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OZET

GRAM POZITIiF BAKTERI UREMESI SAPTANAN KAN KULTURLERINDE
GENOTIPLENDIRME iLE IDENDIFIKASYON VE DIRENC TAYINI
Ziya ERDOGAN
Yiiksek Lisans Tezi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Tez Danismam Prof.Dr. Cihadiye Elif OZTURK
Temmuz 2019 72 sayfa

Sepsiste etken bakterinin ve antibiyotik direnglerinin hizli sekilde tanimlanmasi ¢ok
onemlidir. Tedavinin en kisa siirede baslanmasi ile morbidite/mortalite azalmakta,
hastanede yatis siiresi kisalmakta, gereksiz antibiyotik kullanimi 6nlenmekte ve hastane
maliyetlerinin diismesi saglanmaktadir. Otomatize kan kiiltiir sistemleri, bakteriyel
patojenlerin tanimlanma siiresini 6nemli Olc¢iide kisaltmistir. Buna ragmen dogru
tedaviye en erken donemde baslanabilmesi i¢cin daha hizli tanimlama sistemleri
gerekmektedir. Calismamizda, hastanemiz servislerinde yatan hastalara ait Gram pozitif
bakteri iiremesi olan kan kiiltiirlerinde “Genotype® BC Gram-positive (Hain Lifesience,
Almanya)” testi kullanilarak genotiplendirilmesi, mecA, vanA, vanB, vanC1, vanC2/C3
genlerinin hizli tespiti amaclanmistir. Caligmaya, bakteri kiiltiirii ile 35(% 77.7)’1 MR-
KNS olan 45 KNS, 9(%52.9)’u MRSA olan 17 S.aureus, 2(%22.2)’si VRE olan 9
Enterokok ve bir S. grup D tanimlanmis toplam 72 6rnek dahil edilmistir. Genotipleme
yontemiyle 37(%75.5)’sinde Mec A pozitif olan toplam 49 KNS, 9(% 52.9)’unda mecA
pozitif olan toplam 17 S.aureus, 2(%?20)’sinde vanA pozitif olan toplam 10
Enterococcus, 2 S.pneumoniae ve 2 S. mitis/oralis bulunmustur. Genotipleme yontemi
ile kiiltiirde tespit edilemeyen 2 S. prneumoniae, 2 S. mitis/oralis belirlenmistir.
Istatistiksel degerlendirmede; tiim bakteri tiirleri igin bakteri kiiltiirii ile genotipleme
yontemleri arasinda anlamli diizeyde bir uyum bulunmustur (p=0,999). BC Gram pozitif
testinin, sepsis etkeni olan bakterileri, bu bakterilere ait diren¢ genlerini ve
miksenfeksiyon etkenlerini 4-5 saatte dogru olarak tespit ettigi gozlenmistir. Bu
nedenlerle genotiplendirmenin sepsis diisliniilen hastalarda erken klinik tamiya ve
tedaviye katkida bulunabilecegi diisliniilmiistiir. Ancak ¢alismamizda kiiltiirde bakteri
saptanan 10 Ornekte genotipleme yontemi sonug¢lanmadigi goriilmiistiir. Bu nedenle
sepsis tanisinda kiiltiir ve molekiiler yontemlerin birlikte kullanilmasinin ¢ok 6nemli

oldugu diistiniilm{stiir.

Anahtar Sozciikler: Sepsis, Kan kiiltiirii, Genotipik testler, Gram pozitif kok, mecA, van

genleri, hizli molekiiler test.



ABSTRACT

IDENTIFICATION AND RESISTANT GENE DETECTION WITH
GENOTYPING IN BLOOD CULTURES WITH GRAM POSITIVE BACTERIA
GROWTH

Ziya ERDOGAN
Master of sience thesis. Department of Microbiology
Supervizor Prof.Dr.Cihadiye Elif OZTURK

July 2019 72 pages
Rapid identification of the bacteria and antibiotic resistance causing sepsis is very

important. Beginning with the appropriate treatment as soon as possible reduced
morbidity/mortality, shortened the hospitalization time, prevented the unnecessary
antibiotic use and reduced the hospital costs. Automated blood culture systems have
significantly reduced the identification time of bacterial pathogens. However, faster
identification systems are required to begin the right treatment as early as possible. The
aim of this study is identification and resistant gene detection (mecA gene and vanA,
vanB, vanCl1, vanC2/C3 genes that cause methicillin and vancomycin resistance) with
genotyping method (Genotype® BC Gram-positive) in blood cultures with gram
positive bacteria growth which were obtained from inpatient from Diizce University
Hospital’s services.The study included a total of 72 Gram positive bacteria (which are
45 CNS, 17 S. aureus,9 Enterococci and one S. group D) identified in blood culture
samples. Genotyping revealed a total of 49 CNS of which 37 (75%) is mecA positive; a
total of 17 S.aureus of which 9 (52.9%) is mecA positive; a total of 10 enterococci of
which 2(20%) vanA positive; 2 S.pneumoniae and 2 S. mitis / oralis.

Two S. pneumoniae and 2 S. mitis / oralis which could not be detected in the culture,
were determined by genotyping method. In the statistical evaluation performed as a
result of genotyping study; there was a significant correlation between bacterial culture
and genotyping methods for all bacterial species (p = 0.999).Using the BC Gram
positive test, sepsis causative bacteria from blood culture bottles and resistance genes of
these bacteria were detected correctly within 4-5 hours. For this reason it was found that
genotyping may contribute to early clinical diagnosis and treatment of sepsis patients.
However, in our study, genotyping method was not found in 10 samples with bacteria
detected in culture. Therefore, it is thought that the use of culture and molecular
methods together is very important in the diagnosis of sepsis.

Key words: Sepsis, Blood culture, Genotypic tests, Gram positive cocci, mecA, van
Genes, rapid molecular testing.



1.GIRIS ve AMAC

Sepsisli hastalarin kan Kkiiltiirlerinde iireyen bakteriyel patojenlerin ve antibiyotik
direnglerinin hizli sekilde tanimlanmasi tedavi i¢in en uygun antibiyotigin se¢ilmesini
saglamaktadir. Uygun tedavinin en kisa siirede baslanmasi ile; morbidite/mortalite
azalmakta, hastanede yatis siiresi kisalmakta, gereksiz antibiyotik kullanim1 6nlenmekte

ve hastane maliyetlerinin diismesi saglanmaktadir!-234:56.7,

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan otomatize kan kiiltiir sistemleri,
bakteriyel patojenlerin tanimlanma siiresini 6énemli 6l¢iide kisaltmistir?¢. Ancak yine
de sonuclarin raporlanmasi, kiiltiirlerde pozitif sinyal alindiktan sonra en az iki glinde
gerceklesmektedir. Dolayisi ile dogru tedaviye en erken donemde baslanabilmesi i¢in

daha hizli tanimlama sistemleri gerekmektedir!.

Son dénemde Diinya Saglik Orgiitii (DSO) sepsisi kiiresel saglik énceligi olan hastalik
olarak tanimlamistir®®. Diinyada sepsisin gergek sayis1 bilinmemektedir. Yaymlanmis
verilere gore, kiiresel olarak yilda 30 milyon sepsis olgusu oldugu ve bunlarmn 6
milyonunun 6liim ile sonuglandigi tahmin edilmektedir®!®. Bu tahmin, yiiksek yagam
standartlarina sahip iilkelerde hastanede tedavi edilen sepsis verilerine dayanmaktadir.
Ama diinya niifusunun % 87' sinin yasadig1 diisiik ve orta gelirli {ilkelerden gelen
istatistikleri igermemektedir. Bu {llkelerden yapilan bildirimlerde sepsise bagh
oliimlerin cogunlugunun, altta yatan enfeksiyona bagli 6liim olarak kayitlara gectigi ve
aslinda sepsis sayisinin bundan ¢ok daha fazla oldugu diisiiniilmektedir!!. Sistemik bir
infeksiyonun sepsis tablosuna gitmesi enfeksiyonun siddeti ve hastanin durumuna bagh
olarak cok degisken siirelerde gergeklesen dinamik bir siliregtir. Birgok hasta sepsis
tablosuna girdikten sonra geri doniisiimsiliz bir siire¢ basladigi icin enfeksiyon

etkenlerinin miimkiin olan en erken sekilde tanimlanmalar1 hayati 6nem tagimaktadir.

Bu cahigmada, Diizce Universitesi  Saglik  Uygulama ve Arastrma Merkezi
servislerinde yatan hastalara ait kan kiiltiirlerinde, bakteri kiiltiir yontemleri ile
tanimlamas1 yapilan Gram pozitif bakterilerin, “Genotype® BC Gram-positive (Hain
Lifesience, Almanya)” testi kullanilarak genotiplendirilmesi, metisilin ve vankomisin
direnclerine neden olan, sirasiyla mecA geni ve vanA, vanB, vanCl, vanC2/C3

genlerinin hizli tespiti amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sepsis

Sepsis, konagin enfeksiyona karsi gelistirdigi sistemik enflamatuvar cevap olarak
tamimlamaktadir. Oliimciil bir hastaliktir. Modern tibbin &nemli bir problemi olmaya
devam etmektedir. Yillar icerisindeki artis egrisi yukar1 yondedir. Bu artisa sebep olan
farkli nedenler s6z konusudur. En 6nemlileri medikal teknolojide yasanan gelismeler,
yash niifus artisi, yogun bakim iinitelerinde tedavi goren hasta sayisinda ve bu hastalara
yapilan invaziv islemlerdeki artislardir. Yogun Bakim Unitelerinde (YBU) mortalitenin
en onemli nedenlerinden biridir. Uygun ve yogun bir tedavi yaklasiminin hizli bir

sekilde uygulanmas1 mortalitenin azaltilmasini saglamaktadir'13,

Klinik bulgularin farklilig1 ve farkl klinik seyirler sebebi ile tanida gecikmeler siklikla
yasanmaktadir. Klinik tabloyu tanimlamak ve ortak bir terminoloji gelistirebilmek i¢in
“American College of Chest Physicians and The Society of Critical Care Medicine
(ACCP/SCCM)”* 1991 yilinda ortak toplant1 gerceklestirmistir. Bu toplantida sepsis

klinigini tanimlayan ve derecelendiren tanimlar yapilip kullanilmaya baglanmigtir!>-14,
ACCP/SCCM Konferansinda kabul edilen tanimlar su sekildedir:

Enfeksiyon: Mikroorganizmalarin varliginin sebep oldugu enflamatuar yanit ya da

konagn steril dokularinda mikroorganizmalarin invazyonunu gosteren durumdur!?13-14,

Bakteriyemi: Kan dolasiminda canli bakteri bulunmasidir. Tanis1 hastadan alinan kan

kiiltiirii 6rneklerinin pozitifligi ile konur!>13-14,

Sistemik Enflamatuar Yanit Sendromu (SIRS): Farkli klinik uyarilara karsi konagin

verdigi cevabi tanimlar.

Asagidaki bulgulardan en az ikisinin varlig ile tanimlanir:
- Viicut 1s1s1 > 38 °C ya da < 36°C

- Kalp hiz1 > 90 atim/dakika

- Solunum hiz1 > 20/dakika ya da PaCO2 < 32 mmHg

- Lokosit sayist > 12.000/mm3 ya da < 4000/mm3 ya da periferik yayma preparatinda

%10’un lizerinde geng notrofillerin saptanmasi!13-14,



Sepsis: Konakta enfeksiyona kars1 gelisen sistemik enflamatuvar yanit olarak

tamimlanir. Iki ya da daha fazla SIRS bulgusu ile ortaya konur!>13-14,

Agir sepsis: Sepsis ile beraber organ fonksiyon bozuklugu, hipoperfiizyon ya da

hipotansiyonun goriilmesi olarak tanimlanmistir!213-14,

Sepsise bagli hipotansiyon: Hastanin sistolik kan basmcinin 90mm/Hg’nin altina
diismesi ya da herhangi bir neden olmadan hastanin bilinen sistolik kan basincinin

40mm/Hg ve daha fazla diismesi olarak tanimlanmgstir!213-14,

Septik sok: Uygun sivi1 tedavisi uygulanmasina ragmen sepsiste hipotansiyon ile beraber

hipoperfiizyonun devam etmesi olarak tanimlanmugtir!2-13-14,

Multiple organ disfonksiyonu (MODS): Sepsis tablosu igerisinde organ fonksiyon
degisikliklerinin goriilmesi olarak tamimlanmstir'>1314, Sepsis ile ilgilenen bazi
derneklerin [ACCP, SCCM, American Thoracic Society (ATS), European Society of
Intensive Care Medicine (ESICM) ve Surgical Infection Society (SIS)] Aralik 2001°de
Washington’ da diizenledigi “Uluslararas1 Sepsis Tanimlar1 Konferansinda”, sepsis
fizyopatolojisindeki gelismeler ve 1992’ de kabul edilen tanimlar gbéz Oniinde
bulundurularak, sepsis tanimi yeniden diizenlenmistir. Sepsisin  tanisinda
kullanilabilecek kriterler belirlenmistir. Bu toplantida sepsisin tanisinda kullanilacak
herhangi bir altin standartin olmadigi, onerilerin sadece hasta basinda klinisyenin karar

vermesinde yardimci olacagi seklinde 6zetlenmigtir!>13,

2.1.1. Epidemiyoloji

Sepsis ve sepsisin neden oldugu klinik tablolarin gercekte goriilme sikligini ortaya
koymak zordur. Toplum kaynakli gelisen sepsislerin goriilmesi azalirken, hastane
kaynakli enfeksiyonlarin neden oldugu sepsislerde artis goriilmektedir. Martin ve
arkadaslari  ABD’(Amerika Birlesik Devletleri)nde 1979-2000 yillar1 arasinda
10319418 sepsis vakasi izlediklerini bildirmislerdir'®. Bu rakam belirtilen donemde
klinikte tedavi goren hastalarin %1.3’{inli olusturmaktadir. Yillik %13.7 oraninda sepsis
insidansinda artis saptamislardir. Bu artisin nedenleri olarak sepsisin daha iyi taninmasi
ile daha fazla sepsis tanisinin konulmast, kliniklerde ve YBU’ lerde invaziv girisimlerin

artig1, mikrobiyal direng artis1 bildirilmigtir!3-16,



Toplum kaynakli sepsis insidanst konusunda iilkemizde yeterli ¢calisma yapilmadigindan
elde yeterli veri bulunmamaktadir. Bununla beraber YBU’lerimizde hastane kaynakli

bakteriyemi ve sepsis insidans1 %7,6-15,8 olarak belirtilmigtir!7-18-1°,

2.1.2. Patogenez

Sepsis patogenezi karmasik olaydir. Bakterinin konaga yerlesmesi, konagin savunma
mekanizmalar ile etkilesimi sonucunda hastalik ortaya ¢ikmaktadir. Hastaligin ortaya

¢ikigini, konagin immiin sistemi ve bakteriyel viriilans faktorleri belirler'3.

Konaga ait faktorler ve enfeksiyonun giris kapisi

Sepsise neden olan bakteriler dolagima genellikle damar dis1 bir enfeksiyon odagindan
yayillim sonucu girer. Bazen de enfeksiyon damar i¢i katater, septik tromboflebit,
bakteriyel endarterit, endokardit, mikotik anevrizmalar ve damar greftlerinden
kaynaklanabilir. Sepsislerde en sik primer enfeksiyon odagini; iiriner sistem, solunum
sistemi, genital sistem, deri ve yumusak doku, karin i¢i ve damar i¢i kataterler olusturur.
Hastane disinda gelisen sepsislerde en sik giris kapisin1 solunum sistemi ve {iriner
sistem olustururken, nozokomiyal sepsislerde ise damar i¢i katater ve liriner katater
enfeksiyonlar1 olusturmaktatir. Yogun bakim {initelerinde ise nozokomiyal pndmoniler

one ¢ikmaktadir!3,

Enfeksiyona kars1 konagi koruyan savunma mekanizmalarinin bozulmasi, lokal veya
sistemik enfeksiyonlara zemin hazirlar. Konak savunma mekanizmalarini ii¢ kategoride
toplayabiliriz; anatomik bariyer, hiicresel defans (fagositik hiicreler, lenfositler)
spesifik ve nonspesifik hiicresel hiimoral defans. Bakteriyel enfeksiyonlara karsi
organizmay1 koruyan en onemli defans sistemi anatomik bariyerdir. Saglam deri ve
mukozalar mikroorganizmalarin daha derin dokuya girmesini engeller. Travma yanik
veya perkutan damarici kataterler bu bariyeri kirar. Diger 6nemi bir savunma
mekanizmasi ise viicut sekresyon ve ekskresyonlarinin normal akimidir. Bunlarin
obstriiksiyonu, o anatomik bolgede doku basincinin artmasina, kan akiminin azalmasina

ve bakteriyel proliferasyona neden olur!?,

Sepsisli hastalarda bakteriyemi; Immiin sistemi saglam, saglikli kisilerde lokal
enfeksiyonun (peritonit, apse, hidronefroz, kolanjit gibi) yayilmasi, yenidoganlarda,

immiin sistemi baskilanmis hastalarda kii¢iik bir enfeksiyon odaginin varligi ve



damarigi katater, intravendz mayi kullanimi gibi nedenlerle bakteri lokal bariyeri asarak

direk dolagima geger'3.

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis ve
Staphylococcus aureus genellikle belirlenebilen herhangi bir fokal enfeksiyon olmadan

bakteriyemi yapabilirler!3.
Mikrobiyal faktorler

Sepsis etkeni olan bakterilerin ¢ogunlugu endojen floradan kaynaklanmaktadir.
Enfeksiyonun gelismesinde bakteriyel viriilans faktorleri (adherans, seruma direng, anti
fagositik ylizey, enzim ve toksinler gibi) rol oynar. Sepsis ve onun sonucu olarak gelisen
klinik tablolarin olugsmasinda bakteriyel invazinasyon ile beraber bakteriyel hiicresel
yapilarin ve toksinlerinde Onemli rolii vardir. Bu hiicresel yapilar ve toksinler
organismada degisik biyolojik sistemleri aktive eder. Sepsisteki fizyopatolojik

degisikliklerden sorumlu endojen mediyatorlerin agiga ¢ikmasini saglar'3.

2.1.3. Etiyoloji

Sepsis etiyolojisinden bir¢cok bakteriyel etken sorumludur. Antibiyotikler kullanim
alanimna girmeden oOnce streptokoklar ve stafilokoklar en sik sepsis etkeni iken
antibiyotiklerin kullanilmaya baslanmasi ile Gram negatif bakteriler gittikge artan
oranlarda sepsis etkeni olarak izole edilmeye baglanmistir. Son yillarda yapilan
caligmalarda, Gram pozitif bakterilerin de sepsis etkeni olarak izole edilme oranlarinda
artis gdzlenmektedir. Ozellikle de stafilokoklarin neden oldugu sepsislerde artis oldugu
dikkati cekmektedir!3.

2.1.4. Prognoz

Sepsis tedavisinde yeni gelismelere ragmen Oliim oran1 hala yiiksektir. Degisik
calismalarda 6liim oranm1 %20-80 arasinda bildirilmektedir?**!. Gram negatif bakteriyel
sepsislerde 6liim oran1 %45-50, Gram pozitif bakteriyel sepsislerde 6liim orani %20-30
ve anaerop sepsislerde ise 6liim orani %15-30 dur. Yapilan caligmalarda sepsis evreleri
ile ilgili mortalite oranlar1 SIRS’te %6-27, sepsiste %10-36, agir sepsiste %18-52
septik sokta ise %50-78 bulunmustur’3.

Sepsiste prognozu etkileyen faktorler su sekilde siralanabilir!3;



-Altta yatan hastalik: Noétropeni, hipogammaglobulinemi, diabet, alkolizm, bdbrek

yetmezligi, solunum yetmezligi.

-Tedavi basladiginda enfeksiyona bagli komplikasyonlarin gelismis olmas1 (sok,antiri

gibi).

-Bakteriyeminin siddeti (polimikrobiyal bakteriyemi).
-Enfeksiyon kaynagi.

-Enfeksiyonun gelistigi yer (nozokomiyal).

-Hastanin yattig1 servis (yogun bakim iinitesi).
-Antibiyotik tedavisinin uygunlugu.

-Tedavinin baglanmasina kadar gecen zaman.

-ileri yas.

2.1.5. Gram pozitif bakteriyel sepsisler

Stafilokok sepsisi

Stafilokoklar hareketsiz, sporsuz, katalaz testi pozitif, kapsiilsiiz veya az miktarda
kapsiil i¢eren, 0,5-1,5mm ¢apinda gram pozitif koklardir. Tek, ¢ift, dortlii veya kisa
zincirler seklinde goriilebilirler. Bakterilerin ¢ogalirken {i¢ boyutta boliinebilmeleri ve
boliinmeden sonra tam ayrilmanin olmamasi nedeni ile mikroskobik goriiniimleri {iziim

salkimi seklindedir. Cogunlukla fakiiltatif anaeropturlar??,
Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, tim diinyada hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlara yol
acan Onemli bir patojendir. Basta yogun bakim iinitelerinde olmak iizere metisiline
direngli S. aureus (MRSA) enfeksiyonlarmin sayisiin giderek arttigt rapor
edilmektedir’32425, Son yillarda, MRSA enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinde  dort
onemli degisiklik meydana gelmistir. Bu degisikliklerden ilki S. aureus izolatlarinda
goriilen metisilin direng oranlarindaki artistir. Yapilan ¢alismalarda, YBU’lerinden izole
edilen S. aureus suslarinin yaklasik %80'inde metisiline direng saptanmistir?>25, fkinci
onemli degisiklik, MRSA suslarinda goriilen vankomisin duyarliligindaki azalmadir.

Bu suglarin vankomisin minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri < 2 pug/ml



olmak iizere duyarli sinirlarinda olmasina ragmen, vankomisin ile klinik tedavide
basarisiz sonuglar elde edilmektedir. Ugiinciisii, MRSA izolatlar1 arasinda vankomisine
orta diizeyde duyarli S. aureus (VISA), heterojen VISA (hVISA) ve vankomisine
direngli S. aureus (VRSA)'larin goriilmeye baslamasidir. Dordiincii 6nemli degisiklik
ise MRSA sorununun sadece hastanelerde sinirli kalmayip toplumda da goriilmeye

baslamasidir?3-26-27,

S. aureus dogumdan itibaren gobek, perine ve deriye kolonize olur. Sonrasinda 6zellikle
burunda yerlesir. Insanlarin %20’si siirekli tasiyicidir. %20’sinde S. aureus higbir

sekilde kolonize olmaz. Kalan %60°1 zaman zaman burunlarinda S. aureus tasirlar?2,

S. aureus % 5’ lik koyun kanli agarda beta hemoliz yapar. Koloni rengi krem rengi ile
altin saris1 arasindadir. Koagiilaz testi pozitiftir. Bu o6zelligi ile deger stafilokok
tirlerinden ayirilirlar. S. /ugdunensis ile beraber insanda goriilen en virulan stafilokok

tiradir?2.

S. aureus'larda goriilen ilk antibiyotik diren¢ 1930’lu yillarda klinik olarak kullanilmaya
baslanan siilfonamid grubu antibiyotiklerle baglayip, giiniimiizde kullanilan linezolid ve
daptomisine kadar gelmistir. 1941 yilinda klinik kullanima giren penisilin G ile S.
aureus enfeksiyonlarinda ciddi bir azalma goriilmistir. Bu durum olduk¢a kisa
stirmiistiir. Penisilinaz (beta-laktamaz) enzimi sentezleyen izolatlarin ortaya ¢ikmasiyla
penisilin direnci goriilmiistiir. Bu direng B-laktamaz (penisilinaz) enziminin B-laktam
halkasini pargalayarak penisilini inaktive etmesiyle olusur. B-laktamaz cogunlukla baska
antibiyotiklere kars1 da direng genleri igeren bir plazmitte bulunan bla geni ile kodlanip

hiicre digina atilir??-23-28:29,

B-laktamaza direngli yar1 sentetik penisilinler ( metisilin, oksasilin, nafsilin) 1960’larda
kullanilmaya baslanmistir. Bunlar penisiline duyarli stafilokoklara, penisiline oranla
daha az etki etmektedir. [-laktamaza direncli penisilinlerin  kullanilmaya
baslanmasindan kisa bir silire sonra bunlara karsi direngli suslarin oldugu tespit
edilmistir. Bu antibiyotiklerin hi¢ kullanilmadig: iilkelerde de bu direngli suslarin
tespiti, bu direng tipinin stafilokoklarda daha dnceden edinildigini ortaya koymustur. Bu

direng tipine intrensek direng yada metisilin direnci denir?2,

Giliniimiizde MRSA enfeksiyonlarinin ~ klinik tedavisinde en sik kullanilan ilaglar

glikopeptid grubundan olan vankomisin ve teikoplanin antibiyotiklerdir. Klinik tedavide



linezolid, daptomisin ve tigesiklin gibi yeni antibiyotikler de kullanilmaktadir. Ancak
stafilokoklarda antibiyotiklere kars1 goriilen hizli direng gelisimi hem glikopeptid grubu
ilaglara hem de diger yeni gelistirilen ilaglara kars1 da ortaya ¢ikmistir. 1996 yilinda
VISA izolatlar1 ve 2002 yilinda da VRSA suglar1 saptanmaya baslanmistir. Yeni
antibiyotiklerden linezolid 2000 yilinda klinik olarak kullanilmaya baslanmis, bir yil

sonra da ilk linezolide direngli MRSA izolati tanimlanmigtir?3-3°,

Benzer bigimde daptomisin, ilk kez 2003 yilinda klinik olarak kullanilmaya baglanmis

ve iki y1l sonra da bu ilaca direngli suslar goriilmiistiir?331,
Metisilin direnci ve mecA geni

Metisiline duyarli S. aureus (MSSA) suslarinda bes tane penisilin baglayan protein
(PBP) mevcuttur. Metisiline direngli S. aureus (MRSA)’larda bu proteinlerden farkli
olarak, 78 kDa molekiil agirliginda, "PBP2a" olarak adlandirilan bir PBP daha
mevcuttur. PBP2a, beta-laktamlara ¢ok diisiik afinite gosterir. Boylelikle beta-
laktamlarim varhiginda, yiliksek afiniteli PBP'lerin islevini gorerek peptidoglikan

sentezini devam ettirir?2-23-28-32

PBP2a, 2.1 kb biiyiikliigiinde ve tiim MRSA suslarinda mevcut olan mecA geni
tarafindan kodlanir. Metisiline direngli olan tiim stafilokok izolatlarinda bu gen bulunur.
MecA geni, stafilokokal kaset kromozomu (SCCmec) olarak adlandirilan kaset
bolgesinde bulunur. SCCmec kasetinin biiyiikliigii 20 kb - 60 kb arasindadir. Ccr
(ccrABveya ccrC) ve mecA gen komplekslerinde goriilen yapisal degisikliklere gore
bugiin i¢in tanimlanmis 11 alt tipi (Tip [-XI) bulunmaktadir. Mec A geni kromozom
tizerinde IS431 ve IS527 insersiyon sekans elemanlar1 arasinda yerlesmistir. Bu 6zellik
gene bagka bakteriye gecme ve yanina baska ila¢ diren¢ genlerini alabilme 6zelligi de
verir. MRSA suslarinin B-laktam dis1 bir¢cok antibiyotige de ¢oklu direng gdstermesinin

nedenide bu ozelliktir?223-33,

MRSA’lar ¢oklu ilag direnci gosteren patojenler olarak oldukca onemlidirler. Biitiin
beta-laktam grubu antibiyotikler ile beraber linkozamidler, makrolidler ve
aminoglikozidlere karsi da direng gosterirler??2*3, Giinlimiizde MRSA’lar biitiin
diinyada yaygin olarak goriilmekte olup, prevalansi iilkeden {ilkeye farklilik

gostermektedir. Avrupanin kuzey iilkelerinde MRSA prevalanst %]1'in altinda
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iken,gliney Avrupa lilkelerinde, Amerika'da ve Asya’daki bazi iilkelerde bu oran

%350'lere ulagmistir. ABD’deki yogun bakim iinitelerinde ise %60 gecmistir?3-35-36,

Metisilin direnci homojen ve heterojen olarak goriilmektedir. Homojen metsilin
direncinde kolonideki tiim bakteriler mecA genine sahiptir. Bu gen tlimiinde ekspresse
olmustur. Heterojen direngte de kolonideki tiim bakteriler mecA geni tagimalarina
ragmen bir kisminda ekspresse olup in vitro olarak tespit edilebilir ve laboratuar tanisin
giiclestirebilir. Metisilin direncinin saptanmasinda 30 pg sefoksitin ile yapilan disk
difiizyon testi, %2 NaCl ihtiva eden katyon ayarli Mueller Hinton agarda yapilan
oksasilin MIC ve oksasilin agar tarama testi, mecA ve PBP2a’ y1 saptamaya yonelik

molekiiler testler kullanilmaktadir??.

B-laktamlara duyarl olan bazi S. aureus suslarit MIC degerinden 32 kat ya da daha fazla
minimal bakterisidal konsantrasyon (MBC) degeri gosterir. Bu 6zellige tolerans adi
verilir. Baz1 S. aureus suslari mecA geni tasimayip, PBP-2a iiretmeyip, metisilin
direncini tespit etmek ic¢in kullanilan oksasiline karsi sinirda direng gosterirler. Bunun
nedenleri suglarin asir1  B-laktamaz iiretmesi ve PBP-2 geninde nokta mutasyonlar

olmasidir?2.

Hastane kaynakli MRSA (HK-MRSA) ve toplum kaynakli MRSA (TK-MRSA)
enfeksiyonlarinin  goriilmesi  1990’lardan itibaren artmistir. TK-MRSA'lar, HK-
MRSA'lardan molekiiler olarak farklilik gosterir. HK-MRSA suslarinda, genellikle tip I,
IT veya III SCCmec tip I, II yada III genetik materyaline sahiptir. TK-MRSA suslarinda
ise SCCmec tip IV , V veya VII genetik materyali ile beraber "Panton-Valentine
leukocidin (PVL)" geni bulunmaktadir. PVL, kuvvetli viriilans faktordiir. HK-MRSA
sugslarindan SCCmec tip II ve tip III tasiyanlar metisilinin yaninda klindamisin,
makrolid, tetrasiklin ve streptogramin B antibiyotiklerine kars1 dirence sahiptirler. TK-
MRSA suslarinda c¢ogunlukla klindamisin, trimetoprim-siilfametoksazol, tetrasiklin,

gentamisin, florokinolonlar ve kloramfenikole duyarlidir?3-28-3¢,

TK-MRSA’lar ile HK-MRSA’lar molekiiler farkliliklariin yani sira olusturduklari

enfeksiyonlar bakimindan da farkliliklar gosterirler?3-37.
Glikopeptid direnci ve vanA geni

Giliniimiizde MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde, glikopeptid grubu antibiyotiklerden

vankomisin ve teikoplanin kullanilmaktadir. Vankomisin, Streptomyces orientalis'ten
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teikoplanin de Actinoplanes teichomyceticus' tan izole edilmistir. Glikopeptidler, hiicre
duvar1 sentezini inhibe ederek etkilerini gosterirler. Hiicre duvari sentezlenirken,
peptidoglikanin D-alanil-D-alanin ucuna baglanarak transpeptidasyon agamasini inhibe

ederler?3-3¢,

Vankomisin, yalnizca Gram pozitif bakterilere etkili olan bir antibiyotik olarak
kullanima girmistir ve yillar boyunca vankomisine karsi direng izlenmemistir. ilk olarak
1989 yilinda vankomisine direngli enterokoklar (VRE) goriilmiistiir. 1996 yilinda ise
vankomisine orta diizeyde duyarli S. aureus (VISA) susu tespit edilmistir.1997 yilinda
heterojen VISA (hVISA), 2002 yilinda vankomisine direngli S. aureus (VRSA) susu

saptanmigtir?3-36,

Japonya'dan Hiramatsu ve arkadaslari, 1996 yilinda vankomisine azalmis duyarliliga
sahip klinikk MRSA izolatin1 saptamislardir. Bu susun vankomisin MIK degeri,
mikrodiliisyon yontemi ile 8 pg/ml olarak tespit edilmistir?*38, Bunu takiben
Amerika'dan iki ve Fransa'dan bir olgu olmak iizere vankomisine azalmis duyarlilik
gosteren diger S. aureus izolatlar1 da tespit edilmistir?>3*40, Vankomisin MIK degerleri
8ug/ml olarak saptanan bu suslar, "Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)"
kriterlerine goére vankomisine orta diizeyde duyarli S. aureus (VISA) olarak
tanimlanmistir?33%4%. Tiim vakalarin ortak 6zelligi olarak, direncin tespitinden alt1 ay
onceki donemde cok¢a ve uzun siireli vankomisin ya da teikoplanin tedavisinin
uygulanmis olmasidir. 1996 yilindan sonra Asya, Amerika ve Avrupa lilkelerinden,
vankomisin MIK degerleri 8-16pg/ml arasinda degisen diger VISA izolatlari
bildirilmistir?34142. 2007 yilina kadar diinyadan bildirilen tiim VISA suslar1 yaklasik
100 olguyla sinirl kalmigtir?3-34,

Hiramatsu ve arkadaslari, 1997 yilinda "heterojen VISA (hVISA)" olarak adlandirilan
farkli bir vankomisin direng tipi tanimlamislardir?®38, "Mu3" olarak adlandirilan ilk
hVISA izolatindan sonra farkli {ilkelerden degisik oranlarda hVISA izolatlar
bildirilmistir?*43., MRSA'larda VISA izolatlarina ender olarak rastlanmakla birlikte,

hVISA suslar1 %0.71-65 arasinda goriilmektedir?3-43-44:4546,

A.B.D. Michigan'da 2002 yilinda bir diyaliz hastasinda vankomisine direngli S. aureus
(VRSA) susu tespit edilmistir. Bu olguda vanA geninin varligi polimer zincir

reaksiyonlari (PCR) ile ortaya konmustur?347,
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VRSA'larda ortaya ¢ikan bu direng, asir1 pepdidoglikan iiretimi, artan PBP-2 aktivitesi
ile beraber vanA geninin varligma baglidir. Enterokoklarda vanA genini kodlayan
Tnl1546 transpozonu S. aureus’a  nakledilebilmektedir. VanA geni bu yolla
vankomisine diren¢li enterokoklardan S. aureus’a gegmistir. VanA geninin varliginda
peptidoglikan sentezlenirken D-alanin-D-alanin yerine D-alanin-D-laktat sentezlenir.
Vankomisin yapist degisen molekiillere baglanamayacagindan hiicre duvari sentezini

inhibe edemez22-23:26:47

VISA’ larda ve hVISA’larda vanA geni bulunmaz. VISA’ lardaki direng iki mekanizma
ile aciklanmaktadir. Birincisi asir1 vankomisin tiiketimidir. Zira VISA suslarmin hiicre
duvarlari, vankomisine duyarli S. aureus’lara gore daha kalindir?*#8, Ikinci mekanizma
ise tikanma (clogging)’dir. Sentezlenen peptidoglikan tabakalarindaki tuzak molekiiller
cok miktarda vankomisin molekiiliinii tutar ve ardlarindan gelen diger vankomisin
molekiillerinin 6niinde engel olusturur. Bu nedenle vankomisin molekiilleri, ortaya

cikan bu engelden gegemeyip hedeflerine ulasamazlar®34°,
Vankomisine duyarh olmayan . aureus’larin saptanmasi icin onerilen yontemler

Disk difiizyon hVISA veya VISA’y1 tespit etmede kullanilamaz fakat, sinirli sayida

destekleyecek ¢alisma olmasina ragmen VRSA i¢in kullanilabilir®-3!,
MIK belirlenmesi

EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) ISO 20776-1
tarafindan Onerilen sivi mikrodillisyon testi altin standarttir. Gradiyent serit yontemleri
ile elde edilen sonuglar, sivi mikrodiliisyon ile elde edilen sonuglardan 0.5-1 kat daha
yiiksek oldugu unutulmamalidir®®5233, S, qureus’ da vankomisine direng icin EUCAST
sinir degeri MIK >2mg/L’dir. MiK’in >2mg/L oldugu (stvi mikrodiliisyon ile)
kesinlesen suslarin referans laboratuvara gonderilmesi gerekir. MiK belirlenerek hVISA

saptanamamaktadir>’.
VRSA, VISA ve hVISA saptamada kullanilan testler

hVISA’nm tespit edilmesi zordur, bundan dolay:1 saptama, tarama ve dogrulama olarak
ayrilmistir. Tarama i¢in birkag 0zgil test gelistirilmistir. Dogrulama, susun degisik
vankomisin konsantrasyonu iceren bir dizi agar plaginda popiilasyon profili analizini

yaparak (PAP-AUC) saglanir®®3., Bu yontemi kullanmada yeterli tecriibesi
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olmayanlarca yapilmasi zordur ve genellikle referans laboratuvarlarinda yapilmaktadir.
Vankomisin ve kazein tarama agarinda uygulanan yontemde yiliksek duyarlilik ve
ozgiilliikk saptanmis olup®®35, sadece bir ¢alismada degerlendirildiginden heniiz yontem

olarak dnerilmesi miimkiin degildir®’.
Makro gradiyent test

Azalmis vankomisin duyarliligini ortaya koyar fakat saptanan sonuglar MIK degeri
degildir. Ayrica, bu test hVISA, VISA ve VRSA’y1 ayirdetmemektedir.Testin
inokiilumu (2.0 McFarland) standart gradiyent testlerinden daha yiiksektir. Test Mueller
Hinton agar yerine Brain Heart Infusion (BHI) da yapilip, 48 saat sonra okunmalidir.
Vankomisin ve teikoplanin i¢in MIK > 8mg/L veya sadece teikoplanin i¢in > 12mg/L,
pozitif sonug¢ olarak kabul edilir. Her iki kriterde teikoplanin bulundugu igin

vankomisinin test edilmesi teikoplanin sonucuna dayanmaktadir™’.
Algoritma su sekilde olmalidir:
Teikoplanin sonucu > 12mg/L; VRSA, VISA veya hVISA

Teikoplanin sonucu 8mg/L; vankomisini test et. Eger vankomisin sonucu >8 mg/L ise, o

zaman VRSA, VISA veya hVISA.

Teikoplanin sonucu <8mg/L; VRSA, VISA veya hVISA degil™.

Glikopeptid direncinin saptanmasi icin gradient test (G-test)

G-test sonucu vankomisin veya teikoplanin i¢in >8 mg/L ise test sonucu pozitiftir®,
Teikoplanin tarama agari

Teikoplanin igerigi 5mg/L olan Mueller Hinton agari kullanilir3®%¢, 2.0 McFarland
standardina esdeger bulaniklik elde etmek icin bakteri %0.9 serum fizyolojik i¢inde
stispanse edilir. Agar yilizeyine 10uL inokiillum damlatilir ve plak 24-48 saat 35 °C’da
inkiibasyona birakilir. 48 saatte tireme olmasi glikopeptidlere azalmis duyarliliga isaret
eder™.
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hVISA/VISA i¢in dogrulama testleri

Tarama testinde azalmis duyarlilik gdsteren ve MIK testinde VRSA veya VISA olarak
tanimlanmayan her sus hVISA olabilir. Bu suglar referans laboratuvarinda PAP-AUC

testi ile arastirilmalidir®®33,
Koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS)

KNS ler i¢inde 32 tiir mevcut olup, 15 tanesi (S. epidermidis, S. saprophyticus, S.
haemolyticus, S. lugdunensis, S. schleiferi, S. hominis, S. warneri, S. capitis, S. cohnii,
S. simulans, S. auricularis, S. xylosus, S. caprae, S. saccharolyticus, S. pasteuri) insanda
kolonize olabilmektedir. insanda en fazla patojen olanlar Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus® tur. KNS’lar derinin normal flora elemanlarindandir.
Deri vede mukozada en ¢ok bulunanlarin S. epidermidis ve S. hominis’tir. Flora elemani
olmalar1 nedeni ile, enfeksiyon bolgesinden alinan 6rneklerde ¢ogunlukla kontaminan

olarak gozlenirler?2.

KNS’ ler “’Slime’” adi verilen biofilm olustururlar. Slime polisakkarit yapidadir.
Viicutta yabanci cisim olarak bulunan IV kaniil, prostetik materyal KNS suslarmin
olusturdugu slime tabakasina yatak olusturup, fagositozu engelleyip, slime tabakasinin
igerisine antimikrobiyal ajanlarin girmesini engelleyip, enfeksiyon olusumuna yatkinlik

saglarlar??.

KNS’ larin olusturdugu enfeksiyonlar genellikle katater veya yabanci cisim ile

iligkilidir?2.

Enterokok sepsisi

1899 yilinda Fransa’ da yayinlanmig bir yazida intestinal kaynakli Gram pozitif koklar
‘enterocoque’olarak tanimlanmistir. 1906°da endokarditli bir hastanin kanindan izole
edilen Gram pozitif bakteriye Streptococcus faecalis adi verilmistir. 1919 yilindada

Streptococcus faecium tanimlanmigtir?2,

Son zamanlarda yapilan Deoksiribo niikleik asit (DNA)-DNA, DNA-ribozomal RNA
(ribo niikleik asit) hibridizasyon c¢alismalar1 neticesinde Streptococcus  cinsine ait
olmadiklar1 ortaya konmustur. 1984 yilinda Enterococcus sinifi igerisinde 16 tiir yer

alacak sekilde smiflandirilmislardir. insanda en gok rastlanan tiirleri E. faecalis ve
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E. faecium’ dur. E. avium, E. casseliflavus, E. cecorum, E. durans, E. gallinorum, E.
hirae, E. raffinosus, E. malodoratus, E. dispar, E. Mundtii’ de diger sik rastlanan

tiirlerdir?2.

Enterokoklar tek tek, ikili yada kisa zincir olusturabilen, katalaz testi negatif olan Gram
pozitif koklardir. Mikroskopik goriinlimleri Streptococcus pneumoniae’dan ayirt
edilemez. Fakiiltatif anaerop bakterilerdendirler. Optimal iireme sicakliklar1 35 °C olup
10-45°C arasindaki 1silarda ¢ogalabilirler. Eskiilin ve L-pirolidol-a-naftilamid’i (PYR)
hidroliz ederler. Kanli agarda 24 saatlik inkiibasyonun sonunda genis beyaz koloniler

olstururlar. Koloniler hemolizsiz olusu tipiktir?2.

Insan ve hayvan barsak floralarinda bulunurlar. Normal barsak florasinin énemli bir
kismin1 Enterokoklar olusturur. Insan diskisinda en cok izole edilen tiirler sirasi ile E.
faecalis ve E. faecium’ dur. Barsak florasinin normal elemanlari olduklarindan
Enterokok enfeksiyonlar: siklikla hastanin kendi florasindan kaynaklanan endojen tipte

olmaktadir?2.

Enterokoklar, en sik goriilen nozokomiyal patojenler arasinda ikinci siradadirlar.
Enterokok bakteriyemisi hematolojik malignensilerde nadir bir komplikasyon olarak

goriilmektedir??,

Enterokok enfeksiyonlarmin %60’1 nozokomiyaldir. Bu enfeksiyonlarin yarisi
YBU’lerinde goriiliir. Tiim enterokok enfeksiyonlarinin %80-90° nindan E. faecalis,

%>5-10" undan E. faecium sorumludur??,

Enterokok suslar1 hastalar arasinda, hastane igerisinde bir boliimden baska bir boliime
yayildigina dair giiglii kanitlar vardir. Nozokomiyal enfeksiyona sebep olan enterokok

suslar1 saglik personellerinin ellerinde ve ¢evrede bulunmaktadir??,
Enterokoklarda goriilen glikopeptid direnc tipleri

Son donemde vankomisine direncli enterokoklar (VRE) sayilarindaki artisin sonucunda,
direnc genlerinin kodladig1 proteinlerin yapilar1 ve islevleri daha kapsamli sekilde
arastirilmistir. Vankomisine direncli enterokoklar (VRE), direncin sadece vankomisine,
vankomisin ile beraber teikoplanine diren¢li olmasina, direncin indiiklenebilir yada

yapisal olmasina, diger baktrerilere aktarilabilir olmasina gore siniflandirilip vanA’dan
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vanG’ye kadar isimlendirilen yedi grupta incelenmistir. En iyi bilinenleri vanA, vanB,

vanC ve vanD tipleridirS7-58>,
VanA direng tipi

VRE’lerde en iyi bilinen diren¢ mekanizmasidir. Vankomisin ve teikoplanine kars1
olusan yiiksek dirence 39-40 kDa agirligindaki vanA proteinleri sebep olur. Dirence
sebebiyet veren genler, sadece vankomisin varliginda sentezlenebilen ve hucre duvar
sentezi icin gerekli olan bir ligaz (vanA genince kodlanir), bir D-D-dipeptidaz (vanX
genince kodlanir), ile bir D,D-karboksipeptidaz'dir (vanY geni tarafindan kodlanir).
VanA fenotipi vankomisine (MIK: > 64-1000 pg/ml) ve teikoplanine (MIK: >16-512
ng/ml) yiiksek diizeyde indiiklenebilir dirence yol acar. Modifiye edilmis hedef D-ala-
D-lak'dir. Bu direng gelisimi 6zellikle E. faecalis, E. faecium ve E. avium’ da goriiliir.
Yedi genden olusan vanA gen kiimesi plazmid DNA’ya entegre olmus bir transpozon
tizerindedir. Tn1546 adim1 alan 10.5 kb'lik bu transpozon, dort fonksiyonel grubun
toplam dokuz polipeptidi kodladig1 genetik materyaldirS7-58-60,

Bu transpozonu olusturan ilk fonksiyonel grup, transposizyonda gorev alip ters yonde
transkripsiyona ugrayan iki agik okuma bolgesi olup ORF1 yapisal transpozazi , ORF2
bir rezolvazi kodlar. Ikinci bolgede vankomisin direnc genlerinin regulasyonundan
sorumlu vanR ve vanS genleri bulunur. Ugiincii fonksiyonel grupta, depsipeptidlerin
olusumundan ve glikopeptid direncinden sorumlu genler (vanH, vanA, vanX) bulunur.
Dordiincii fonksiyonel grupta vanY geni bulunur. vanX geni ile benzer 6zellik gosterir.
Enterokoklarda vanA fenotipi iceren genetik yapilar benzerlik gosterip Tn 1546 ile
taginirlar. Kazanilmis direng genleri plazmidler ve transpozonlar araciligiyla diger
tiirlere kolayca aktarilir. Bunlar arasinda en onemlisi vanA geni iceren vankomisine

direngli Staphylococcus aureus (VRSA) suslaridir57-61:62:63.64.65.66.67.68

Van B direnc tipi

Tn1547 transpozonunu uzerinde bulunan vanB geni tarafindan sentezlenen, 39,5 kDa
molekiiler agirlikli vanB membran proteini ile olusturulur. Vankomisin direnci orta
duzeyde olup, vankomisine direncli (MIK: 4-1000 pg/ml) ancak teikoplanine duyarlidir
(MIK: 0.5-1 g/ml). Modifiye edilmis hedef Dala-D-lak'dir. Induklenebilir, kazanilmis

bir direnctir. E. faecium ve E. faecalis tiirlerinde goriiliir3”-S8.
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VanC direng tipi

E. gallinarum (vanC-1), E. casseliflavus (vanC-2) , E. flavescens (vanC-3) izolatlarinda
bulunan diigiik diizeyde vankomisin direnci olarak tanimlanir. Bu direng¢ tipinde
vankomisin direncini kodlayan genler endojeniktir ve E. gallinarum, E. casseliflavus, E.
flavescens tiirlerine spesifik ligazlara sahiptir. Molekiil biiyiikliigii 38 kDa olan vanC
membran proteinince olusturulan, indiiklenemez direngtir tipidir. Modifiye edilmis
hedef D-ala D-ser'dir. Biitliin suslar yapisal olarak dirence sahip olmalarindan otiirii

intrinsik bir direngtir ve direng aktarimi sézkonusu degildir3-°,
VanD direng tipi

Sadece E. faecium tiiriinde tespit edilmistir. Orta diizey vankomisin direnci (MIK: 16-64
g/ml) ve diisiik diizey teikoplanin direnci (MIK: 2-4 g/ml) mevcuttur. Indiiklenebilir bir
direng tipidir. Olusumundan vanD membran proteini sorumludur. Modifiye edilmis

hedef D-ala-D-lak'dir, vanA ve vanB operonlari ile benzerlik gosterir3”-7".

Streptokoklar

Gram pozitif kok yada oval yapili, hareketsiz, spor olusturmayan ciftler halinde
bulunan, sivi besiyerlerinde iiretildiklerinde zincir olusturan 2um’ den kiigiik
bakterilerdir.Katalaz enzimi iiretmezler. Tiirlerinin ¢ogu fakiiltatif anaeroptur. Uremeleri
zor oldugundan kan veya serum ile zenginlestirilmis besiyerlerinde iiretilmelidirler.
Kanli agarda farkli hemolitik aktivite gosterirler. Kanli agarda seffaf zon olusturacak
sekilde hemoliz yapanlara beta hemolitik, yesilimsi zon olusturacak sekilde hemoliz
yapanlara alfa hemolitik, hemoliz olusturmayanlara ise gama hemolitik streptokok adi
verilir. Insanda enfeksiyon yapan streptokoklar i¢in en iyi beta hemoliz %35 koyun kanli

agarda gozlenir’!,

Streptokok cinsine ait tlirler 16S r RNA dizi analizine dayanilarak siniflandirilan yedi

gruba ayrilmigtir’!,
Piyojenik grup

Bu gruptaki tiirler iyi tanimlana , kolay ayirt edilebilen, beta hemoliz 6zelligine sahip

tirlerdir. Streptococcus pyogenes, S. agalactiae bu grupta en iyi bilinen patojenlerdir’!.
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Sanguinis grubu

S. sanguinis, S. parasanguinis, S. gordonii tiirleri bu gruptandir. Agiz forasi

tiyeleridirler. Virirdans streptokok enfeksiyonlarindan sorumludurlar’,
Mitis grubu

S. pneumoniae, S. oralis, S. mitis, S. crista bu grupta yer almaktadir. Genellikle agiz
floras1 iiyeleridir. S. pneumoniae insan enfeksiyonlarindan siklikla izole edilen bir

patojendir’!,
Mutans grubu

Streptococcus mutans bu grupta yer alir. Ik kez 1924 yilinda dis ¢iiriiklerinden izole
edilmis olup giiclii asidojen bir bakteridir. Kandan izole edilen viridans streptokoklarin

buyuk bir kismi1 S. mutans suslaridir’!,
Salivarius grubu

Gama hemoliz 6zellik gdsteren, birbirleri ile genetik akrabalig1 bulunan S. salivarius, S.

thermophilus, S. vestibularis bu grubun tiyeleridir’!.

Anginosus grubu

S. anginosus, S. constellatus, S. intermedius bu grupta yer alirlar’!.
Bovis grubu

S. bovis, S. equinus, S. alactolyticus bu bruba dahildir’!.
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3.GEREC ve YONTEM

Bu arastirma “Gram pozitif bakteri iiremesi saptanan kan kiiltiirlerinde genotiplendirme
ile idendifikasyon ve diren¢ tayini” proje basligi, 2017.04.01.618 proje numarasi ile

Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanlig1 tarafindan desteklenmistir.

3.1. Arastirma Tipi

Bu ¢alismada Diizce Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi kliniklerinde
tedavi goren hastalarin Gram pozitif bakteri iiremesi olan kan kiiltiirii 6rneklerinin
genotiplendirme yontemi ile identifikasyon ve direng tayini belirlenebilmesi amaciyla

planlanan kesitsel tipte bir aragtirmadir.

3.2. Ornekleme

Diizce Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi kliniklerinde tedavi géren
hastalardan 14.04.2018-26.1.2019 tarihleri arasi test edilen 2132 kan kiiltiiriinden,
ardisik iki veya daha fazla Gram pozitif liremesi olan 82 adedi g¢alismaya dahil
edilmistir. 10  adet kan  kultirii  sisesi,  genotiplendirme  ¢alismasi

sonuc¢landirilamadigindan ¢alismadan ¢ikarilmistir.

3.3. Verilerin Toplanmasi

Calismaya dahil edilen kan kiiltiirii 6rneklerinin alindig1 hastalara ait sosyodemografik
veriler, bakteri isimleri ve antibiyotik duyarliliklar1 [metisilin/oksasilin (OX), sefoksitin
(FOX), vankomisin (VA), teikoplanin (TEI), siprofloksasin (CIP), gentamisin (GN),
trimetoprim/sulfametoksazol (TMP-SXT)] calismaci tarafindan hastane bilgi yonetim

sisteminden alinmistir.

3.4 Laboratuvar Analizleri

“Genotype® BC Gram positive Ver. 3.0 (Hain Lifescience Almanya) ™ testi 17 farkli
Gram pozitif bakteri tiirii (Streptococcus anginosus / constellatus / intermedius / mutans
/ sanguinis, Streptococcus mitis / oralis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus  dysgalactiae ssp. equisimilis, Streptococcus bovis,
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus — haemolyticus,
Staphylococcus  epidermidis, Staphylococcus  hominis, Staphylococcus  warneri,

Staphylococcus simulans, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus
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gallinarum ve Enterococcus casseliflavus.) ile beraber metisilin (mecA) ve vankomisin

(vanA, vanB, vanC1 ve vanC2/C3) direng¢ genlerini tespit edebilmektedir

Diizce Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Mikrobiyoloji
laboratuvarinda kan kiiltiirii sistemi olarak BD BACTEC™ FX(ABD) kan kiiltiir sistemi
ve otomatik bakteri identifikasyon sistemi olarak [VITEK® 2 Compact (BioMérieux
Fransa)] kullanmilmistir. Calismaya dahil edilen 6rneklerden GENO CARD (Hain
Lifescience Almanya) ekstraksiyon kiti ile niikleik asit ekstraksiyonu yapilmistir. Elde
edilen ekstarksiyon iirlinlerinin PCR amplifikasyon miksi (Tag Polimeraz, 10x Buffer
(15mM MgCl2), 25mM MgCl2, H20) kullanilarak FlouroCycler12 (Hain Lifescience,
Almanya) cihazinda PCR’lart yapilmigtir. PCR {irlinlerinin, GenoType BC Gram
pozitive VER 3.0 (Hain Lifescience Almanya) kiti kullanilarak TwinCubatér (Hain

Lifescience Almanya) cihazinda genotip testleri yapilmistir.
3.5. Test Prosediirii
3.5.1. Cahismada kullanilan kit ve malzemelerin listesi

DNA ekstarksiyon asamasinda kullanilan malzemelerin listesi

GENO CARD ekstraksiyon kiti

Delme mat1

1,5 mI’lik DNA,RNA free eppendorf tiipii
Scc Steril enjektor

0-10ul, 1-100pul otomatik pipet

10ul, 100ul streril filtreli otomatik pipet ucu
0,1ml’lik steril eppendorf tiipii

Smif II biyogiivenlik kabini

% 99.8’lik Etanol

Etiiv (38 °C’ ye ayarlanmis)

Sodyum hipoklorit ¢cozeltisi (% 3°liik)
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PCR asamasinda kullanilan malzemelerin listesi
Taq DNA polimeraz 5U/ul 50ul (Qiagen Almanya)
PCR Amplifikasyon miksi (Hain Lifescience Almanya)
- PNMI1 1,68ml x2

- PNM2 1,68ml x2

- 10x PCR Buffer 250ulx2

- 25 mM MgCl2 soliisyonu 300ul x2

- H20 1ml

0,1ml steril eppendorf tiipii

0-10ul, 1-100pul otomatik pipet

10ul, 100ul streril filtreli otomatik pipet ucu
FlouroCycler12 Thermal Cycler cihaz1 (Hain Lifescience Almanya)

Hibridizasyon asamasinda kullanilan malzemelerin listesi

BC Gram pozitive VER 3.0 (Hain Lifescience Almanya) kiti
-DEN soliisyonu 960ul x4

-HYB Soliisyonu 96ml

-STR Soliisyonu 96ml

-CON-CSoliisyonu 960 pl

-CON-D Soliisyonu 96ml

-SUB-C Soliisyonu 960 pl

-SUB-D Soliisyonu 96ml

-RIN Soliisyonu 96ml x3

-Strip 96 adet

22



-Hibridizasyon kiiveti x3

TwinCubator

0-10ul, 1-100pul, 100-1000u] otomatik pipet

10ul, 100ul, 1000ul streril filtreli otomatik pipet ucu
Sodyum hipoklorit ¢cozeltisi (% 3°liik)

Distile su

Pens

3.5.2. DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyon agsamasi kontamine DNA ig¢ermeyen temiz bir ¢alisma alaninda,

asagida anlatilan protokol ile GENO CARD testi kullanilarak yapilmistir.
1.Ekstarksiyon kartindaki yuvarlak numune alaninin ortasinda bir kan kiiltiirti damlasi
dikkatlice damlatilip karsisindaki metin alanina 6rnek numarasi yazilmstir .

2. Kan kiiltiirti 6rneginin damlatildig1 ekstraksiyon kart1 15 dakika boyunca 38°C’lik

sicakliktaki bir etiivde kurutulmustur.

3. Delme mati, ucundaki koruyucu aparat c¢ikarilip %3’liikk sodyum hipoklorit ¢ozeltisi
ile dekontamine edildikten sonra ekstraksiyon kartinin yan tarafinda belirlenmis

alanindan bir iki tane bos disk kesilip atilarak kullanima hazir hale getirilmistir.

4. Delme matini, kan kiltiiri 6rnegi damlatilmis ve kurutulmus olan ekstraksiyon
kartina dik olarak yerlestirilip saat yoniinde bastirip dondiirerek delme islemi

yapilmustir.

5.Aparatin pistonuna basilarak disk 0,1ml ‘lik PCR reaksiyon tiipline aktarilmistir.
(Her ornek i¢in iki disk kesilip iki farkli 0,1’lik eppendorf tiipiine aktarilmistir.)

6. Delme aparatinin ucunu dekontamine etmek icin %3’liikk sodyum hipoklorit ¢ozeltisi

ile silinip, numune alaninin sagindaki oval alandan pes pese 3 disk kesilip atilmistir.

23



3.5.3. Multipleks apmlifikasyon testi

Amplifikasyon mix' inin hazirlanmasi

Her ornek i¢in iki farkli amplifikasyon miksi hazirlanmistir. PNMI1 igeren
amplifikasyon miski 6rnekten genotip tespiti, PNM?2 iceren amplifikasyon miksi ise gen
bolgelerinin tespit edilmesi i¢in yapilmistir. Bu iki aplifikasyon miksinin PCR
reaksiyonlart yapilmistir. Amplifikasyon miksleri, DNA ekstraksiyonunun yapildigi
alandan farkli temiz bir alanda yapilmistir. Amplifikasyon mikslerini buz iizerinde
hizli bir sekilde pipetleyerek, geciktirmeden FlouroCycler12 Thermal Cycler cihazina

konulmustur.

Amplifikasyon i¢in, Qiagen Taq DNA Polimeraz kullanilmistir. Bu enzimi kullanirken,

ornek basina asagidaki miktarlar kullanilarak amplifikasyon miksi hazirlanmastir..

—35 ul PNM 1 ya da PNM 2

— 5 ul 10x PCR Tampon

—2 ul 25 mM MgCl2 soliisyonu
—0.2 ul (1 U) Tag DNA Polimeraz
— 3 ul deiyonize steril su

Ekstraksiyondan elde edilen disklerin PCR reaksiyon tiipliniin kenarlarina yapisip

yapismadig1 kontrol edilip, yapisanlar diizeltilmistir.
Amplifikasyon protokolii

FlouroCycler12 Thermal Cycler cihazinda asagidaki protokol tanimlanip PCR testi
yapilmugtir.

95°C, 5 dak. 1 dongii

95°C, 30 sn. v
58°C, 2 dak. } 10 dongt

95°C, 25 sn. o
53°C, 40 sn. 20 dongil
70°C, 40 sn.

8 dak. 70°C 1 dongii
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Isitma Hiz1 <2.2°C
3.5.4. Hibridizasyon

Hibridizasyona hazirhk

Calismaya baglamadan 6nce TwinCubator®’ cihazinin 1sis1 45°C’ye getirilmistir. BC
Gram pozitive kitinde bulunan HYB ve STR soliisyonlar1 38°C sicakligina getirilip
homojenize edilmislerdir. Kit igerisindeki diger solusyonlarin 1sis1 oda sicakligina
getirilmistir. Uygun hacimli steril tiipler kullanilarak kitin igerisindeki CON-C
solusyonu ile CON-D solusyonu, calismada gerekli olacak miktarda 1/1000 oraninda
dilie edilmistir. Benzer sekilde SUB-C solusyonu ile SUB-D solusyonu 1/1000

oraninda diliie edilmistir.

Hibridizasyon
1. Reaksiyon kiivetinin kenarina 40ul denatiirasyon sivist (DEN) pipetlenmistir.
2. Reaksiyon kiivetinin kenarina konulan DEN solusyonunun i¢ine 20ul PNBI1 ile

hazirlanmig PCR {iriinii ve 20il PNB2 ile hazirlanmigs PCR {iriinii pipetlenip, iyice
karistirilip, oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir.karistirilmistir.

3. Reaksiyon kiivetinin igine 1 ml hibridizasyon solusyonu (HYB) ilave edilip iyice

karigtirilmastir.

4. Mavi renk ile igaretlenmis kenarina numarasi yazilan strip temiz bir pens yardimai ile
renk igaretinin oldugu kenarindan tutularak, renk isareti listte olacak sekilde kiivete

yerlestirilmistir.

5. Reaksiyon kiiveti TwinCubator'a yerlestirilip 45°C'de 30 dakika ¢alkalanarak inkiibe

edilmistir.

6. Hibridizasyon soliisyonu kiivetten otomatik pipet kullanilarak tamamen aspire

edilmistir.

7. Reaksiyon kiivetine 1 ml Stringent Yikama Soliisyonu (STR) ilave edilip 45 ° C'de
15 dakika calkalanarak inkiibe edilmistir.

8. Stringent Yikama Soliisyonu kiivetten otomatik pipet kullanilarak hi¢ sivi

kalmayacak sekilde aspire edilmistir.tamamen aspire edilmistir.
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9. Reaksiyon kiivetine 1 ml Rinse soliisyonu (RIN) ile konulup oda 1sisinda 1 dakika
boyunca stripler yikanmigtir. Ardindan RIN soliisyonu otomatik pipet kullanilarak

aspire edilmistir.

10. Reaksiyon kiivetine 1 ml diliie edilmis conjugate soliisyonu konulup, stripler oda
1sisinda calkalanarak 30 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan conjugate soliisyonu

otomatik pipet kullanilarak aspire edilmistir.

11. Reaksiyon kiivetine 1 ml Rinse soliisyonu (RIN) konulup stripler oda 1sisinda
calkalanarak 1 dakika yikanmistir. Bu islem 2 kez tekrarlanmistir. Ardindan 1 ml distile
su ile 1 dakika yikanmistir. Yikama islemlerinden sonra sivilar otomatik pipet
kullanilarak tamamen boslatilmistir. Son yikamadan sonra reaksiyon kiivetinde hig¢ sivi

kalmamasina dikkat edilmistir.

12. Reaksiyon kiiveti i¢indeki striplerin lizerine 1 ml 1/1000 oraninda diliie edilmis
substrat solusyonu eklenip oda 1sisinda isiktan koruyarak ve calkalamadan 5 dakika

inkiibe edilmistir.

13. Stripler distile su ile iki kez pespese yikanip aspire edilerek reaksiyon

sonlandirilmistir.

14. Stripler kiivetten baska bir temiz pens ile ¢ikarilip, kurutma kagidinin arasina
konarak kurutulmustur. Sonrasinda temiz bir kagidin iizerine selofan bant yardimi ile

bant bolgeleri iiste gelecek sekilde yapistirilmistir.

3.6. Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Yorumlanmasi

Beyaz kagidin {izerine yapistirilan stripler yorumlama tablosu {izerine yaklastirilarak
pozitif bant bolgelerinin karsiligina denk gelen bakteri genomu ve direng genleri tespiti

yapilmistir. Yorumlama tablosu resim 2 de gosterilmistir.

Her stripin iizerinde toplam 24 tane bant bdlgesi mevcuttur. Bu bolgelerden birincisi
olan konjugat kontrol bolgesi (CC), konjugatin stripe baglanip baglanmadigini gosterir.
Ikinci bolge ise iiniversal kontrol bolgesi (UC) olup, tiim bakteri tiirlerinde ortak olarak
goziiken yiiksek diizey bir DNA bdlgesini tespit etmekte olup, bakteriyel DNA nin

varligini ortaya koyar. Stripin genel goriiniisii resim 1 de gdsterilmistir
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Resim 1. Calismada kullanilan strip
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Resim 2. Yorumlama Tablosu
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3.7. istatistiksel Analiz

e facullate staonirg

== laculiaime weak stamng

— g Bdenang

Caligmadaki tiim verilerin uygun tanimlayic istatistikleri hesaplanmistir. Oranlar arasi

karsilagtirmalarda Ki-Kare ve Fisher Exact testleri kullanilmistir. Test sonuglari

arasindaki uyum Mc Nemar testi ile incelenmistir. Bakteri tlirleri i¢cin uygulanan her bir

test i¢in sensitivite, spesifisite ve pozitif kestirim degerleri hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya, Diizce Universitesi Saglik ve Uygulama Arastirma Merkezi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na 14.04.2018-26.01.2019 tarihleri arasinda gonderilen Gram pozitif

bakteri tiremesi olan 72 kan kiiltiir 6rnegi dahil edilmistir.

Calismaya alinan 6rneklerin alindig1 hastalarin yas ortanca degeri 72 (min:1 maks:91)

olup, 36’s1 (%50) kadin 36’s1 (%50) erkek idi.

Calismaya alinan kan kdltiirii Orneklerinin  tamami yogun bakim iinitelerinden
gonderilmis olup, calismaya dahil edilen hastalarda tanimlanan bakteriler ve

bulunduklar1 kliniklere gore dagilimi Tablo 1°de gdsterilmistir.

Tablo 1. Bakteri kiiltiiriinde tanimlanan bakteriler ve kliniklere gore dagilimi

Bakteri DYB An.YB | KVCYB | KYB BCYB | YDYB | PYB
n n n n n n n

KNS n: 45 29 8 2 4 2 0 1

S.aureus 7 3 5 1 0 1 0

n: 17

E. faecalis ’ 1 1 0 1 0 0

n: 5

e 3 1 0 0 0 0 0

n: 4

S. grup D 1 0 0 0 0 0 0

n:1

Toplam 41 13 8 5 3 1 1

n: 72 % 56,9 | %18 %11,4 % 6,9 %42 | %1,3 | %1,3

DYB:Dahiliye yogun bakim, An.YB: Anestezi yogun bakim, KVCYB: Kalp damar
cerrahisi yogun bakim, KYB: Koroner yogun bakim, BCYB: Beyin cerrahi yogun
bakim, YDYB: Yenidogan yogun bakim, PYB: Pediatri yogun bakim

Genotipleme yontemi ile belirlenen bakteri isimleri ve direng durumlar1 Resim 3a, 3b,

3¢, 3d’de gosterilmistir.
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Resim 3a Genotiplendirme ¢alismasindaki sonuglar
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Resim 3b Genotiplendirme ¢alismasindaki sonuglar
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Resim 3¢ Genotiplendirme ¢aligsmasindaki sonuglar

BAKTERI ADI DIRENC GENi
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Resim 3d Genotiplendirme ¢aligmasindaki sonuglar

BAKTERI ADI DIRENC GENi
NEGATIF KONTROL

S. aureus Mec A
KNS Mec A
KNS

S. aureus

KNS Mec A
S. aureus Mec A
KNS + E. feacalis Mec A
KNS Mec A
KNS Mec A

3i5i7 1
C4%s78%0 )

33



Bakteri kiiltiiriinde elde edilen veriler genotipleme sonuclari ile karsilastirilarak

incelenmistir.

Tablo 2. Bakteri kiiltiirli ve genotipleme sonuglarinin karsilagtirilmasi

Bakteri adi Kiiltar Genotip Duyarhli | Ozgiilli | PK
Poziti | Negati | Poziti | Negati P k (%) k(%) |D
f f f f (%)

KNS 45 | 4 | 48 A ) 0 78

Saurens | 17 | 3 7 |3 |9 = 0 82

Enterococcu 9 3 10 ) 0,99 70 0 70
S 9
S. grup D 1 0 0 1 -
S.pnet;moma 0 ) ) 0 .
SS.mitis/orali 0 ) ) 0 :

Toplam e 6 79 6 0’99 ? 92 0 02

PKD: Pozitif Kestirim Degeri

Bakteri kiiltliriinde toplam 45 tane KNS susu tanimlanmisken, bu suslardan 1 tanesi

genotipleme ile KNS olarak degil S. aureus olarak tespit edilmistir.

Genotipleme ile 48 KNS tespit edilmistir. Bakteri kiiltiirii ile tanimlanmis olan ii¢ S.
aureus ve bir E. faecalis genotipleme yontemi ile KNS olarak tanimlanmstir.
Istatistiksel degerlendirmede; KNS’ler i¢in bakteri kiiltiirii ile genotipleme sonuglarmnin
anlamli diizeyde uyumlu oldugu saptanmistir (p=0,375). KNS’ ler i¢in bakteri
kiiltiirlintin duyarlilik degeri %92 iken pozitif kestirim degeri %98 olarak tespit

edilmistir.

Bakteri kiiltiiriinde S. aureus olarak degerlendirilen 17 susun genotipleme yontemi ile 3
tanesi farkli bakteri olarak tespit edilmistir. Bu {i¢ susun, ikisi KNS, biri ise KNS + E.
faecalis olarak tanimlanmistir. Ayrica, genotipleme yontemi ile saptanmis olan 17 S.
aureus susunun gl (ikisi KNS, biri E. faecalis) bakteri kiiltiirlinde farkli bir bakteri
olarak degerlendirilmistir. Istatistiksel degerlendirmede; S. aureus tiirii igin bakteri

kiltlirii ile genotipleme sonuglari arasinda anlamli diizeyde bir uyum goriilmiistiir
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(p=0,999). S. aureus igin bakteri kiiltiiriinliin duyarlik degeri %82 iken, pozitif kestirim

degeri %82 olarak saptanmistir.

Bakteri kiiltiiriinde Enterococcus olarak degerlendirilen 9 susun 2’si genotipleme
yontemi ile Staphylococcus olarak tanimlanmistir. Ote yandan genotipleme yontemi ile
Enterokok olarak saptanmis 10 susun Tlg¢iinde bakteri kiiltiiriinde enterokok tespit
edilememistir. Bu bakterilerden birinde genotipte E. faecalis + KNS tespit edilmisken
kiiltiirde sadece KNS; bir tanesinde genotipte E. faecium + KNS saptanmigken, kiiltlirde
sadece KNS; bir tanesinde ise genotipte E. faecalis + KNS tespit edilmisken, kiiltiirde
sadece S. aureus bulunmustur. Istatistiksel degerlendirmede; enterokoklar igin bakteri
kiiltiirii ile genotipleme sonucglar1 arasinda anlamli diizeyde bir uyum oldugu
goriilmistir (p=0,999). Enteroklar1 saptamada kullanilan kiiltlir testinin duyarlilik

degeri %70 iken pozitif kestirim degeri %78 olarak bulunmustur.

Bakteri kiiltiiriinde tespit edilen bir Streptococcus grup D susu genotipleme yontemi
Streptococcus mitis/oralis + Streptococcus pneumoniae olarak tespit edilmistir. Ayrica,
bakteri kiiltiiriinde KNS olarak degerlendirilen bir 6rnekte genotipleme ydntemi ile
KNS + Streptococccus mitis/oralis + S. pneumoniae olarak saptanmistir. Bununla ilgili

istatistiksel degerlendirme yapilmamustir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmede; tiim bakteri tiirleri icin bakteri kiiltiiri ile
genotipleme yontemleri arasinda anlamli diizeyde bir uyum vardir (p=0,999). Tim
bakteri tiirleri icin bakteri kiiltiir testinin duyarlilik degeri %92, pozitif kestirim degeri

%92 ve dogruluk oran1 %85 olarak bulunmustur.

Kan kiltiirlerinden izole edilen bakterilerin antibiyotik diren¢ oranlar1 Tablo 3’de

gosterilmistir.
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Tablo 3. Bakteri kiiltiirli/ antibiyogramu ile saptanan antibiyotik diren¢ oranlari

Bakteri Oksasilin | Vankomisin | Siprofloksasin | Gentamisin TMP-
SXT
n % n % n % n % n %
KNS 39 86,6 0 0 32 71,1 19 4221 9 20
n:45
S. aureus 9 52,9 0 0 4 23,5 6 3521 2 11,7
n:17
E. faecium - - 2 40 4 80 2 40 3 60
n:S
E. faecalis - - 0 0 4 100 3 75 2 50
n:4

KNS’ lerde antibiyotik (siprofloksasin, TMP-SXT ve gentamisin) diren¢ oranlari
incelendiginde en diisiik direng¢ oram1 TMP-SXT’ de saptanmistir (p=0,001). S.
aureus’da antibiyotik diren¢ oranlar1 incelendiginde ise siprofloksasin, TMP-SXT ve
gentamisin duyarliliklarinin benzer oldugu goriilmiistiir (p=0,368). Enterokoklarda
diren¢ oranlar1 incelendiginde en diisiik direng vankomisine karsi oldugu saptanmustir.

Ancak istatistiksel degerlendirme yapilamamistir.

Bakteri kiiltiiriinde tespit edilen oksasilin direncli stafilokok suslarinda genotipleme ile
mecA geni varligini arastirilmasi Tablo 4” de gosterilmistir
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Tablo 4. Stafilokoklarda oksasilin direng oranlarina gére mecA geni varliginin

incelenmesi
Kiiltiirde saptanan
. . - Oksasilin direnci
Bakteri Ad1 MecA geni varhgi p
Toplam:39(%86.6)
MecA (+) 35(%89.7) 0.125
MecA (-) 4(%10.3) ’
ﬂi Duyarhlik (%) 100
Ozgiilliik (%) 60
PKD (%) 90
Kiiltiirde saptanan
Bakteri Ad1 MecA geni varhgi Oksasilin direnci p
Toplam:9 (%52.9)
MecA (+) 9(%100)
S.aureus MecA () 0 o
n: 17 I?uyarhhk (%) 100
Ozgiilliik (%) 100
PKD (%) 100

PKD: Pozitif Kestirim Degeri

Bakteri kiiltiirtinde tespit edilen 39 oksasilin direngli KNS susunun 35’inde genotipleme

ile MecA geni saptanmustir.

Genotipleme testinde saptanan 48 KNS susunun 37’sinde mecA geni tespit edilmistir.

Bunlardan 35 tanesi bakteri kiiltiir antibiyogram sonucu ile uyumludur. Bir tanesi

bakteri kiiltiiriinde E. faecalis olarak bulunmus olup metisilin direnci hakkinda herhangi

bir bilgi bulunmaktadir. Bu sus genotipleme ile mecA pozitif KNS olarak

tiplendirilmistir. Digeri ise kiiltiirde MRSA olarak tespit edilmis olup genotiplemede

mecA pozitif KNS olarak saptanmistir. Bakteri kiiltiiriinde saptanan 17 S. aureus

susunun 9’u MRSA olarak degerlendirilmistir.

Enterokoklarda glikopeptid direng oranlar1 ile vanA geni varligi karsilastirilmistir.
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Tablo 5. Enterokoklarda vanA geni varligina gore glikopeptid direng/duyarlhilik
oranlarinin karsilastirilmasi

Bakteri Ad1 | VanA Geni Glikopeptid duyarh Glikopeptid direncli
E. faecalis pozitif 0 0

n:5 negatif 5 0
E. faecium pozitif 2 2

n:5 negatif 1 0

Enterokoklardaki glikopeptid direnci incelendigine, antibiyotik duyarlilik testlerinde
vankomisin ve teikoplanin duyarh olarak saptanan iki E. faecium susunda vanA geni
pozitif olarak bulunmustur. Iki E. faecium susunda antibiyotik duyarlilik testinde
vankomisin ve teikoplanin direngli saptanip vanA geni pozitif tespit edilmistir. Bir E.
faecium susunda antibiyotik duyarlilik testinde vankomisin ve teikoplanin duyarl
bulunup vanA geni negatif saptanmistir. Vankomisin ve teikoplanine duyarli olarak
saptanan bes E. faecalis susunun tamaminda ise vanA geni negatif olarak saptanmistir.

Istatistiksel degerlendirme yapilmamistir.

Stafilokoklarda mecA geni pozitif saptanan suslarla, mecA geni negatif saptanan
suslarin beta laktam grubu disindaki antibiyotiklere olan direng oranlari incelendigine,
caligmaya dahil edilen siprofloksasin, gentamisin ve TMP-SXT antibiyotiklerinin her
birine direncin mecA geni pozitif olanlarda mecA geni negatif olanlardan anlaml
sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Stafilokoklardaki mecA geni varlig ile

antibiyotik diren¢ oranlar1 karsilastirilmistir.
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Tablo 6. Stafilokoklarda mecA geni varlifina gore antibiyotik direng oranlari

Siprofloksasi .SXT Gentamisi
. | MecA . . direncl . .
Bakteri eni | M direncli sus i su n direncli
Ad1 grll“l sayis1 P sa 151 P sus sayisli P
varlig n: 32 y n:19
n: 9
MecA
KNS ) 30 <0,00 2 <0,00 = <0,00
n (45) | MecA 5 1 3 1 3 1
)
Siprofloksasi .SXT Gentamisi
. | MecA . . direncl . .
Bakteri eni | M direncli sus i su n direncli
Ad1 gemt sayisl P 3 P sus sayisl P
varhgi sayisi
n: 4 n:6
n:2
MecA
4 2 3
S.aureus | (1) <0,00
n(17) | MecA 1 0,007 0,029
“) 0 0 3

KNS’ lerde mecA geni pozitif olanlarda siprofloksasin direncinin mecA geni negatif
olanlardan anlamli sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,001). mecA geni varligi
durumunda siprofloksasin direng goriilme orani %100 bulunmus iken mecA geni negatif

oldugunda siprofloksasin direng goriilme orani %13,3 olarak saptanmustir.

KNS’ lerde mecA geni pozitif olanlarda TMP-SXT direncinin mecA geni negatif
olanlardan anlamli sekilde yiliksek oldugu goriilmiistiir (p<0,001). mec A geni varlig
durumunda TMP-SXT diren¢ goriilme orant %100 bulunmus iken mecA geni negatif

oldugunda TMP-SXT direng goriilme oran1 %7,7 olarak saptanmustir.

KNS’ lerde mecA geni pozitif olanlarda gentamisin direncinin mecA geni negatif
olanlardan anlamli sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,001). mecA geni varlig
durumunda gentamisin diren¢ goriilme orani %100 bulunmus iken mecA geni negatif

oldugunda gentamisin diren¢ goriilme oran1 %10,3 olarak saptanmustir.

S. aureus’larda MecA geni pozitif olanlarda siprofloksasin direncinin MecA geni
negatif olanlardan anlamli sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,001). MecA geni
varlig1 durumunda siprofloksasin direng goriilme orani %100 bulunmus iken mecA geni

negatif oldugunda siprofloksasin direnci goriilmemistir.
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S. aureus’larda mecA geni pozitif olanlarda TMP-SXT direncinin mecA geni negatif
olanlardan anlamli sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir (p=0,007). mecA geni varlig
durumunda TMP-SXT diren¢ goriilme orant %100 bulunmus iken mecA geni negatif

oldugunda TMP-SXT direnci goriilmemistir.

S. aureus’larda mecA geni pozitif olanlarda gentamisin direncinin mecA geni negatif
olanlardan anlamli sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir (p=0,029). mecA geni varlig
durumunda gentamisin diren¢ goriilme orant %100 bulunmus iken mecA geni negatif

oldugunda gentamisin diren¢ goriilme oran1 %21,4 olarak saptanmustir.

40



5. TARTISMA

Sepsis, enfeksiyona karsi konakta gelisen kontrolsiiz enflamatuvar cevap ve bunun
sonucu olarak organ yetmezligi ile seyreden bir sendromdur. Sepsisi tetikleyici
enfeksiyonlara bakteriler, viriisler, mantarlar ve parazitler neden olabilir. Sepsiste en sik
karsilagilan tetikleyici enfeksiyonlar, bakteriyel enfeksiyonlardir. Sepsisin erken
taninmast; hastanin durumu koétiilesip Oliimle sonuglanmadan o6nce tedavi edilmesi
acisindan ¢ok oOnemlidir. Antimikrobiyal direng, enfeksiyonun tedavisini ve sepsise

doniismeden onlenmesini oldukga zorlastirir?,

Sepsisin yillik artis hizi son on yilda %5-13 kadardir’374, Toplum ve hastane kaynakli
sepsisler diinya genelinde her yil 31 milyon vakaya ve 6 milyon o6liime neden
olmaktadir. Diinya genelinde saglik hizmetlerine ulasabilen her on hastadan birinde
sepsis Ozellikleri gosteren bir enfeksiyon gelismektedir’. Sepsisin hizli tanis1 ve tedavi
edilmesi hayat kurtaricidir. Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) kliniklerde
gerceklesen Oliimlerinin yarisinin nedeni sepsis kaynakli olup, yillik 24 milyar ABD
dolarindan fazla maliyete neden olmaktadir’. Gelismekte olan iilkelerde sepsis
insidansi i¢in yeterli veri bulunmamaktadir. Yapilan ¢caligmalarda global sepsis insidansi
100binde 288, agir sepsis insidansit 100 binde 148 olarak bildirilmektedir. Hastane

mortalite oranlari ise sepsis i¢in %17 ve agir sepsis i¢in %26 kadardir’.

Sepsis tanist kondugu andan itibaren 60 dakika icerisinde antimikrobiyal tedaviye
baslanmasi1 Onerilmektedir. Patojeni tespit etmek amaci ile yapilacak kan kiiltiirii
alinmasi gibi islemlerden Otiirii yasanacak gecikmenin en fazla 45 dakika olmasi
gerekmektedir. Sepsis tedavisinde sadece kiiltiir odakli mikrobiyolojik analizler
kullanildiginda klinik hekimlerin, mikrobiyolojik bakteri kiiltiir sonuglarini bekleyecek
zamani olmamaktadir’. Sepsis tedavisinde saatlerin 6nemi ¢ok biiyiiktiir. Yapilan
caligmalarda sepsis diisiiniildiigli an itibar1 ile antibiyotik tedavisindeki her bir saatlik
gecikme hastalarda %8.,4 oraninda mortaliteye sebep olmaktadir’”’87, Bu nedenle
klinik hekimler sepsis tanis1 koyduklar: hastaya bakteri kiiltiir sonuglar1 ¢ikana kadar,
etken olabilecek tiim bakteri patojenlerine etki edebilecek antibiyotikleri iceren en genis
antimikrobiyal tedaviyi ampirik olarak baglamak zorundadir. Bu yaklagim sonucunda
hem yiiksek maliyetler ortaya ¢ikmakta hem de antimikrobiyal diren¢ gelisimine neden

olunmaktadir’®.
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Sepsis tanisinda kan kiiltiirii “altin standart™ olarak kabul edilmektedir’®-8081, Bakteri
ve mantarlarin liremesine olanak taniyan, ayni zamanda antibiyotik duyarliligin
calisilmasina imkan veren kan kiiltiirii testi en 6nemli tan1 ve dogrulama yontemi olarak

kullanilmaktadir®2.

Modern kan kiiltiirii sistemlerinde, kiiltiir siselerine yapilan ekimden sonraki birka¢ giin
icerisinde pozitif sinyal alinabilmektedir. Kiiltiir sisesinin negatif oldugunun tespit
edilebilmesi i¢in minimum bes giin beklemek gerekmektedir. Sepsise neden olan
mikroorganizmalar vakalarin %90’1nda otomatize kan kiiltiirii sistemlerinde ilk 48 saat
igerisinde pozitif sinyal vermektedir. Fakat kan kiiltiirii sisesinde iireme sinyali veren
mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilabilmesi
icin ek birkac giine daha ihtiya¢ duyulmaktadir. Bundan dolayr mevcut otomatize kan
kiltiirt sistemleri erken tedavinin yapilmasina yeterince olanak

saglayamamaktadir33-848586.87.88

Otomatize kan kiiltiirii sistemlerindeki bu énemli dezavantaj sebebi ile molekiiler tan
yontemlerinin kullanimi1 giindeme gelmistir. Bunlardan en pratik ve en ¢ok kullanilani

PCR yontemidir®-%,

Yapilan literatlir taramasinda, c¢esitli calismalarda kan kiiltiirlerinde iireyen
mikroorganizmalarin, ¢esitli molekiiler yontemler kullanilarak hizli tanimlamalar
yapilip direng genleri ortaya konulmustur. Kullanilan molekiiler hizli tan1 yontemlerinin

klinik etkileri arastirilip sonuglara olan etkileri bildirilmigtir!-34.7-91:92.93.94.95.96.97

Carver ve arkadagslari, S. aureus bakteriyemisi olan hastalarin kan kiiltiirii 6rneklerinden
mecA genini molekiiler yontemle 25,4 saat daha erken tespit edip bu durumun
sonucunda antimikrobiyal tedaviye erken baslanildigin1 ve mortalitenin dustiigiinii
belirtmislerdir?!. Kerremans ve arkadaslari, kan kiiltiirlerinde tireyen bakterilerin hizli
tanimlanmast ve antibiyotik duyarliliklarinin hizli tespiti neticesinde antibiyotik
kullanim miktarmin azaldigini, fakat bu durumun mortalite agisindan herhangi azalmaya
neden olmadigini bildirmislerdir®?. Forrest ve arkadaslari ise, Peptide nucleic acid
fluorescence in situ hybridization (PNA FISH) yontemini kullanarak yaptiklar
caligmada, hastane kokenli enterokokal bakteriyemili hastalarin kan Kkiiltiirlerinden
Enterococcus tiirlerinin hizli tespitinin ve bunun sonucunda antimikrobiyal tedaviye
erkenden baslanmasiyla, hastanede kalig siiresinin 4-6 giin kisaldigini, kontaminasyon

nedeni olan bakterilerin erkenden tespit edilmesi neticesinde gereksiz vankomisin
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kullaniminin oniine gegildigini belirtmislerdir®®. Denys ve arkadaslari, Portre Staph ID /
R BCP'nin molekiiler yontemini kullanarak yaptiklar1 ¢alismada Gram pozitif iireme
tespit edilen kan kiiltiirii orneklerinden Staphylococcus tiirlerini ve mecA geninin
varhgmi iki saat igerisinde tespit etmislerdir®®. Bunun sonucu olarak mortalitenin,
gereksiz ampirik antibiyotik kullanimin ve saglik bakim maliyetlerinin diisebilecegini
ifade etmislerdir®. Bununla beraber kullanilan yontem ile “Van” genlerinin tespit
edilememesinin tedavi basarisinin 6niinde en biiyiik engel olabilecegini belirtmislerdir®.
Hazelton ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada Gram pozitif {iremesi olan kan kiiltiirii
orneklerinden molekiiler yontem ile MSSA, MRSA, Enterococcus tiirlerini ve mecA
gen bolgesini li¢ saatte saptayip, kullanilan molekiiler hizli tan1 ydonteminin mortalite
lizerinde azaltic1 etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir®>. Kili¢ ve arkadaslari, Gram
pozitif iiremesi olan kan Kkiiltiirii 6rneklerinden Bruker MALDI-TOF MS (ABD)
(Matrix - assisted laser desorption/ionization time of flight Mass Spectrometry) sistemi
ile S. aureus ve KNS'lar1 diger yontemlere kiyasla c¢ok daha hizli bir sekilde

tanimlamislardir®.

Bu ¢aligmalarda, sepsisli hastalarin kan kiiltiirli 6rneklerinden bakteriyel patojenlerin ve
bunlara ait antibiyotik direnglerin hizli tanmisinin hayati 6neme sahip oldugu
vurgulanmaktadir. Yiiksek maliyete sahip olmalarina ragmen molekiiler yontemlerle
sonuglarin hizli sekilde alinmasiyla baslayan uygun tedavi ile morbidite/mortalite de
azalma, hasta yatig sliresinin kisalmasi, hasta bakim maliyetlerinin diigmesi
saglanabildigi bildirilmektedir-3479197  Bu gereksinimden otiirii gelistirilen GenoType
BC Gram positive testi 17 adet Gram pozitif bakteri tiirii ile beraber metisilin direng
geni olan mecA’y1, vankomisin direng genleri olan vanA, vanB, vanCl, vanC2/C3’i
tespit edebilmektedir. Kan kiiltiiriinden pozitif sinyal alinip Gram boyama yapildiktan

sonra 4-5 saat igerisinde sonug verebilmektedir.

Yapilan literatiir taramasinda GenoType BC Gram positive(Hain Lifescience Almanya)
testinin kullanmildig1 dort ¢alismaya ulasilmistir’>797. Giilhan ve arkadaslan yaptiklari
calismada; Phoenix PMIC/ID Panel ile fenotipik analizi yapilan 55 Gram pozitif lireme
tespit edilen kan kiiltiiri 6rneginin 17’si S. epidermidis (timii metisiline direncli),
dokuzu S. aureus (biri metisiline direngli), 18’1 S. hominis (10’u metisiline direngli),
dordii E. faecalis, iigii E. faecium (biri vankomisine direngli), ikisi S. saprophyticus
(biri metisiline direngli), biri S. warneri ve biri S. haemolyticus olarak tanimlamiglardir!.

“Genotype® BC Gram positive” testi ile yaptiklari genotipik ¢alismanin sonuglari
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degerlendirdiklerinde, 46 (%83.6) Ornegin Phoenix sistemi ile tam uyumlu olarak
tanimlandigi  izlemiglerdir!. Her iki yontemle de elde ettikleri sonuglarl
karsilastirdiklarinda, Phoenix ile metisiline direngli S. hominis olarak tanimlanan ti¢
ornekte, Genotype® BC ile mecA geni varligi ve S. hominis’e ek olarak S. epidermidis
tespit etmislerdir. Bir Ornekte Phoenix ile metisiline duyarlt S. hominis sonucu
alimmigken, Genotype® BC ile ek olarak mecA gen varligi saptamislardir!. Phoenix ile
S. saprophyticus olarak tanimladiklar1 iki 6rnek, Genotype® BC testi panelinde bu tiir
bulunmadigindan tanimlama yapilamamis ayrica bu suslardan birini Phoenix ile
metisiline duyarli olarak tespit etmelerine ragmen Genotype® BC testinde mecA geni
saptamiglardir!. Phoenix ile metisiline duyarli S. haemolyticus olarak tanimladiklar1 bir
sus, Genotype® BC testinde de S. haemolyticus olarak tespit edilip ek olarak mecA
pozitif oldugunu bulmuslardir!. Phoenix ile metisiline direngli S. epidermidis olarak
tanimladiklar1 orneklerden ikisinde de Genotype® BC testi ile S. epidermidis’in yan
stra ikinci bir tlir daha tespit etmislerdir (S. epidermidis-S. aureus, S. epidermidis-S.
hominis)!. Sonug olarak “Genotype® BC Gram-positive” testi ile énemli Gram pozitif
sepsis patojenlerini, mecA ve van genlerini, pozitif kan kiiltiirlerinden hizli ve giivenilir
bir sekilde saptandigini belirleyip, Gram pozitif koklara bagl sepsisin hizli tanis1 ve
tedavinin yonlendirilmesi agisindan DNA strip teknolojisine dayali bu testin rutin tanida
pratik olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir'. Eigner ve arkadaslar1 yaptiklar
caligmada, Bactec9240 (Becton Dickinson A.B.D) otomatize kan kiiltiirii sisteminde
Gram pozitif lireme tespit edilen 152 kan kiiltiirii 6rneginin VITEK® 2 Compact
(BioM¢érieux Fransa) cihazi ile fenotipik inceleme yapildiktan sonra, “Genotype® BC
Gram-positive (Hain Life Science, Almanya)” testi ile genotipik analizlerini
yapmislardir. Analitik duyarliligin1 belirlemek i¢in, referans suslar1 (S. aureus ATCC
25923, S. pneumoniae ATCC 33400 ve S. epidermidis ATCC 35547) kan Kkiiltiir
sigselerine inokiile etmisler ve yaklasik olarak 104 koloni olusturan birim (cfu)/ml’nin
tespit edilebildigini bildirmislerdir’. Calismada fenotipik olarak 53 S. aureus, 50 S.
epidermidis, 25 diger KNS’lar, 12 S. pneumoniae, yedi E. faecalis ve bes E. faecium
olmak iizere 152 Gram pozitif kok izole etmislerdir’. Genotype® BC Gram pozitive
testi kullanilarak yapilan genotipik analizde, bu bakterilerin 148’inin fenotipik yontemle
uyumlu olarak tanimlandigi bildirilmistir’. Fenotipik olarak metisilin direnci saptanan
13 S. aureus izolatinin 12 sinde, mecA geninin varli§im1 genotipik olarak
saptamiglardir®. Ayrica fenotipik olarak metisilin direnci saptanan 38 KNS susunun

genotipik incelenmesinde 37 tanesinde mecA geninin varligini tespit etmislerdir.
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Fenotipik olarak vankomisine ve teikoplanine direncli olarak tanimlanan bir E. faecium
izolat1 genotipik olarak incelendiginde de vanA genini saptamislardir®. Mikroskobik
analizden sonra genotipik ¢alismanin dért saat siirdiigiinii belirtmislerdir®. Sonug olarak
arastiricilar, bu testin hizli ve giivenilir sonuglar verdigini, klinik mikrobiyoloji

laboratuvarlarinda kolayca kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Prére ve arkadaslarinin yapmis oldugu arastirmada, BacT/ALERT (BioMérieux Fransa)
otomatik kan kiiltiirii sisteminde ilireme sinyali veren, Gram boyama testinde Gram
pozitif koklarin tespit edildigi 25 kan kiiltiiri 6rnegini, “Genotype® BC gram-positive
(Hain Life Science, Almanya)” kiti ile test etmislerdir’. Arastirmada S. hominis, S.
epidermidis (mecA pozitif) E. faecalis, S. dysgalactiae, S. bovis, E. gallinarum, E.
casseliflavus, E. faecium, S. epidermidis ve S. aureus tlrlerini 4-5 saat gibi kisa bir
siirede saptamiglardir’. Test panelinde olmadig1 i¢in bir tane Staphylococcus capitis
susu tespit edilememis olup, Genotype® BC ile elde edilen diger genotipik sonuglarin,
biyokimyasal testlerle ve antibiyotik duyarlilik testleriyle elde edilen fenotipik

sonuglarla uyumlu oldugunu bildirmislerdir’.

Steindor ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada, BacTAlert (bioMérieux Fransa) otomatik
kan kiiltiirii sistemini kullanan ti¢ farkli merkezden iireme tespit edilen 296 kan kiiltiirii
sisesini calismaya dahil etmislerdir®”. Pozitif kan kiiltiirii 6rneklerini Gram boyama,
konvansiyonel tanimlama ve antibiyotik duyarlilik testlerinden sonra GenoType BC
testi ile analiz etmislerdir®”. 118 S. epidermidis susunun 105(%89)’i, 76 S.aureus
susunun 67(%88,2)’si, 30 E. faecalis susunun 28(%93,3)’1, 18 E. faecium susunun
18(%100)’1, 13 S. pneumoniae susunun 13(%100)’0, 12 S. hominis susunun
10(%83,3)’u, 9 S. haemolyticus susunun 7(%77,8)’s1, 6 S. warneri susunun 6(%100)’s1,
8 S. mitis/oralis susunun 6(%75)’s1t ve fenotipik olarak birer tane tespit edilen
Enterococcus  gallinarum, Streptococcus agalactiae, Streptococcus constellatus,
Streptococcus sanguis, Streptococcus intermedius, Streptococcus mutans tiirleri
GenoType BC testi ile yapilan genotip testinde tespit edilmislerdir®”. Ayrica
Stafilokoklarda konvansiyonel yontemler ile tespit edilen toplam 54 metisilin direncli
susun 52(%92,9) tanesinde mecA genini GenoType BC testi ile saptamislardir®”. Yine
Enterokok suslarinda konvansiyonel yontemlerle tespit ettikleri 2
vankomisin/teikoplanin direngli susta GenoType BC testi ile yapilan analizde vanB
geninin varhigini tespit etmislerdir®”. Kan kiiltiiriinde pozitif sinyalin tespitinden 4 saat

sonra GenoType BC testi testi ile hizli ve dogru bir seklilde patojenin varligini ve varsa
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mecA ve van diren¢ genlerini tespit eden arastirmacilar, bu testi rutin klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilabilecek bir test olarak bildirmislerdir®’. Ayrica
testin otomatize hale getirilebilecegini belirtip, bu durumun testi daha cazip hale

getirebilecegini belirtmislerdir®’.

Gram pozitif liremesi olan kan kiiltiirlerinden PCR gibi molekiiler yontemler ile genotip
tayini ve diren¢ genlerinin tayini yapilirken karsilasilan en dnemli problemlerden biri,
ornekte bulunan organik inhibitorler ile kan kiiltlirii siselerinin yapisinda bulunan
inorganik inhibitorlerin PCR testlerinin inhibe edilmesidir!:7:98-99-100.101.102,103.104 gy,
inhibitor faktorlerin kan kiiltiirii sisesinde mevcut olan komiir tozlari, sodyum
polianetolesiilfonik asit, asidik polisakkariler’**1%  insan plazmasinda bulunan
immiinoglobulin G'? hemoglobin ve laktoferrin'® oldugu belirtilmistir. Prére ve
arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada, BacTAlert (bioMérieux Fransa) otomatik
kan kiiltiirii siselerinde mevcut olan komiir tozlarinin bakteri iiremesini inhibe ettigini,
ayrica yine bu kOmir tozlar1 sebebi ile Gram boyamada bakterilerin
goriilemeyebilecegini bildirmistir’. Fredricks ve arkadaslar1 yapmis olduklari ¢alismada
iki farkli otomatize kan kiiltiirii sisteminden( BD Bactec, BacTAlert,) PCR inhibitorii
olan sodyum polianetolesiilfonik asiti (SPS) farkli molekiiler yontemlerle
uzaklastirmaya calismiglardir. SPS nin uzaklastirildig1 kan kiiltiirii siselerinden yapilan
genotipik aragtirmada PCR inhibisyonunun devam ettigini, BD Bactec kan Kkiiltiirii
siselerinde BacTAlert kan kiiltiiri siselerine oranla inhibisyonun daha az oldugunu
bildirmislerdir®®. AL-Soud ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada insan plazmasindaki
immiinoglobulin  G’yi tanisal PCR reaksiyonlarinda inhibitor etkeni olarak
tanimlamislardir'®. Yine Al-Soud ve arkadaslari yaptiklari ¢alisgmada insan kan
hiicrelerinden saflagtirdiklar1 polipeptitleri N-terminal aminoasit dizilimi ve elektroforez
yontemi ile incelediklerinde hemoglobin ve laktoferrini PCR inhibitorii olarak

bildirmislerdir!®3.

Yaptigimiz calismada ise 72 kan Kkiiltiirii 6rneginde; bakteri kiiltliriinde 45 tane KNS
tespit edilmistir. Bu suslardan bir tanesi genotipleme ile S. aureus olarak bulunmustur.
Genotipleme ile 48 tane KNS tespit edilmis olup bakteri kiiltiirlinde bunlardan bir tanesi

E. faecalis, ¢ tanesi S. aureus olarak saptanmustir.

Bakteri kiiltiiriinde 17 tane S. aureus bulunmustur. Genotipleme ydntemi ile bunlarin iki

tanesi KNS, bir tanesi ise KNS + E. faecalis olarak tespit edilmistir. Genotipleme
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yontemi ile toplam 17 tane S. aureus saptanmis olup, kiiltiirde bunlarin ikisi KNS, bir

tanesi E. faecalis olarak bulunmustur.

Bakteri kiiltiiriinde dokuz Enterokok tiirii saptanmistir. Bunlardan biri genotipleme
yontemi ile KNS, bir digeri S. aureus olarak tiplendirilmistir. Ote yandan genotipleme
testinde 10 tane Enterokok bulunmus olup, kiiltiirde iki tanesi KNS, bir tanesi S. aureus

olarak saptanmustir.

Bakteri kiiltiiriinde tespit edilen Streptococcus grup D susu, genotipik incelemede
Streptococcus pneumoniae + Streptococcus mitis/ oralis olarak tiplendirilmistir. Ayrica
bakteri kiiltiirinde KNS olarak bulunan bir bakteri, genotipik incelemede KNS +
Streptococcus pneumoniae + Streptococcus mitis/ oralis olarak saptanmistir(Tablo2).
Calismamizda, sepsis etkenleri arasinda 6nemli yeri olan Streptococcus pneumoniae ve
Streptococcus mitis/ oralis tiirlerini bakteri kiiltiir yontemleri ile (hem otomatik hem de
konvansiyonel) tespit edilemedigi fark edilmistir. Ayrica Enterokoklarin tespitinde de
kiiltliriin saptayamadigi, genotiplendirme ile saptanan ii¢ sus oldugu fark edilmistir.
Burada 6rnek sayilari her ne kadar az da olsa, sepsis etkeni olarak pnomokok ve
enterokoklarin tanimlanamadigi goriilmiistiir. Bu etkenler hastalar icin ¢ok Onemli
mortalite ve morbidite sebebi olabilmektedir. Bu nedenlerle gozden kacabilen bu
bakterilerin dogru tamimlanmasi ve direng genlerinin erkenden saptanmasi, hem
hastanin erken tedavisi hem de hastanede yayilimimin Oniline gegebilecektir.
Calismamiza benzer olarak, Giilhan ve arkadaslari calismalarinda, genotipleme ile
bulduklar1 sonuglarin  %83,6 oraninda fenotip sonuglar1 ile uyumlu oldugunu,
genotipleme ile mecA, vanA direng genlerini saptayip, bu yontemin Gram pozitif
koklara bagli sepsisin hizli tanis1 ve tedavinin yonlendirilmesi agisindan rutin tanida

pratik olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir!.

Bakteri kiiltiirinde KNS bulunan bir 6rnekte genotipleme ile KNS + E.faecalis; S.
aureus bulunan bir 6rnek KNS + E. faecalis, KNS bulunan bir sus KNS + Streptococcus
pneumoniae + Streptococcus mitis/oralis, Streptococcus grup D bulunan bir sus
Streptococcus pneumoniae + Streptococcus mitis/oralis olarak saptanmistir. Bu bulgular
ile genotipleme yonteminin miks enfeksiyonlar1 saptamada bakteri kiiltiir
yontemlerinden daha hassas oldugu diisliniilmiistiir. Giilhan ve arkadaslar1 yaptiklari
arastirmada benzer sonuclar tespit etmis olup, genotipleme yoOnteminin miks

enfeksiyonlarin saptanmasinda daha hassas oldugunu belirtmislerdir?.
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Yaptigimiz ¢aligmada, stafilokoklar i¢in, kiiltiirde metisilin direnci ve genotipleme ile
mecA geni varli§i saptanmasi yontemleri uyumlu bulunmustur. Ancak birka¢ O6rnekte
uyumsuz sonuglar saptanmistir. MecA geni tespiti metisilin direncini belirlemede altin
standart olarak kabul edilmektedir’®3%8! Genotipleme yontemi, kiiltiir ydntemine gore
cok daha hizlidir. Bakteri kiiltiirii-antibiyogram degerlendirmesi laboratuvar c¢aliganinin
kisisel deneyim ve dikkati ile yakindan iliskilidir. Bu nedenle hatalar1 minimalize etmek
icin genotipleme ile mecA tespitinin daha sik kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir(Tablo4,
Resim3). Literatiir incelendiginde ulasilan 4 ¢calismada stafilokoklarda kiiltiirde metisilin
direnci ve genotipleme ile mecA geni varligl saptanmasi uyumlu bulunup, genotipleme

yontemi ile hizlica mecA geninin tespit edilebilecegini bildirmiglerdir!-7%7,

Calismamizda, enterokoklarda glikopeptid direnci ile van genleri incelendiginde;
glikopeptidlere duyarli olarak saptanan iki E. faecium susunda vanA geni pozitif olarak
bulunmustur. iki E. faecium susunda antibiyotik duyarlilik testinde glikopeptid direnci
saptanmis olup vanA geni pozitif tespit edilmistir(Tablo5). Genotiplemede vanA
geninin pozitif saptandigir iki susta Vitek2 ve diger konvansiyonel antibiyogram
yontemlerle glikopeptid direnci tespit edilememistir. VanA geninin varliginin
glikopeptid direncinde altin standart oldugunu diisiindiigiimiizde genotipleme
yonteminin bakteri kiltiir antibiyogram yontemlerine gére daha kolay ve hizli bir
sekilde direnci saptadigi gorilmiistiir. Bdoylece, glikopeptid direnci, kan kiiltiirii
sisesinden pozitif sinyal alinip Gram boyama yapildiktan 4-5 saat sonra tespit
edilebildiginden hastaya uygulanacak genis spektrumlu ampirik antibiyotik tedavisi ¢ok
kisa siirecektir. Bu durumda gereksiz ila¢ kullanimi ve buna bagli olusabilecek
glikopeptid direncinin  Oniine gegilecektir. Bu durum morbidite/ mortaliteyi
azaltabilecegi gibi hasta bakim maliyetlerini de diisiirecektir. Literatiir incelendiginde
ulasilan 4 calismada enterokoklarda genotipik ve fenotipik analizlerde uyum oldugunu
saptamiglardir’37%7, Genotipleme ydnteminin glikopeptid direncini ve Van genlerinin

tespitinde kullanilabilecegi bildirilmistir!-*7-97.

Glikopeptidlere duyarli olarak saptandigi halde genotiplendirme testinde vanA geni
pozitif iki E. faecium susu tespit edilmistir. Bilindigi gibi antibiyotik duyarlilik testi
besiyerinin kalinligi, uygun McFarland ayarinin yapilmasi, degerlendiren kisinin
tecriibesi ve dikkati ile yakindan iliskilidir. Bu nedenle 6nemli bir hata olarak goriilen
direngli iken duyarli sonu¢ verilmesi, genotiplendirme yontemi kullanilarak

Onlenebilecegi goriilmiistiir.
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Son yillarda stafilokok bakteriyemisinde artig goriilmektedir. Bu artigla beraber KNS ve
S. aureus suslar1 kan kiltiirlerinden daha fazla izole edilmektedir. Bununla beraber
stafilokoklarda giderek artan oranda goriilen metisilin direnci tedavide ciddi sorunlara
neden olmaktadir!®1% Al ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada metisilin direnci tespit
ettikleri 134 KNS susunda, siprofloksasine direngli olan sus sayisini 71(%53) bulup,
metisilin direncine sahip KNS lerde(MRKNS) siprofloksasin direncini anlamli derecede
yiiksek bulmusglardir'®. Gentamisin direncine sahip sus sayismi 64(%48) olarak
saptamis, MRKNS’ larda gentamisin direnci anlamli derecede yiiksek oldugunu
bildirmislerdir'®®. Yine MRKNS’lerde TMP-SXT direngli sus sayisin1 101(%75) olarak
tespit etmis, MRKNS’lerdeki TMP-SXT direncini anlamli derecede yiiksek oldugunu
saptamiglardir'®, Literatiir tarandiginda incelenen ¢alismalarda MRSA ve MRKNS
suslarinda ¢oklu antibiyotik direngler  bildirilmigtir!07-108-109.110.11L112 * K yyrytepe  ve
arkadaslan yaptiklar1 ¢alismada, kan kiiltiirlerinden izole ettikleri hastane ve toplum
kokenli MRSA suglarimi incelediklerinde; siprofloksasin %27.1 ve %17.5, gentamisin
%24.7 ve %9.2, TMP-SXT %18.3 ve %8.7 olarak bildirmislerdir'''. Cift¢i ve
arkadaslarinin yaptiklar1 calismada ise, kan kiiltiirii 6rneklerinden elde ettikleri 236
MRKNS susundan 98(%42) sinde gentamisin direnci tespit edip anlamli derecede
yliksek oldugunu bildirmislerdir!'?. Yine kan Kkiiltiirii orneklerinden elde ettikleri 236
MRKNS susundan 47(%20) tanesinde TMP-SXT direnci mevcut olup metisilin direnci

ile anlamli derecede uyumlu oldugunu saptamiglardir!?,

Yaptigimiz ¢alismada; bakteri kiiltiir testi ile KNS’ lerde antibiyotik (siprofloksasin,
TMP-SXT ve gentamisin) direng oranlar1 incelendiginde en diisiik direng oran1 TMP-
SXT’ de saptanmistir. S. aureus’da antibiyotik diren¢ oranlari incelendiginde ise
siprofloksasin, TMP-SXT ve gentamisin duyarliliklarinin benzer oldugu goriilmiistiir.
Stafilokoklarda mecA geni pozitif saptanan suslarla, mecA geni negatif saptanan
suglarin beta laktam grubu disindaki antibiyotiklere olan diren¢ oranlar1 incelendigine,
caligmaya dahil edilen siprofloksasin, gentamisin ve TMP-SXT antibiyotiklerinin her
birine direncin mecA geni pozitif olanlarda mecA geni negatif olanlardan anlamli

sekilde yiiksek oldugu gortilmiistiir(Tablo 6).

Yapilan bu ¢alismada, baslangigta calismaya dahil edilen 10 6rnek GenoType BC Gram
pozitive testi ile genotipik olarak incelendiginde higbir sonu¢ alinamamistir. Bakteri
DNA varligimi gosteren UC bant1 negatif bulunmustur. Bu ornekler calisma dist

birakilmigtir. Bunun nedeninin insan kaninda bulunan organik PCR inhibitérleri olan
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hemoglobin, laktoferrin ve immiinglobulin G ile kan kiiltiirii siselerinde bulunan
inorganik PCR inhibitorii olan SPS’in oldugu diislinlilmiistiir. Bu nedenle sadece
genotip testinin kullanilmasinin da uygun bir yontem olmayacagi diistiniilmiistiir. Sepsis
gibi ¢ok 6nemli sonuglara yol agabilen enfeksiyonlarin tamisinda kiiltiir ve molekiiler
yontemlerin birlikte kullanilmasinin ¢ok faydali olacagi disiiniilmiistiir. Prére ve
arkadaslar1 kan kiiltiir siselerinde bulunan komiir tozunun bakteri {iremesini inhibe
ettigini soylemislerdir’. Fredricks ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada, sodyum
polianetole siilfonati(SPS) inhibitdr olarak saptadiklarini belirtmislerdir®. AL Soud ve

arkadaglari immiinoglobulin G ve laktoferini inhibitor olarak belirtmiglerdir!®2193,
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6.SONUCLAR

1. Genotipleme yontemi sepsislere sik neden olan 17 Gram pozitif bakteri
tiirtinii,metisilin direncine neden olan mecA ve glikopeptid direncine neden olan van
genlerini (vanA, vanB, vanC1, vanC2/C3) kan kiiltiirlinde tireme tespit edildikten 4-

5 saat sonra tanimlayabilmektedir.

2. Genotipleme yontemi, sepsislerde bakteri kiiltiir yontemi ile gozden kacabilen miks

infeksiyon etkenlerini dogru ve hizli sekilde tanimlayabilmektedir.

3. Etkenin ve diren¢ genlerinin hizli tespit edilmesi, tedavinin erken ve dogru
yapilmasini saglar. Bu nedenle morbidite/mortalite oranlar1 diiser, hasta yatis siiresi

kisalir. Boylece, tedavi basarisi artip, maliyetin azalacag: diisiiniilmektedir.

4. Genotipleme yontemi ile bakteri kiiltiirii sonuglari ¢ikincaya kadar hastalara
uygulanan ampirik tedavi siiresi kisalacagindan, olusabilecek metisilin ve

glikopeptid direnclerinin 6niine de ge¢ilmis olacaktir.

5. Genotipleme  yontemi uygulamasi kolay bir yontem olup, klinik
mikrobiyolojilaboratuar1 is akis semalarinda otomatize edilip kullanilabilecek bir

yontem oldugu diistiniilmiistiir.

6. MecA pozitif olan hastalarda gentamisin, siprofloksasin, trimetoprim-
sulfametoksazol antibiyotiklerinin direngli oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle

ampirik tedavide bu antibiyotiklerin tercih edilmemeleri gerektigi diisiiniilmiistiir.

7. Genotip testlerinin bu avantajlarinin yan1 sira kandaki bazi inhibitrlerden
etkilenebilecegi akilda tutularak mutlaka bakteri kiiltiir yontemleri ile birlikte

kullanilmasiin gerektigi diistiniilmiistiir.
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8.0ZGECMIS

Bindokuzyiizyetmisyedi yilinda Trabzon ili Of ilgesinde dogdum. Ilk okulu Ugurlu
[lkokulu’unda, orta okulu Ugurlu Ortaokulu’nda okudum. Lise egitimimi Trabzon Fatih
Lisesi'nde 1994’ te tamamladim. 1999 yilinda Atatiirk Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji boliimii’den lisans diplomami1 aldim. 15.12.2000 yilinda Diizce Tip
Fakiiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda
Biyolog olarak goreve basladim. Halen bu gorevde calismaktayim. Evliyim , Selin ve

Hazal adinda iki kizim var.
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