulak Siriintiisi

Idrar Sondast

Katater Hubundan Kan

Katater Ucu

Derin Yara Suriintiisi

BOS

Konjunktiva Siiriintiisii

Steril Viicut Sivis1 Kiiltiiria

Bronkoalveolar Lavaj (Bal) Ornegi Kiiltiirii

Vajinal Siiriintii

Burun Siirtintiisi

Diyalizat

Gobek

Katater Ekstidat Stiriintiisii

Orta Akim idrar Ornegi

Plevra Sivisi

(PP PP R R NINNINDDND W WWiWw | (N o

Suprapubik Aspirasyonla Idrar Ornegi Kiiltiirii




S.aureus’larin en sik izole edildigi materyal kan kiltiri olup bunu trakeal

aspirat kiiltiirii ile yara siiriintiisii kiiltiirii izlemektedir.

® KAN KULTURU

B TRAKEAL ASPIRAT

= YARA SURUNTUSU

mBALGAM

m EKSUDA AKINTI

u IDRAR
EKSUDA AMELIYAT
MATERYALI
EKSUDA ABSE
EKSUDA DERI

LEZYONU
mEKSUDA MAYI

= DiGER

Sekil 23. Yatan hastalardan ve poliklinik hastalarindan génderilen materyallerin dagilim grafigi
Laboratuvarimiza gelen materyallerin servislere gore dagilimi Tablo 6°da
gosterilmistir.

Tablo 6. Gonderilen materyallerin servislere gore dagilimi tablosu

BOLUM SAYI
Gogiis Hastaliklart Servisi 23
Mikail Yiiksel Yogun Bakim Servisi 23
Noroloji Servisi 22
Acil ve 11k Yardim Servisi 20
Hematoloji Servisi 16
Enfeksiyon Servisi 12
Nefroloji Servisi 12
Dermatoloji Servisi 10
Beyin Cerrahi Servisi 9
Genel Cerrahi Servisi 9
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Servisi 9
Kroner Yogun Bakim Servisi 8
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Tablo 6. Devami
Tibbi Onkoloji Servisi

Ortapedi ve Travmatoloji Servisi

Cocuk Enfeksiyon Servisi

Cocuk Genel Servisi

Dermatoloji Poliklinigi

Yeni Dogan Yogun Bakim Servisi

Uroloji Servisi

Cocuk Yogun Bakim Servisi

Kulak Burun Bogaz Servisi

Uroloji Poliklinigi

Gastroenteroloji Servisi

I¢ Hastaliklar1 ve Yogun Bakim Servisi

Kardiyoloji Servisi

Wl W W W B A B O O O O O N ©

Romatoloji Servisi

w
-

Diger

* Cocuk Acil Poliklinigi, Cocuk Cerrahi Servisi, I¢ Hastaliklar1 Poliklinigi, Endokrin Servisi, Enfeksiyon
Poliklinigi, Gogiis Cerrahi Servisi, Kalp Damar Cerrahisi Servisi, Periton Diyalizi, Plastik Rekons Ve
Estetik Cerrahi Servisi, Cocuk Cerrahi Poliklinigi, Cocuk Enfeksiyon Poliklinigi, Cocuk Sagligi
Hastaliklar1 Muayenesi, Dogumhane, Genel Cerrahi Poliklinigi, G6z Hastaliklar1 Servisi, Hemodiyaliz,
Kadm Hastaliklar1 Ve Dogum Poliklinigi, Kalp Damar Cerrahisi Yogun Bakim Servisi, Kulak Burun
Bogaz Poliklinigi, Nefroloji Poliklinigi, Noroloji Servisi Yogun Bakim Servisi, Romatoloji Poliklinigi
Laboratuvarimiza gelen materyallerin servislere gore dagilimi Sekil 24’de
gosterilmistir. Ornek yogunlugunun siklikla gogiis hastaliklari servisi, Mikail Yiiksel

yogun bakim servisi ve ndroloji servisinden geldigi gézlemlenmistir.

o1



Sekil 24. Gonderilen materyallerin servislere gore dagilimi grafigi
* Cocuk Acil ve Ilkyardim Poliklinigi, Cocuk Acil ve Ilkyardim Servisi, Cocuk Endokrin Poliklinigi,
Cocuk Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigi, Cocuk Genel Cerrahi Servisi, Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
Poliklinigi, Cocuk Uroloji Poliklinigi, Dahiliye Servisi, Endokrinoloji Servisi, Gastroentroloji Servisi,
Go6z Hastaliklar: Servisi, Kalp Damar Cerrahi Servisi, Mikail Yiiksel Gogiis Hastaliklart Yogun Bakim
Servisi, Mikail Yiiksel Hematoloji Yogun Bakim Servisi, Mikail Yiiksel Kardiyoloji Yogun Bakim
Servisi, Mikail Yiiksel Uroloji Yogun Bakim Servisi ve Romatoloji Poliklinigi

Laboratuvara gelen 277 klinik 6rnegin 239’u yetiskin hastadan 38’si ise ¢ocuk

hastadan alinmistir. Cocuk hastalara ve yetiskin hastalara gére dagilimi Sekil 25°de

gosterilmistir.
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14%

LICOCUK

H YETiSKIN

Sekil 25. Klinik drneklerin yetiskin hasta ve gocuk hasta dagilim grafigi
Calismamizda kullandigimiz 277 klinik 6rnegin 109’unun kadin hastadan

168’inin ise erkek hastadan alindigi belirlenmistir. Klinik 6rneklerin kadin hasta ve

erkek hasta dagilimi Sekil 26°de gosterilmistir.

i ERKEK
LIKADIN

Sekil 26. Klinik drneklerin erkek hasta ve kadin hasta dagilim grafigi
Calismamizda, Ondokuz May1s Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji

merkez laboratuvarina gonderilen ¢esitli materyallerden izole edilen 277 S.aureus

izolatinin VITEK2 compact otomatize sistem ile yapilan sefoksitin duyarlilik test

53



sonuglarina gore 118’si MRSA olarak saptandi. Bu izolatlarin sefoksitin (Sigma-
Aldrich, USA) MIK degeri referans yontem Sivi mikrodiliisyon ydntemi ile 61’inde
>16mg/L, 33%inde 16mg/L, 24’iinde 8mg/L olarak saptanmistir. StaResMet® (AYC
MED, Samsun, Tirkiye) kiti ile yapilan ¢alisma sonuglarina gore de 118 MRSA
izolatinin 61’inde >16mg/L, 33’tinde 16mg/L, 24’tiinde 8mg/L olarak saptanmuistir.
VITEK2 compact otomatize sistem ile yapilan sefoksitin duyarlilik test sonuglarina gore
277 S.aureus izolatinin 159’u MSSA olarak saptandi. Bu izolatlarin sefoksitin (Sigma-
Aldrich, USA) MIK degeri referans yontem sivi mikrodiliisyon yontemi ile 46’sinda
4mg/L olarak saptanirken 100’tinde 2mg/L ve 13’tinde 1mg/L olarak saptanmistir. 159
MSSA izolatinin StaResMet™ (AYC MED, Samsun, Tiirkiye) kiti ile yapilan duyarlilik
sonuglar1 ise 51’inde 4 mg/L olarak saptanirken 90’inda 2 mg/L, 12’sinde 1mg/L ve
6’sinda <0,5mg/L olarak saptanmustir. Tablo 7°’de MRSA ve MSSA izolatlarinin
VITEK2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize sistem, referans yontem sivi
mikrodiliisyon duyarlilik sonuclari, StaResMet® kit (AYC MED, Samsun, Tiirkiye)
caligmas1 duyarlilik sonuglart gésterilmistir.

Calismada StaResMet® (AYC MED, Samsun, Tirkiye) kiti ile elde edilen
sonuglar altin standart yontem olarak kabul edilen sivi mikrodiliisyon testi ve VITEK2
Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize sistem ile tam uyumlu bulunmustur (Tablo 7).
Buna gore StaResMet® (AYC MED, Samsun, Tirkiye) ticari kit testinin 6zgiilliik,
duyarlilik, pozitif ve negatif prediktif degeri %100 olarak belirlenmistir.

Tablo 7. S.aureus izolatlarinin duyarlilik sonuglar

VITEK 2 SIVI MIKRODILUSYON StaResMet®
savis | SONUC | Glig | SONUC | \Galig | SONUG
61 >16 61 >16
MRSA 118 POZITIF 33 16 33 16
24 8 24 8
46 51
MSSA 159 NEGATIF 100 %0
13 12
0 <0.5 6 <0.5
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5. TARTISMA

Toplum ya da hastane kaynakli MRSA suslarinin hizli ve dogru olarak
saptanmasi, enfeksiyonun kontrolii ve bakterinin nozokomiyal yayilimini 6nlemek
acisindan Onemli bir yere sahiptir (McClure ve ark.,2006). Sivi mikrodiliisyon
yontemiyle MIK degerinin belirlenmesi referans yontem olarak kullanilmakla birlikte,
testte elde edilen MIK degerleri, testin uygulandig1 kosullara bagl olarak degiskenlik
gosterebilmektedir. Giiniimiizde MIK degerinin saptandig: testlerin yerini biiyiik oranda
mecA genini saptayan molekiiler yontemler almistir. Ayrica, lateks agliitinasyon testi ve
otomatize yontemler (Vitek/Vitek2, bioMerieux; Phoenix, Becton-Dickinson;
Microscan, Dade Behring) gibi bazi hizli testler de kullanilmaktadir (Cesur ve ark.,
2010). Molekiiler testler ve otomatize yontemler pahali olmalari, teknik deneyim
gerektirmeleri ve 0zel ekipmanlara ihtiya¢ duymalart nedeniyle dezavantajli olup bazi
laboratuvarlar tarafindan kullanilamamaktadir.

Metisilin direncinin belirlenmesinde diliisyon yontemleri (agar diliisyon, sivi
mikrodiliisyon ve makrodiliisyon), E-test, agar tarama, disk diflizyon ve sinir deger
(breakpoint) duyarlilik testi gibi fenotipik yontemler bulunmaktadir. Bununla birlikte bu
yontemlerde sonuclarin elde edilebilmesi i¢in 24 saatlik bir slireye gereksinim vardir.
Bu yontemlerden smir deger duyarlilik testi hem agarda hem de sivi besiyerinde
yapilabilmekte ve diliisyon MIK yontemlerine benzemektedir. Farklilik ise sinir deger
duyarhilik testinin yalnmizca tek bir kritik konsantrasyonda uygulanmasidir (Cesur ve
ark., 2010). Bu yontemin avantaji, tek ilag konsantrasyonunun kullanilmasindan dolayi
1§ yukiiniin ve maliyetin azalmasidir.

Bu calismada, StaResMet® (AYC MED, Samsun, Tiirkiye) ticari kiti ile
yapilan test ucuz, uygulanmasit ve degerlendirilmesi kolay, hizli sonu¢ veren bir
yontemdir. Bu nedenle StaResMet® (AYC MED, Samsun, Tiirkiye) kiti ile metisilin
diren¢ sonucu, bir sonraki giinii beklemeden S.aureus hizli tanimlamasimnin yapildigi
ayn1 giin (6 saat sonra) verilebilmektedir.

Son yillarda, kromojenik besiyerleri ile metisiline direngli stafilokoklarin etkin
ve hizli bir sekilde saptanabildigi rapor edilmektedir (Brown ve ark., 2005). Coban ve
arkadaglar1 (2014), S.aureus suslarinda metisilin direncinin hizli saptanmasinda bir sinir
deger duyarlilik test yontemi olarak Nitrat Rediiktaz Testinin (NRT) performansini

arastirmislar bu test yonteminin S.aureus tanisini takiben 5 saat gibi kisa bir siirede



metisilin direncinin saptanarak bildirilmesinde hasta ve klinisyen agisindan biiyiik
oneme sahip olabilecegini, ayrica testin hizli, giivenilir, kolay uygulanabilir,
tekrarlanabilir olmasi ve ucuz bir yontem olmasi, test sisteminin liyofilize olarak
hazirlanip raf omriiniin de uzatilmasinin ek bir avantaj saglayacagini bildirmislerdir
(Coban ve ark., 2014). Merlino ve arkadaslart (2000), kromojenik bir besiyerinin
(CHROMagar S.aureus, Fransa), S.aureus’un tanimlanmasinda ve KNS’lardan ayirt
edilmesindeki performansin1 arastirmiglar; bu besiyerinin hastane kokenli MRSA
izolatlarinin tamamini dogru olarak tanimlarken, toplum kokenli MRSA izolatlarinin
ancak %30’unu dogru olarak tanimladigini bildirmislerdir. Bir slirveyans ¢aligmasinda
Morris ve arkadaslar1 (2012), burun siiriintii 6rneklerinde MRSA arastirilmasi amaciyla
ChromID MRSA (bioMerieux), Brilliance MRSA 2 Agar (Oxoid) ve Colorex MRSA
(EO Laboratories) kolorimetrik besiyerlerini  kullanmislardir.  Arastiricilar, bu
besiyerleriyle elde edilen test sonuglarinin inkiibasyon siireleriyle iliskili oldugunu ifade
etmisler ve eger oncelik yiiksek duyarlilik ise ChromID MRSA besiyerinin; oncelik 24
saat i¢inde sonu¢ alinmasi ise Colores MRSA besiyerinin daha uygun oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica ChromID MRSA icin MRSA dogrulamasinin yapilmasini da
onermislerdir (Morris ve ark., 2012). Nazal siiriintii 6rneklerinden MRSA izolatlarinin
saptanmasinda ¢ kolorimetrik besiyeri ve Xpert MRSA testinin etkinligini
arastirmislar; yontemlerin higbirinde duyarlilik ve 6zgiilliik belirlenmemis olsa da saglik
kuruluglarinda MRSA taramasinda kullanilabilecegini belirtmislerdir (Lee ve ark.,
2013).

Bu calismada kullanilan kolorimetrik ozellikli StaResMet® (AYC MED,
Samsun, Tirkiye) kiti ile S.aureus olarak tanimlanmig (6zellikle hizli testlerle)
izolatlarda metisilin direncinin varligt aym1 giin igerisinde 6 saat gibi kisa siirede
verilmektedir. Kromojenik tarama testlerinde 16-48 saat arasinda sonu¢ alinmakla
birlikte genellikle inkiibasyon siiresinin uzatilmasi testin duyarliligini artirmaktadir.

Coban ve arkadaglari, S.aureus klinik izolatlarinda Quicolor ES agar (Salubris
Inc.) kullanarak kolorimetrik disk difiizyon yontemiyle metisilin direncinin varligini 4-9
saat arasinda tanimlamiglardir (Coban ve ark., 2011). Bu yontemde, besiyerinde
gbzlenen renk degisimine gore liremenin varligi belirlenip diskin etrafinda gozlenen
renk degisimi Olgiilerek degerlendirme yapilmaktadir; ancak 4 ile 9 saat arasindaki

stirelerde besiyerinin siirekli kontroliiniin yapilmas1 gerekmektedir.
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Bu ¢alismada kullanilan StaResMet® (AYC MED, Samsun, Tiirkiye) kit
testinde bakteri inokiilasyonunu takiben yapilan 5 saatlik inkiibasyonun ardindan
eklenen soliisyon 2 ile 1 saat i¢inde renk degisimi gozlenmekte ve sonug¢ alinmaktadir.
Calismada StaResMet® (AYC MED, Samsun, Tiirkiye) kit plaklari ile yapilan test
sonuclari, VITEX2 otomatize sistem ve sivi mikrodiliisyon c¢alisma sonuclari ile
karsilastirildiginda her {i¢ test sonuglarinin ayni oldugu saptanmistir. Bu sonuglar,
StaResMet® (AYC MED, Samsun, Tiirkiye) kitinin birgok laboratuvar tarafindan
kolaylikla kullanilabilecegini gostermekle birlikte hizli ve dogru sonu¢ alinmasi,
maliyetinin diisiik olmasi, ek bir malzeme gerektirmemesi, is giicli gereksinimin en aza
indirgeyecek sekilde hazirlanmis olmasi, liyofilize olarak tasarlanmis olan kit iceriginin
raf Omriinii uzatmasi, kullanilabilirliginin kolay ve gilivenilir olmasi ile ¢oklu avantaj

saglayabilecegi belirlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Son yillarda, kromojenik besiyerleri ile metisiline direngli stafilokoklarin etkin
ve hizli bir sekilde saptanabildigi rapor edilmektedir (Brown ve ark., 2005). Coban ve
arkadaslar1 S.aureus suslarinda metisilin direncinin hizli saptanmasinda bir sinir deger
duyarlilik test yontemi olarak Nitrat Rediiktaz Testinin (NRT) performansini
arastirmiglar; bu test yonteminin S.aureus tanisini takiben 5 saat gibi kisa bir siirede
metisilin direncinin saptanarark bildirilmesinde hasta ve klinisyen agisindan biiyiik
Oneme sahip olabilecegini, ayrica testin hizli, giivenilir, kolay uygulanabilir,
tekrarlanabilir olmas1 ve ucuz bir yontem olmasi, test sisteminin liyofilize olarak
hazirlanip raf omriiniin de uzatilmasinin ek bir avantaj saglayacaginmi bildirmislerdir
(Coban ve ark., 2006). Merlino ve arkadaslar1 (2000), kromojenik bir besiyerinin
(CHROMagar Staph aureus, Fransa), S.aureus’un tanimlanmasinda ve KNS’lardan ayirt
edilmesindeki performansini arastirmislar; bu besiyerinin hastane kokenli MRSA
izolatlarinin tamamini dogru olarak tanimlarken, toplum kokenli MRSA izolatlarinin
ancak %30’unu dogru olarak tanimladigin1 bildirmislerdir. Bir siirveyans ¢alismasinda
Morris ve arkadaslar1 (2012), burun siiriintii 6rneklerinde MRSA arastirilmasi amaciyla
ChromID MRSA (bioMerieux), Brilliance MRSA 2 Agar (Oxoid) ve Colorex MRSA
(EO Laboratories) kolorimetrik besiyerlerini  kullanmiglardir.  Arastiricilar, bu
besiyerleri ile elde edilen test sonuglarinin inkiibasyon siireleri ile iligkili oldugunu ifade
etmisler ve eger Oncelik yliksek duyarlilik ise ChromID MRSA besiyerinin; oncelik 24
saat icinde sonu¢ alinmasi ise Colores MRSA besiyerinin daha uygun oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica ChromID MRSA i¢in MRSA dogrulamasimin yapilmasini da
onermislerdir (Morris ve ark., 2012). Nazal siiriintii 6rneklerinden MRSA izolatlarinin
saptanmasinda {i¢ kolorimetrik besiyeri ve Xpert MRSA testinin etkinligini
aragtirmislar; yontemlerin higbirinde duyarlilik ve 6zgiilliik belirlenmemis olsa da saglik
kuruluslarinda MRSA taramasinda kullanilabilecegini belirtmislerdir (Lee ve ark.,
2013). Bu calismada kullanilan kolorimetrik &zellikli StaResMet® (AYC MED,
Samsun, Tirkiye) kiti ile S.aureus olarak tanimlanmis (6zellikle hizli testlerle)
izolatlarda metisilin direncinin varligi ayni giin igerisinde 6 saat gibi kisa siirede
verilebilmektedir. Kromojenik tarama testlerinde 16-48 saat arasinda sonug¢ alinmakla

birlikte genellikle inkiibasyon siiresinin uzatilmasi testin duyarliligini artirmaktadir.



Coban ve arkadaslar1 (2011), S.aureus klinik izolatlarinda Quicolor ES agar (Salubris
Inc.) kullanarak kolorimetrik disk difiizyon yontemiyle metisilin direncinin varligini 4-9
saat arasinda tanimlamiglardir. Bu yontemde, besiyerinde gozlenen renk degisimine
gore liremenin varligi belirlenip diskin etrafinda goézlenen renk degisimi Olgiilerek
degerlendirme yapilmaktadir; ancak 4 ile 9 saat arasindaki siirelerde besiyerinin siirekli
kontroliiniin yapilmasi gerekmekte olup bu agidan dezavantajli olarak belirlemislerdir.
Bu calismada kullanilan StaResMet® (AYC MED, Samsun, Tiirkiye) kit testinde bakteri
inokiilasyonunu takiben yapilan 5 saatlik inkiibasyonun ardindan eklenen soliisyon 2 ile
1 saat i¢inde renk degisimi gozlenmektedir. Calismada ayrica StaResMet® (AYC MED,
Samsun, Tiirkiye) kit plaklari ile yapilan test sonuglari, VITEX2 otomatize sistem ve
stvi mikrodiliisyon ¢alisma sonuglari ile karsilastirildi. Sonugcta her ii¢ test sonuglarinin
ayn1 oldugu saptandi. Bu sonuglar, StaResMet® (AYC MED, Samsun, Tiirkiye) kitinin
birgok laboratuvar tarafindan kolaylikla kullanilabilecegini ve giivenilir sonug alindigin
gostermektedir.

Bu calismada, StaResMet® (AYC MED, Samsun, Tirkiye) ticari kiti ile
yapilan test ilave maliyet gerektirmeyip is yiikiiniin ve ekipmanin en aza indirgenmesi
planlanarak hazirlanmis kit icerigi, uygulanmasi ve degerlendirilmesi kolay, hizli sonug
veren bir yontem olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle StaResMet® (AYC MED,
Samsun, Tirkiye) kiti ile metisilin diren¢ sonucu, bir sonraki giinii beklemeden
S.aureus tanimlamasinin yapildigr ayni giin (6 saat sonra) verilebilmektedir. Alt1 saat
gibi kisa bir siire sonrasinda verilen sonucun hem klinisyen hemde hasta agisindan da
coklu avantaj saglayacagiyoniinde degerlendirilmistir.

Sonuc olarak, bu calismada kullanilan StaResMet® (AYC MED, Samsun,
Tiirkiye) Kit ile testte bakteri inokiilasynunu takiben yapilan 5 saatlik inkiibasyonun
ardindan eklenen soliisyon 2 ile 1 saat i¢inde renk degisimi gozlenmektedir. Caligmada
ayrica StaResMet” (AYC MED, Samsun, Tirkiye) kit plaklar ile elde edilen MIiK
sonuglar1, sivi mikrodiliisyon ¢alismasi ile elde edilen MIK sonuglart ve VITEK2
Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize sistem ile elde edilen MIK sonuclari
karsilastirildi ve sonuglar uyumlu saptandi. Bu sonuglar, siire i¢in avantajli olan
otomatize sistem maliyet agisindan dezavantajli, giivenilirlik, kolay uygulanabilirlik
acisindan avantajli geleneksel yontem sivi mikrodiliisyon siire agisindan dezavantajli

bulunur iken StaResMet® (AYC MED, Samsun, Tiirkiye) kiti ile yapilan duyarlilik
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caligmasinin giivenilir, ilave maliyet gerektirmedigi, is yiikiiniin ve ekipmanin en aza
indirgenmesi planlanarak hazirlanmig kit igerigi, uygulanmasi ve raporlanmasi kolay,
hizl1 sonu¢ veren bir yontem olarak degerlendirilmis ve ¢oklu avantajli bir yontem
oldugu kanisina varilmistir. Avantajlari ile birlikte StaResMet® (AYC MED, Samsun,
Tirkiye) kitinin  birgok laboratuvar tarafindan kolaylikla kullanilabilecegini
gostermektedir. Ayrica sonuglarin, sivi mikrodiliisyon test sonuglari ve VITEK2
Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize sistem sonuglari ile birebir uyumu
StaResMet® (AYC MED, Samsun, Tiirkiye) kitinin giivenilirligini gdstermistir. Ayni
zamanda hizli duyarlilik belirlemenin klinisyen ve hasta agisindan da ek avantaj

saglayacaktir.
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