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OZET

Hastane Kokenli Koagiilaz Negatif Stafilokok Suslarinda Oksasilin Direncinin

Molekiiler ve Geleneksel Yontemlerle Arastirilmasi

Dr. Hasan PEKSEL *

Danismanlar: Prof. Dr. Ayse YUCE*, Dog. Dr. Nur YAPAR *

* Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi, Infeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji A.D. IZMIR

Amac: Hastane kokenli koagiilaz negatif stafilokoklarda (KNS) metisilin
direncinin, Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisi — CLSI (The Clinical and
Laboratory Standards Institute) Onerileri dogrultusunda, oksasilin ve sefoksitin disk
difiizyon testi, oksasilin agar dillisyon testi ve direngten sorumlu mecA geninin polimeraz

zincir reaksiyonu (PCR) ile gosterilmesi planlandi.

Gerec¢ yontem: Nisan 2005 ile Eyliil 2005 tarihleri arasinda, hastanemizde yatan

hastalarin kan kiiltiirlerinden elde edilen ve hastane kokenli olduklar1 belirlenen 105 KNS
izolat1 calismaya alindi. Bu KNS izolatlarinda, metisilin direncini gostermek iizere CLSI
onerileri dogrultusunda; oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon testleri, oksasilin agar

diliisyon testi ve mecA-PCR gerceklestirildi.

Bulgular: Calisilan 105 KNS izolatimin 56 tanesi (% 53.3) yogun bakim
iinitelerinden (YBU), 27 tanesi (% 25.7) dahili birimlerden, 22 tanesi de (% 21) cerrahi
birimlerden gonderilen 6rneklerden elde edilmis izolatlardi. Oksasilin disk difiizyon testine
gore izolatlarin 82’si oksasiline direngli, 23’ii duyarli bulundu. Sefoksitin disk difiizyon
yontemine gore izolatlarin 80’1 sefoksitine direngli, 25°i duyarli bulundu. Oksasilin agar
diliisyon testine gore ise izolatlarin 84’1 oksasiline direncli, 21’1 duyarli bulundu. Dikkat
cekici bir bulgu olarak elde edilen direncli 84 izolatin 46 tanesinin (% 54.8) MIK degeri >
4 pg/ml olarak bulundu. KNS’lerin mecA-PCR yontemi ile 83’iinde (% 79) mecA geni

gosterilirken, 22’sinin (% 21) mecA geni negatif bulundu.

Istatistiksel analiz: Dort gozlii tablo ile elde edilen verilere gore; oksasilin disk

difiizyon, sefoksitin disk difiizyon ve oksasilin agar diliisyon yontemlerinin altin standart
olarak kabul edilen mecA-PCR yontemine gore duyarliliklar sirasiyla % 97.59, % 96.38,
% 100 ve secilikleri sirasiyla % 95.45, % 100 ve % 95.45 olarak bulunmustur. Testlerin

[I3R ]

ROC egrisi altinda kalan alana gore elde edilen “x” degerlerine gore; fenotipik
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yontemlerden sefoksitin disk difiizyon testi diger yontemlere gore altin standart teste en

yakin test olarak bulunmustur.

Sonuc: Stafilokoklarda heterojen direngli suslar nedeniyle metisilin direncinin
fenotipik yontemlerle gosterilmesi siklikla yanlisliklara neden olmaktadir. Bu sorunun
ozellikle KNS’lerde, Staphylococcus aureus’a gore daha da belirgin oldugu
gozlenmektedir. Sefoksitin disk difiizyon yonteminin oksasiline gore metisilin direncini
gostermedeki tstiinligii bizim caligmamizda da belgelenmistir. Ancak en ideali; hem
KNS’lerde hem de S.aureus’ta metisilin direncinin belirlenmesinde altin standart olarak
kabul edilen PCR ile mecA geni saptanmasi yonteminin giderek rutin laboratuvarlarda da

kullanima girmesidir.

Anahtar kelimeler: Koagiilaz negatif stafilokok, duyarlilik testleri, oksasilin direnci.



Abstract

Evaluation of Oxacillin Resistance by Traditional and Molecular Methods in
Nosocomial Strains of Coagulase Negative Staphylococci

PEKSEL Hasan, MD. *

Advisors: YUCE Ayse, MD, Professor of Infectious Diseases and Clinical Microbiology* and YAPAR Nur,
MD, Assoc. Professor of Infectious Diseases and Clinical Microbiology *

* Dokuz Eylul University Faculty of Medicine, Infectious Diseases and Clinical Microbiology Department

Izmir / Turkey

Purpose: To detect the methicillin resistance in nosocomial strains of coagulase
negative staphylococci (CoNS) by oxacillin and cefoxitin disc diffusion tests, oxacillin
agar dilution test and to show the gene sequence “mecA” that is responsible for the
resistance by polymerase chain reaction (PCR) according to the Clinical Laboratory

Institute (CLSI) suggestions.

Materials and methods: Nosocomial strains of 105 CoNS were isolated from

blood cultures of patients in Dokuz Eylul University Hospital, between April to September
2005. To detect the methicillin resistance; oxacillin and cefoxitin disc diffusion tests,
oxacillin agar dilution test and mecA polymerase chain reaction (PCR) were conducted

according to the CLSI suggestions.

Results: Of the evaluated CoNS isolates, 56/105 (53.3 %) were from the intensive
care units (ICU), 27/105 (25.7 %) isolates were from medical departments and 22/105 (21
%) isolates were from the surgical departments. By the oxacillin disc diffusion test; 82
isolates were resistant and 23 were susceptible to oxacillin. By the cefoxitin disc diffusion
test; 80 isolates were resistant and 25 were susceptible to cefoxitin. By the oxacillin agar
dilution test; 84 isolates were resistant and 21 were susceptible to oxacillin. It’s
conspicuous that the minimum inhibition concentrations of 46/84 (54.8 %) isolates were >
4 ng/ml. By the method mecA-PCR; 83/105 (79 %) of isolates were mecA positive and
22/105 (21 %) were mecA negative.

Statistical analysis: By the data gained from the four-filled table; the sensitivity of

oxacillin disc diffusion test, cefoxitin disc diffusion test and oxacillin agar dilution tests

when compared with the gold standard test mec A-PCR were; 97.59 % ; 96.38 % and 100%
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respectively. The specificity of the tests were; 95.45 % ; 100 % and 95.45 % respectively.
By the results of the ROC analysis, cefoxitin disc diffusion test was the most concordant

test reflecting the results of gold standard method mecA-PCR

Conclusion: Evaluating methicillin resistance in staphylococci by phenotypic
methods will mostly cause inaccuracy. This is a more common and evident problem in
CoNS than Staphylococcus aureus. The results of our study showed that the cefoxitin disc
diffusion test is preferable to the oxacillin disc diffusion method. But it’s considered that
the gold standard method mecA-PCR must be used in the routine laboratory to show the

methicillin resistance in both CoNS and S.aureus.

Key words: Coagulase-negative Staphylococci, susceptibility testing, oxacillin resistance
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1. GIRIS VE AMAC

Stafilokoklar nozokomiyal infeksiyon etkenleri arasinda giin gegtikce dnemi artan
mikroorganizmalardir. Bakteriyemi diisiiniilen hastalardan alman kan kiiltiirlerinde
stafilokoklar sik izole edilmekte ve oOzellikle koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS)
zamanla Staphylococcus aureus (S.aureus) kadar 6nemli bir mortalite ve morbidite nedeni
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. KNS’ler; hem deri flora iiyesi olduklari, hem de basta
kateter infeksiyonlar1 ve bakteriyemiler olmak iizere bir¢ok infeksiyondan giderek daha
siklikla sorumlu tutulduklarindan infeksiyon-kolonizasyon ayirimi yapmada ve direng
paternlerini degerlendirmede klinisyenleri zor durumda birakmaktadir. Metisiline direngli
KNS’lerin (MR-KNS) beta-laktam antibiyotiklerin yam sira diger antibiyotiklere de
direncli olmasi nedeniyle; diren¢ 6zelliklerinin hizli ve giivenilir olarak en kisa siirede
tamimlanmasi, uygun antibiyoterapiye baslanmasi acisindan onemlidir. Oysa metisilin
direnci arama yontemi olarak hastanelerde yaygin kullanilan disk difiizyon yontemlerinin

bu bakterilerin metisiline direncliligini gostermedeki duyarliligi % 100 degildir.

Metisilin direnci, kromozomal mecA geni tarafindan kodlanan bir direnctir. Bu geni
tasiyan izolatlar yeni bir penisilin baglayict protein (PBP) yapimi nedeniyle (PBP2a) tiim
beta-laktam antibiyotiklere direnclidir. Ancak, metisilin direncinin ekspresyonu, cevre
kosullarindan kolay etkilenir ve her zaman rutin testlerle saptanamaz. Bunun sonucunda;
metisilin direngli bir bakteri duyarli olarak tanimlanabilmektedir. Bu nedenle son yillarda
metisilin direncini gostermede ¢evre kosullarindan ve heterojen metisilin direncinden daha
az etkilenen sefoksitin disk difiizyon testi giderek daha fazla kullamilan bir yodntem
olmustur. Bu c¢aligmada; giin gectikce daha fazla mortalite ve morbidite etkeni olan
KNS’lerin metisilin direncinin daha giivenilir bir sekilde saptanip, izolatlarin metisilin
duyarliliklarinin miimkiin olan en kisa siirede belirlenmesi hedeflenmistir. Bu bilgiler
151g¢inda, bu caligmada KNS’lerde metisilin direncini Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitiisi — CLSI (The Clinical and Laboratory Standards Institute — eski ismi; The
National Committee for Clinical Laboratory Standarts - NCCLS) 6nerileri dogrultusunda;
a) oksasilin disk difiizyon yontemi ile, b) sefoksitin disk difiizyon yontemi ile, c) oksasilin
icin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerlerinin saptanmasi ile ve d) metisilin
direncini belirlemede altin standart olarak kabul edilen mecA geninin saptanmasi ile

gosterilmesi amaglanmistir.

Sonug olarak bu dort yontem birbirleri ile karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

KNS’ler basta Staphylococcus epidermidis (S.epidermidis) olmak tizere grup olarak
insan normal florasmnin onemli bir boliimiinii olusturmaktadir [1]. Hastane ortaminda
siklikla bulunan bu mikroorganizmalar ayrica nozokomiyal infeksiyonlarda siklikla izole
edilen bakteri grubudur [2, 3]. Yillar boyu iiredigi kiiltiir ortamlarinda siklikla deri
kontaminanti olarak degerlendirilseler de 80°li yillarin ortasindan itibaren klinik 6nemleri

anlasilmaya baslanmistir [4]. Tablo 1’de insan normal deri ve mukoza florasini olugturan

bakteriler goriilmektedir [5].

Tablo 1: Insan deri ve mukozalarinin normal florasini olusturan bakteriler [5]

Anterior

BAKTERI Deri Konjunktiva Burun Agiz . Vajina
uretra

Staphylococcus epidermidis 4+ + 4+ 4+ 4+ 4+
ve diger KNS’ler *
Staphylococcus aureus™ + +/- + + +/- +
Streptococcus mitis ++ + +
Streptococcus salivarius ++
Streptococcus mutans* ++
Enterococcus faecalis* + + +
Streptococcus pneumoniae* +/- +/- + +/-
Streptococcus pyogenes™ +/- +/- + +/-
Neisseria sp. + + + + +
Neisseria meningitidis™* + + +
Veillonellae sp. +
Escherichia coli +/- +/- + + +
Proteus sp. +/- + + + +
Pseudomonas aeruginosa* +/- +/-
Haemophilus influenzae* +/- + +
Bacteroides sp.* + +/-
Lactobacillus sp. ++ ++
Clostridium sp.* +/-
Corynebacteria ++ + ++ + + +
Mycobacteria + +/- +
Actinomycetes +
Spirochetes ++
Mycoplasma + +/- +

* Potansiyel patojenler



2.1 Tarihce ve Simiflama

Stafilokoklar ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan 1s1k mikroskobu altinda
goriilmiis ve 1880°de Louis Pasteur tarafindan sivi besiyerinde iiretebilmistir. 1881°de Sir
Alexander Ogston stafilokoklarin fareler ve kobaylar i¢in patojen oldugunu gosterirken bu
mikroorganizmalar1; {liremeleri sirasinda birbirlerinden ayrilmayip, iiziim salkimina
benzeyen diizensiz kiimeler olusturmalarina dayanarak “Staphylococcus” (“Staphyle”:
izim salkimi) olarak adlandirmistir. Rosenbach 1884°de insan hastalik orneklerinden ilk
kez stafilokoklart izole etmis ve kiiltiir ortamlarinda kolonilerin olusturdugu renklere gore
stafilokoklar iki gruba ayirmistir: Staphylococcus aureus (aureus: sari) ve Staphylococcus
albus (albus: beyaz) [6]. 1960’larin basindan itibaren basta yara yeri olmak iizere birgok
infeksiyon odagindan saf kiiltiir olarak elde edilen Staphylococcus albus’un infeksiyon
etkeni olabilecegi diisiiniilse de, bu durumun akademik cevrede kabul gérmesi 1980’leri
bulmustur. 1970’lerde S.albus olarak adlandirilan bakteri grubunun aslinda birden fazla alt
tirii icerdigi bulunmus ve 1970’lerden itibaren S.epidermidis disindaki diger KNS tiirleri

de taninmaya baglanmistir [7].

Stafilokoklar; Bergey’in 1986’da yaptig1 sistematik bakteriyoloji siniflamasina gore
Micrococcaceae ailesi igerisinde Micrococcus, Planococcus, Stomatococcus genuslariyla
beraber bulunurlar. DNA dizi analizi, DNA-rRNA hibridizasyonu ve 16 S rRNA analizleri
sonucunda Staphylococcus genusunun Micrococcus’lardan ¢ok yeni tanimlanan
Macrococcus genusuna daha yakin oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte genotipik

olarak Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus kiimesinde yer aldig1 belirlenmistir [8].

Staphylococcus genusu i¢inde bugiine kadar 60’1n iizerinde tiir tanimlanmis olup
bunlardan 32 tanesi klinik insan orneklerinde saptanmistir [8, 9] (Tablo2). Stafilokoklar
arasinda en patojen tiir S.aureus olup, diger stafilokok tiirlerinden koagiilaz tiretme 6zelligi
ile ayrilmaktadir [8]. S.aureus disimndaki tiim stafilokok tiirleri genel olarak KNS olarak
anilmakta ve giderek yayginlasan sikliklarda klinik oOrneklerden izole edilmektedir.
KNS’ler icerisinde klinik orneklerden en sik izole edilen tiir bir deri flora iiyesi olan
S.epidermidis’tir. Bunu gen¢ kadinlarda idrar yolu infeksiyonlarindan izole edilebilen
Staphylococcus saprophyticus izler. Daha nadir olarak S.haemolyticus, S.hominis,
S.warnerii, S.saccharolyticus, S.cohnii, S.simulans, S.capitis, S.sciuri, S.lugdunensis,

S.caprae de firsatci infeksiyonlar olusturabilmektedir [9].



KNS tiirleri, genellikle hastane infeksiyonu etkeni olarak; deri — yumusak doku, kan

dolagimi infeksiyonlar1 (KDI) ve viicuda uygulanan yabanci cisim — biyomedikal cihaz

tagiyan kisilerde olusan infeksiyonlarda karsimiza ¢ikmaktadir. Hastali§in seyrinin genel

ve lokal bagisiklik yanitinin kisitl oldugu hastalarda daha kotii seyrettigi ve mortalitesinin

de yiiksek oldugu bilinmektedir [3].

Tablo 2: Bugiine kadar tanimlanmis stafilokok tiir ve alt tiirleri [8, 10]

Tiir Alt tiir Durum Referans
S.arlettae * Yeni tiir Schleifer et al. 1985
S.aureus anaerobius Yeni alt tiir De La Fuente et al. 1985
S.aureus * aureus Kabul edilmis tiir Rosenbach 1884
S.auricularis * Yeni tiir Kloos and Schleifer 1983
S.capitis * capitis Kabul edilmis tiir Kloos and Schleifer 1975
S.capitis * ureolyticus Yeni tiir Bannerman and Kloos 1991
S.caprae * Yeni tiir Devriese et al. 1983
S.carnosus ® carnosus Yeni tiir Schleifer and Fischer 1982
S.carnosus ® utilis Yeni alt tiir Probst et al. 1998
S.caseolyticus * Eski isim Schleifer et al. 1982
S.chromogenes Yeni kombinasyon (Devriese et al. 1978)Hajek et al. 1987
S.cohnii * cohnii Kabul edilmis tiir Schleifer and Kloos 1975
S.cohnii * urealyticum Yeni alt tiir Kloos and Wolfshohl 1991
S.condimenti Yeni tiir Probst et al. 1998
S.delphini Yeni tiir Varaldo et al. 1988
S.epidermidis * Kabul edilmis tiir (Winslow and Winslow 1908) Evans 1916
S.equorum equorum Yeni tiir Schleifer et al. 1985
S.equorum® linens Yeni alttiir Place et al. 2003
S.felis Yeni tiir Igimi et al. 1989
S.fleurettii Yeni tiir Vernozy-Rozand et al. 2000
S.gallinarum* Yeni tiir Devriese et al. 1983
S.haemolyticus * Kabul edilmis tiir Schleifer and Kloos 1975
L. .. e Kloos and Schleifer 1975
S.hominis * hominis Kabul edilmis tiir Diizeltme: Kloos et al. 1998
S.hominis * novobiosepticus  Yeni alt tiir Kloos et al. 1998
S.hyicus * Kabul edilmis tiir (Sompolinski 1953) Devriese et al. 1978
S.hyicus chromogenes Eski isim Devriese et al. 1978
S.intermedius Kabul edilmis tiir Hajek 1976
S.kloosii * Yeni tiir Schleifer et al. 1985
S.lentus ® Yeni kombinasyon (Kloos et al. 1967) Schleifer et al. 1983

S.lugdunensis *

Yeni tiir

Freney et al. 1988

S.lutrae Yeni tiir Foster et al. 1997

S.muscae Yeni tiir Hijek et al. 1992

S.nepalensis Yeni tiir Spergser et al. 2003

S.pasteuri * Yeni tiir Chesneau et al. 1993
S.piscifermentans ° Yeni tiir Tanasupawat et al. 1992
S.pulvereri * Yeni tiir Zakrzewska-Czerwinska et al. 1995

S.saccharolyticus *

Yeni kombinasyon

(Foubert and Douglas 1948)
Kilpper-Bilz and Schleifer 1984




Tablo 2’nin devami

Tiir Alttiir Durum Referans
S.saprophyticus bovis Yeni alt tiir Hijek et al. 1996
S.saprophyticus * saprophyticus Kabul edilmis tiir (Fairbrother 1940) Shaw et al. 1951
S.schleiferi * coagulans Yeni alt tiir Igimi et al. 1990
S.schleiferi schleiferi Yeni tiir Freney et al. 1988
S.sciuri carnaticus Yeni alt tiir Kloos et al. 1997
S.sciuri ® lentus Eski isim Kloos et al. 1976
S.sciuri ® rodentium Yeni alt tiir Kloos et al. 1997

Lo oo S Kloos et al. 1976
S.sciuri ® sciuri Kabul edilmis tiir Diizeltme: Kloos et al. 1997
S.simulans * Kabul edilmis tiir Kloos and Schleifer 1975
S.succinus casei Yeni alt tiir Place et al. 2003
S.succinus succinus Yeni alt tiir Lambert et al. 1998

§ Yeni tiir, Webster et al. 1994

S.vitulinus

Diizeltilmis isim Diizeltme: Svec et al. 2004

S.warneri * Kabul edilmis tiir Kloos and Schleifer 1975

S.xylosus * Kabul edilmis tiir Schleifer and Kloos 1975

* Insanlarda ve insan dis1 primatlarda bulunan stafilokoklar
¥ Diger hayvanlarda bulunan stafilokoklar
§ Daha ¢ok doga ve toprakta bulunan stafilokoklar

2.2. KNS’lerin Laboratuvar Tanisi
2.2.1. Morfolojik Ozellikleri

Stafilokoklar; 0.5 — 1.5 pum capinda, hareketsiz, spor olusturmayan, fakiiltatif
anaerop, katalaz olusturan Gram pozitif boyanan koklardir. Genellikle 24 saatlik
inkiibasyonda 1 — 2 mm ¢apl diiz, hafif konveks koloniler olustururlar. Sari/sari- turuncu
pigmentli S.aureus kolonilerinin aksine, KNS tiirleri beyaz — gri renkte koloniler
olustururlar (Resim 1). Ancak KNS kolonilerinin incelenmesinde en iyi yontem ekim
yapilan plaklarin 35 — 37°C’de 48 — 72 saat tutulduktan sonra inkiibasyona iki giin daha
oda 1s1sinda devam edilmesidir. Degisik kolonilerin % 90’dan fazlas1 72 saatten sonra ve

oda 1s1sinda devam edilen inkiibasyonlarda belirir [1, 8].

Bazi S.aureus ve KNS suslarinda puslu veya farkli beta-hemoliz zonlar1 bulunur ve
inkiibasyon siiresi uzatilirsa beta-hemoliz belirginlesir. Anaerop 0zellik gosteren
S.saccharolyticus ve S.aureus subsp anaerobicus disindaki tiim stafilokok tiirleri fakiiltatif

anaeroptur. DNA’larindaki G + C igerigi % 30 — 39 moldiir [1, 8].



< %

Resim 1: % 5 Koyun kanli agarda Resim 2: Klinik 6rnekte Gram boyama ile
S.epidermidis’in goriinimi S.epidermidis’in goriiniimii (x40 biiyiitme)

2.2.2. Direkt Gram Boyama

KNS’ler; klinik 6rneklerden yapilan direkt Gram boyamada 0.5-1.5 pm capli Gram
pozitif kok olarak goriiniirler. Tek tek, ciftler, kisa zincirler ya da kiimeler halinde iiziim

salkimi seklinde goriinebilirler [1, 8].
2.2.3. Katalaz Testi

Tiim Micrococcaceae ailesi iiyelerinde sitokrom oksidaz enzimi bulunur. Bu enzimi
ireten bakteriler hidrojen peroksiti (H,O;) su ve oksijene ayrigtirir. Bu test icin igerisinde
kan bulunmayan bir besiyerinde iiretilmis stafilokok kolonileri kullanilmahidir. Aksi
taktirde kirmizi kan hiicrelerinin i¢inde bulunan enzimler zayif pozitif katalaz
reaksiyonuna neden olabilir. Birkag stafilokok kolonisinin cam lam iizerindeki bir damla
% 3’liikk hidrojen peroksitte siispanse edilmesi durumunda olusacak hava kabarciklari,
hidrojen peroksitin su ve oksijene ayristifinin gostergesidir. Bu test Micrococcaceae
ailesinin; katalaz testi negatif olan diger Gram pozitif koklardan, 6zellikle streptokok ve

enterokoklardan ayrilmasini saglar [1, 8].

2.2.4. Micrococcus Tiirlerinin Staphylococcus Tiirlerinden Ayrilmasi

Gram ve katalaz pozitif olma 6zellikleriyle birbirlerine benzeyen Staphylococcus ve

Micrococcus tiirleri birbirlerinden baglica dort 6zellikleriyle ayrilir:

a) Staphylococcus tiirleri basitrasine direncli iken Micrococcus tiirleri duyarhidir.



b) 100 pg Furazolidone ile yapilan disk difiizyon testinde Staphylococcus tiirleri

furazolidone’a duyarl iken Micrococcus tiirleri direnglidir.
c) Staphylococcus tiirleri lizostafin’e duyarl iken Micrococcus tiirleri direnglidir.

d) S.lentus, S.sciuri ve S.vitulinus disindaki Staphylococcus tiirleri oksidaz negatif

iken Micrococcus tiirleri oksidaz pozitiftir [1, 8].

Stafilokoklarin, Mikrokoklar ve Makrokoklardan ayrilmasini saglayan yontemler Tablo

3’te Ozetlenmistir.

Tablo 3: Staphylococcus, Micrococcus ve Macrococcus tiirlerinin fenotipik 6zellikleri [1, 8]

Karakteristik ozellik Staphylococcus spp.  Micrococcus spp.  Macrococcus spp.
Koloni biiyiikliigii 0.6 — 1.5 um 1-1.8 pm 1.3-2.5pum
Lizostafin duyarlilig duyarl direngli duyarl
Furazolidone (100 pg) duyarliligi duyarh direngli duyarlt
Basitrasin (0.04 U) duyarliligi direncli duyarlt direncli
Modifiye oksidaz testi - (%) + +

Anaerobik ortamda

glukozdan asit olusturma i i i

* 1 Oksidaz pozitif olan S.lentus, S.sciuri ve S.vitulinus disindaki Staphylococcus tiirleri oksidaz negatiftir

2.2.5. KNS’leri S.aureus’tan Ayiran Yontemler

Bazi stafilokok tiirlerinde bulunan koagiilaz proteinleri, bakterilerin bir fibrin veya
fibrinojen kilif1 ile kaplanarak fagositozdan korunmasini saglar. Bu 6zelligi saptamak icin
yapilan koagiilaz testi stafilokok tiirlerini birbirinden ayirmada en 6nemli testtir. Koagiilaz
testi pozitif olan en 6nemli patojen S.aureus’tur. Bu nedenle bu 6zellik bu tiiriin tanimu ile
ozdeslesmistir. S.aureus disinda koagiilaz testi pozitif olan tiirler S.intermedius, S.hyicus,
S.lugdunensis, S.schleiferi olarak sayilabilir. Ancak bu dort tiir ¢ok nadir olarak klinik
orneklerden soyutlanir ve koagiilaz pozitif olmalarina karsin gerek yerlesimleri, gerek
mikrobiyolojik o6zellikleri gerekse olusturduklart infeksiyonlar acisindan daha c¢ok

koagiilaz negatif stafilokoklar igerisinde incelenirler [1, 8].

Bagli ve serbest formda olmak {iizere iki farkli koagiilaz vardir. Serbest koagiilaz;

protein yapida olup plazmadaki koagiilaz ile birlesen faktorii (coagulase reacting factor —



CREF) aktive etmektedir. Bagl koagiilaz (clumping factor) ise bakterinin bir yiizey proteini
olup hiicre disina salgilanmaz. Bu yap1 plazmadaki fibrinojene dogrudan baglanir. Serbest
koagiilaz1 gostermek igin tiip koagiilaz testi, bagl koagiilaz1 gostermek igin ise lam
koagiilaz testi uygulanmaktadir. S.aureus dis1 koagiilaz pozitif stafilokoklarin koagiilaz

ozellikleri Tablo 4’te izlenmektedir [8].

Tablo 4. S.aureus dis1 koagiilaz pozitif stafilokoklarin tiip ve lam koagiilaz 6zellikleri

S.schleiferi  S.schleiferi

S.intermedius  S.hyticus  S.lugdunensis subsp. subsp.
Koagiilaz coagulans schleiferi
Tiip koagiilaz testi + + - + -
Lam koagiilaz testi +/- - + - +

2.2.5.1 Lam Koagiilaz Testi

Lam iizerine bir damla steril distile su damlatilir. Besiyerinde iiremis bulunan
birka¢ adet stafilokok kolonisi bu distile suda karistirillarak homojen siispansiyon elde
edilir. Uzerine bir damla tavsan plazmasi damlatilir ve elde cevrilerek karistirilir. On
saniye icinde bakterilerin birbirine yapismasindan kaynaklanan gozle goriilen
kiimelesmenin olmasi testin pozitif oldugunu gosterir. Eger lam koagiilaz testi negatif ise
tip koagiilaz testi yapilmahdir. Ciinkili bagh koagiilaza sahip olmayan suslar genellikle

serbest koagiilaz iiretirler [1, 8].

2.2.5.2 Tiip Koagiilaz Testi

Hiicre dismna salinan koagiilaz1 gosterir. Serum fizyolojik ile 1/5 oraninda
sulandirilmis tavsan plazmasi i¢inde stafilokok kolonisi ezilip karistirilir. Saat basi kontrol
edilerek 35°C’de dort saat pihtinin olusmasi i¢in bekletilir. Pthtinin olugmasi pozitif sonug
olarak degerlendirilir. Negatif olan testler oda sicakliginda 18 — 24 saat bekletilmelidir.
Ciinkii baz1 suslar uzun inkiibasyonlarda fibrinolizin iiretebilirler. Bu da ¢6ziilmeye neden

olur. Tiiplerin oda sicakliginda bekletilmesi bu etkinin ortadan kalkmasini saglar [1, 8].

Ancak giiniimiizde bu koagiilaz testilerine bir alternatif olarak S.aureus hiicre duvar

proteini olan Protein A’nin gosterilmesine yonelik testler kullanabilmektedir. Protein A



Staphylococcus genusu igerisinde sadece S.aureus’ta bulunan, IgG’nin Fc kolu i¢in 6zgiil
afiniteye sahip olan bir proteindir. Plazma ile kaplanmis lateks partikiillerin S.aureus ile
karsilastirilmas1 sonucu plazmadaki IgG’lere afinite gosteren Protein A, partikiillerin

kiimelesmesini saglar. Kiimelesme saglanmasi bakterinin S.aureus oldugunu gosterir [1, 8].

2.2.5.3 Mannitol Hidrolizi

Genellikle koagiilaz olusturan stafilokoklar mannitolii de fermente ederler.
Mannitollii tuzlu agar besiyerinde iiretilen S.aureus mannitolii fermente ederek, besiyerinin
icerdigi fenol kirmizis1 ayiracinin rengini sariya ¢evirir ve kolonilerinin etrafinda 48 saatte

sar1 zon olusur. S.epidermidis kolonilerinin etrafinda ise kirmizi zon olustugu gézlenir. [8].

2.2.6 KNS Tiirlerinin Kendi Aralarinda Ayrimi

KNS’ler kendi aralarinda o©ncelikle novobiyosine duyarliliklarina gore ikiye
ayrilirlar. Novobiyosine duyarli grup genel olarak S.epidermidis grubu, novobiyosine
direncli olan grup ise S.saprophyticus grubu olarak adlandirilirlar [1, 8]. Tablo 5’te

KNS’lerin novobiyosine duyarliliklarina gore simiflandirilmasi goriilmektedir.

Tablo 5: KNS tiirlerinin novobiyosine duyarliligina gére ayrimi

Novobiyosine duyarh Novobiyosine direcli
S.epidermidis S.capitis S.saprophyticus subsp. saprophyticus
S.haemolyticus S.hominis S.xylosus
S.lugdunensis S.caprae S.cohnii
S.auricularis S.simulans S.sciuri
S.saccharolyticus S.warneri
S.schleiferi subsp schleiferi  S.pasteuri

Novobiyosin duyarliligi disinda laboratuvarlarda KNS’lerde tiir tanimlanmasi emek
yogun, zaman alici ve maliyet/etkin olmayan bir yoOntemdir. Bu nedenle rutin
laboratuvarlarda genellikle yapilmaz. Ancak tedavi basarisizlig1 veya bir salgin s6z konusu
oldugunda tiir tanimlamas1 yapilmasi gerekir. Bunun i¢in ilk 6nce baskin koloni tipinin
dogru belirlenmesi gerekmektedir. Eger 24 saatlik kiiltiir ele alinacak olursa tiim KNS’lerin

koloni morfolojileri birbirlerine benzeyeceginden yanligliklara neden olabilir. KNS’lerin,



48 — 72 saat, 35 — 37°C’de inkiibasyonunu takiben iki giin de oda 1sisinda tutulmasi
bakterilerin morfolojik 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasim saglayacaktir. Bu sayede baskin olan
koloni tipi secilmis olur. S.epidermidis kolonileri 2.5 — 6 mm capinda olup genelde
pigmentsizdir (Resim 1). S.haemolyticus ve S.hominis kolonileri ise daha biiyiik olup 5 —
9 mm c¢apinda, diizgiin kenarli, opak, pigmentsiz olabilecegi gibi krem veya sar1 renkte
koloniler olusturabilir. S.lugdunensis 47 mm capinda parlak, beyaz — krem ya da sari
renkli, diizgiin, ortasi1 konveks koloniler yaparlar. S.warneri kolonileri ise S.lugdunensis
kolonilerine benzer koloni morfolojisine sahiptir. S.saprophyticus ise 5 — 8 mm capinda,

bazen opak olarak gozlenen diizgiin parlak konveks koloniler olusturur [1, 8].

Bundan sonraki islem bazi biyokimyasal testler ile tiir belirlenmesi yapilmasidir.
Termoniikleaz, fosfataz, pirolidonil arilamidaz, ornitin dekarboksilaz, iireaz, 3-galaktosidaz
aktiviteleri, polimiksin direnci, asetoin olusumu ve karbonhidratlardan asit olusumu gibi
ileri biyokimyasal testler ile tiir ayrimi yapmak olasidir [1, 8]. Sik gozlenen KNS tiirlerinin

biyokimyasal 6zellikleri Tablo 6’da 6zetlenmistir.

Tablo 6: Sik izole edilen KNS tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri [1, 8]

Aerobik sartlarda asit
s 5 S
S 3 = 2 B olusumu
3 g Z S 5
E 5 % 8 5 2 E S %
o Q = < g ot =} g
£ E = B = g N & 5 A -
= o 2 S = Q 5= = § £ N &8 N n
& § £ & % g °© z S 5 2 £ E g ¢
) ) 5 & £ &8 2 §E v 2 E 2 EE S5 E B OB
Tarvealttr |2 & E E 8 2 £ 8 2 8 8 < E £ E 2 5 2
¥ ¥ U = < & O b O € zZz 4 A A A A = &
S.epidermidis - - - - + - d o+ - + - + - ® @ + 4
S.haemolyticus d - - - - 4 - -+ - + d @ - +
S.hyicus - d -+ o+ - - d - - -+t o+ -+ -+ 4
S.intermedius -+ d o+ o+ o+ -+ 4+ - - -+ @ + d o+ 4
S.lugdunensis d - @ - -+ + d - + - d + - 4+ @ - +
S.saprophyttcus‘ q ) ) ) } } -+ o+ o+ o+ -+ d -+ o+
subsp. saprophyticus
S.sch%elfe.rt subsp i i + + + ‘ i W+ i i 4 - o+ - o
schleiferi
S.warneri d - - - - - - 4+ - + - - + d - @@ ¢ +
+:2% 90 olumlu  —:>% 90 olumsuz () : Gecikme reaksiyonu d: Degisken; % 11-89 arasi olumlu
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Glintimiizde tiir tamimlamak igin gelistirilmis hizli ticari yontemler mevcuttur.
Bunlardan en yaygin kullanilanlarinin baginda tilkemizde de bulunan API Staph, Vitek GPI
(Biomerieux, Fransa) yer almaktadir. Bunlarnin disinda; Microscan Pos ID (Dade
Microscan, ABD), Cyristal Gram pozitif identifikasyon sistemi, Spector Staphylococcus
MIC/ID paneli, Spector Gram Positive Breakpoint ID/Panel (Becton Dickinson) sayilabilir.
Ayrica stafilokok tiirleri hiicresel yag analizi ile hizli1 gaz kromotografisini birlestiren veya

ribotip patern analizi yapan otomatize sistemlerle de taninabilmektedir [11].

2.3. KNS’lerin Etken Oldugu infeksiyonlarda Patogenez

KNS’lere bagl gelisen infeksiyonlarin seyri ¢ogu zaman S.aureus’tan farklidir.
Genel klinik tablo 6zgiil degildir ve sinsi gelisir. Infeksiyonun fulminan belirtileri pek
gozlenmez ve durum subakut hatta kronik bir sekilde ilerler. KNS’lere bagli gelisen
bakteriyemi eger zamaninda ve yeterli tedavi edilirse nadiren hayati tehdit eder. Ancak
bagisiklik sistemi baskilanmis ve notropenik hastalarda daha ciddi klinik durumlara neden
olabilirler [12]. Bunun disinda patojenik potansiyeli S.aureus’a benzeyen ve diger
KNS’lere oranla daha virulan olan S.lugdunensis’in etken oldugu klinik durumlarinda da

tedavi giicliikleri gozlenebilir [13].

2.3.1. S.epidermidis’in Biyofilm Olusturma Mekanizmasi

S.epidermidis Ozellikle yabanci cisimler-polimer yiizeyler {izerinde rahat kolonize
olmas1 ve kalin ¢ok tabakali biyofilm (slime factor) olusturmasi ile iinlidiir. Derinin
normal florasinda bulunan bu bakterinin ¢cok az miktarlarinin bile polimer yapidaki
herhangi bir implanta ameliyat sirasinda kontamine olmasi, ileride bu implantin infekte
olmasi i¢in yeterlidir. Cogu zaman bu bakteri hastanin kendi florasindan degil, cerrahi ya
da klinik ekibin elinden bu bolgeye kontamine olup yerlesmektedir. Bu klinik soruna 1s1k

tutan birgok rehber yaymlanmis bulunmaktadir [14, 15].

Biyofilm olusumu iki basamaklidir. Oncelikle bakteri polimer materyale hizlica
baglanir. Sonraki asamaya ise yigilma fazi (accumulation phase) denir. Bakteri polimer
yiizeye dogru ¢ok tabakali bir bicimde prolifere olur ve materyalin uzandigi derinlige kadar

yaylir. Biyofilmler giiniimiizde elektron mikroskoplar1 yardimiyla net bir bi¢imde
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gozlenebilmektedir (Resim 3). Son yillarda S.epidermidis’in biyofilm olusturma

mekanizmasinin anlasilmasi molekiiler yontemlerin gelismesi ile hiz kazanmastir.

Resim 3: S.epdermidis’in uzun dénem
kullanilmus silikon bir kateter iizerinde
olusturmus oldugu biyofilm tabakasinin

elektron mikroskobu altinda goriintiisii [16].
(* Resimdeki barin uzunlugu Spm’dir)

Biyomateryallere mikrobiyal tutunma daha ¢ok bakterinin hiicre duvar1 ve polimer
materyalin 6zelliklerine baghdir. ik tutunmada van der Waal’s giicleri, hidrofobik

etkilesimler ve kutuplagsma gibi 6zgiil olmayan fiziko-kimyasal giicler 6n plandadir.

Bu tutunmadan sonra bakteriyel yiizey iliskili proteinler devreye girmektedir.
S.epidermidis icin stafilokokal ylizey proteinleri (Staphylococcal surface protein) SSP-1
(280 kDa) ve SSP-2 (250 kDa) tanimlanmustir [17]. Ancak bu proteinleri kodlayan genler

heniiz gosterilebilmis degildir.

Biyofilm iligkili proteinin (Biofilm associated protein) “Bap”; S.aureus’ta biyofilm
olusumunda gorev aldig1 gosterilmistir [18]. Buna cok benzeyen Bap homolog proteini
“Bhp” ise S.epidermidis icin ayn1 gorevi gorecek olan esdegeri olarak gosterilmektedir.

Molekiiler agirliginin 258 kDa oldugu tahmin edilmektedir [19].

Proteinlerin disinda bir polisakkarit olan kapsiiler polisakkarit/adezinin (PS/A),
biyofilm yapimi ve ilk tutunma ile iligkili oldugu bulunmustur. Yapilan tavsan endokarditi
modelinde PS/A eksik mutantlarin daha az virulan oldugu ve bunun 6tesinde PS/A’ya karsi

yapilan asilamanin infeksiyondan korudugu gézlenmistir [20].
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Hastaya damar i¢i kateter takilir takilmaz polimer materyalin dis yiizeyi plazmanin
yan1 sira hiicre dist matriks proteinleri olan fibronektin, fibrinojen, vibronektin,
trombospondin ve von Willebrand faktor ile kaplanir. Bundan sonra hem bu proteinler hem
de polimer yiizey bakteri tutunmasina ve kolonizasyonuna zemin hazirlar. Ozellikle
S.aureus’un bu konak faktorlerine karsi 0zgiil reseptorlere sahip oldugu bilinmektedir.
S.epidermidis’in de bu tiir yiizey proteinlerini sentezleyebildigi ve protein kapli implantlara
kolayca tutunup biyofilm tabaka olusumunu baslatabildigi diisiiniilmektedir. S.aureus’ un
tiim suslan fibrinojene baglanma konusunda oldukca basarilidir. Ancak S.epidermidis’in

fibrinojene tutunmasi suslar arasinda ciddi farkliliklar gostermektedir [21].

S.aureus’ta bulunan fibronektin ve fibrinojen baglayici proteinler gibi bir¢cok konak
faktor baglayic1 proteinlerin, hem klonlanmalar1 saglanmis hem de sekans analizleri
yapilmistir. Ancak S.epidermidis icin c¢ok fazla konak faktor baglayic1i protein
bilinmemektedir. Bir yiizey iliskili otolizin olan AtlE’nin bakterinin yiizeye tutunmasinin
yaninda hiicre dis1 matriks proteini olan vitronektin’e de baglanmada 6nemli rol oynadigi
gosterilmistir. Bu bulgu AtlE’nin vibronektin kapli yabanci materyalin kolonizasyonunda
onemli rol oynadigimi gostermektedir. Bu anlamda otolizinler virulans faktorii olarak kabul
edilmektedir. Bunu destekleyen hayvan modeli calismalarda AtIE mutasyonu olusturulan

suslarin kateter iligkili infeksiyonlarda daha az virulan oldugu gosterilmistir [22].

S.saprophyticus’tan elde edilip sekans analizi yapilmis baska bir gen ise Aas
genidir. Aas geni; AtlE’ye Onemli derecede homoloji gostermektedir. Aas geninin
kodladig1 proteinin fibronektine baglandigi, bunun yaninda da koyun eritrositlerini agliitine
ettigi gosterilmistir. Aas ve AtIE arasindaki bu benzerlik yeni bir grup stafilokokal adezin

ile otolizin/adezinlerinlerin varliginmi diisiindiirmektedir.

Bunlarin disinda S.epidermidis’in diger baz1 proteinlerinin de konak proteinlerine
afinite gosterdigi gosterilmistir. Fibrinojen baglayan protein (Fbe) 119 kDa biiyiikliigiinde,
serin - aspartat (SD) tekrarlar1 (Sdr) igceren, hiicre duvarina bagimh yiizey proteinleri ailesi
tiyesidir [23]. Geni klonlanip, sekanslanan Fbe’nin eksik oldugu mutant suslarin
hastalardan ¢ikarilmis polietilen materyallere tutunma yeteneklerinin azaldig1 gézlenmistir.
Ayrica Fbe’ye karst olusturulmus antikorlarin da tutunma reaksiyonunu engelledigi
gosterilmistir. Bu bulgu ileride damar ici kateter ya da implante arag iliskili infeksiyonlar

onlemek i¢in immiino—profilaktik yaklasim konusunun giindeme geleceginin gostergesidir.
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S.epidermidis’ten izole edilmis olan diger yiizey iligkili proteinler SdrG (Fbe ile
% 95 ozdestir), SArF ve SdrH’dir. SdrG ve SdrH’ye kars1 olugsmus antikorlar konvelesan
donemdeki hastalardan izole edilmis olup bu bulgu, bu protein genlerinin infeksiyon

sirasinda eksprese edildigini gostermektedir [24].

Ayrica S.epidermidis’in hiicre yapisinda bulunan teikoik asidin de fibronektine
baglanma ile iliskili oldugu gosterilmistir. Hem S.epidermidis’in hem de fibronektin kaph
yiizeylerin teikoik asit ile pre-inkiibasyonunun, S.epidermidis’in fibronektine baglanmasini
destekledigi gozlenmistir. Bu bulgu teikoik asidin fibronektin kapli polimer ile bakteri

arasinda bir koprii molekiilii olabilecegini gostermektedir [25].

S.epidermidis yabanci cisim yiizeyine yapistiktan sonra burada ¢ogalarak coklu
tabakal1 hiicre yiginlar1 olusturmaya baslar. Tn917 mutantlarin y1gin olusturmadigl ve bu
mutantlarda  S.epidermidis polisakkarit hiicre i¢i adezin’in (PIA) eksik oldugu
gosterilmistir  [26]. Bu bulgu PIA’'min yigilma fazinda ©nemli bir roli oldugu
gostermektedir. PIA sentezini gerceklestiren gen ailesi olan icaABCD; klonlanip,
sentezlenmig olup yapilan arastirmalar sonucunda icaABCD’nin PIA sentezi diginda
hemagliitinasyona da yardimci oldugu gosterilmistir [27]. Kimyasal olarak PIA ile iligkili
oldugu bilinen PS/A iiretiminin de ica gen kiimesi (ica gene cluster) tarafindan saglandigi

bilinmektedir [28].

Biyofilm olusturma ve yigilmanin bir belirteci de slime-iligkili antijendir (Slime
associated antigen: SAA). Daha 6nceden tanimlandiginda bir N-asetilglukozamin oldugu
belirtilen SAA’nin giiniimiizde purifikasyon tekniklerinin gelismesi ile aslinda bir PIA

oldugu kabul gormektedir [29].

S.epidermidis’in biyofilm olusturmasinda bir baska hiicre dig1 protein olan 140 kDa
biiylikliigiindeki yigilma iligkili proteinin (Accumulation associated protein: AAP)
S.epidermidis’in  biyofilm tabakasi olusumunda yigilma fazinda etkili oldugu

belirtilmektedir [30].

S.epidepmidis’in biyofilm olusturma mekanizmasi i¢in sematik model Sekil 1’de

gosterilmistir.
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1.Polimer ylzeye van der Waal’s kuvveti ve
hidrofobik etkilesim ile baglanma
SSP-1/SSP-2, AtlE, PSA/A, Bhp

Deri

Biyofilm olugsmasi: fibrin, fibrinojen,
fibronektion, vitronektion,
trombospondin, von Willebrand faktér

2. Hiicre digi matriks proteinleri ile kaplanmis polimer
3. Cok tabakall hiicre kiimelerinin proliferasyonu ylizeye tutunma, migrasyon ve hematojen yolla uzak
ve yigin olusturmasi PIA, PS/A, AAP, Bhp bolgelere yayilim. AtIE, Fbe (SdrG), teikoik asit

Sekil 1: S.epidepmidis’in biyofilm olusturma mekanizmasi i¢in sematik model [31]

2.3.2. S.epidermidis’in Diger Virulans Faktorleri

Glinlimiizde, klinik 6nemi nedeniyle akademik ilginin iizerinde yogun oldugu
S.aureus’un virulans faktorleri ¢cok iyi tamimlanmistir. Klinik onemi giderek artan bir
mikroorganizma grubu olan KNS’lerin virulans faktorleri ise yeni yeni ortaya

konulmaktadir.

S.epidermidis’in virulans faktorleri olarak gosterilen grup icerisinde; elastaz
aktivitesine sahip olan hiicre dig1 metalloproteaz, sistin proteaz, serin proteaz, lipaz, daha
once S.aureus’ta tamimlanmis yag asidi modifiye edici enzim (fatty acid modifiying
enzyme: FAME) gibi bircok enzim bulunmaktadir. Bilindigi gibi S.aureus’un iiretmis
oldugu bircok toksin vardir. Ancak farkli olarak S.epidermidis, S.aureus kadar toksijenik
degildir. S.aureus’ta da bulunan od-toksinin S.epidermidis tarafindan da tretildigi
giiniimiizde kesin kabul edilmistir. Bu toksini A4ld geninin kodladigi bilinmektedir. Bazi
S.epidermidis suglarinin enterotoksin ve toksik sok sendrom toksini — 1 iirettigi konusu ise

heniiz tartismal1 bir konudur [31].
2.3.3. Lantibiyotik Uretimi

Lantibiyotik iiretimi; S.epidermidis’in deriye bu kadar etkili kolonize olabilmesinin
altinda yatan Onemli bir nedenidir. Lantibiyotikler; S.epidermidis ve diger bazi Gram

pozitif bakterilerin (6r: Bacillius subtilis, Lactobacilli) iretmis oldugu bakteriyosinlerdir.
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flging olarak S.aureus’ta bu ozellik bulunmamaktadir. Bircok farkli ¢alismada farkl
lantibiyotikler tanmimlanmistir. Bunlar epidermin, Pep5, epilansin, K7 ve episidin gibi nadir
tiyoeter amino asidi iceren antibiyotik peptitlerdir. Lantibiyotikler daha ¢ok Gram pozitif
bakterilere kars1 etkilidir. Boylece S.epidermidis, lantibiyotiklere duyarli olan bakteriler
karsisinda kolonizasyonda iistiinliik saglamaktadir. Lantibiyotik salinimindan sorumlu

genler genellikle plazmidler iizerinde yer almaktadir [31].

2.3.4. Konak Icerisinde Demir Kazammm

Her bakteri gibi stafilokoklar da tiremek i¢in demire gereksinim duyar. Hiicre disi
stvilarda, transferrin ya da laktotransferrin gibi yiiksek derecede serbest demiri baglayan
glikoproteinlerin ~ varliginda stafilokokal iireme yavaslamaktadir. Stafilokoklarin
transferrinden demir saglamalarinin mekanizmasi bu giin icin agiklifa kavusmamistir.
Genel olarak bakterilerin demir kullanimi i¢in iki mekanizma bilinmektedir. Bunlardan ilki
transferrinden demiri uzaklastirip diisitk molekiiler agirlikli demiri baglayan sideroforlarin
tiretimidir. Siderofor — demir kompleksleri 06zgiil bakteriyel tasiyict sistemleri ile
taginmaktadir. Stafiloferrin A ve B (sirasiyla 481 ve 448 Da) ilk olarak S.hyicus’tan izole
edilmistir ve S.epidermidis’in de demir kisith ortamlarda bu proteinleri sentezledigi
bildirilmistir Tkinci mekanizma ise transferinin dogrudan bakteri yiizeyindeki reseptorlere

baglanmasidir [32].

2.3.5. S.saprophyticus’un Patojenitesi

S.saprophyticus daha c¢ok cinsel aktif gen¢ kadinlarda goriillen idrar yolu
infeksiyonlarindan sorumlu bir KNS’dir. Diger KNS’lere gore daha sik idrar yolu
infeksiyonu yapmasinin nedeni 06zellikle iiroepitelyal hiicrelere daha yiiksek afinite ile
baglanmasidir. S.saprophyticus’un yiizeyinde bulunan 160 kDa biyiikliigiindeki
hemagliitinin/adezin 6zelliklerine sahip bir protein, bu yapisma 0Ozelligini ve
S.saprophyticus’un ist iiriner sisteme dogru kolonizasyonunu ac¢iklamaktadir. Bu protein
genellikle anaerobik kosullarda eksprese olur ve iiroepitelyal hiicre yiizeyindeki fibrinojene

baglanir. Bu proteinin S.aureus ve S.epidermidis’te gbzlenen otolizinlerle (Atl ve AtIE)
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homolog olan bir otolizin oldugu diisiiniilmektedir. Aas adi1 verilen bu otolizin/adezin’in

yeni bir stafilokokal adezin simifinin iiyesi olacagi diisiiniilmektedir [33].

Bir baska yiizey iliskili fibriler protein ise S.saprophyticus yiizey iliskili protein
Ssp’dir. Uropatojen S.saprophyticus’larin % 98’inde saptanmustir. Ayrica S.aureus ve
S.epidermidis’te bulunan Sdr proteinlerine benzer bir yiizey iliskili protein olan Sdrl de

S.saprophyticus’ta gosterilmistir [34].

Kolonizasyon saglandiktan sonra S.saprophyticus iireaz iiretmeye baslar. 1980’lerin
sonlarinda ayni sayida iireaz negatif ve iireaz pozitif S.saprophyticus suslarinin deneysel
bir infeksiyon modelinde incelenmesi sonucu; iireaz pozitif bakterilerin ayn1 ortamda daha
cok iiredikleri gosterilmistir. Bu bulgu dogrultusunda iireaz iiretimi idrar yolu infeksiyonu

olusturan S.saprophyticus i¢in bir virulans faktorii olarak kabul edilmistir [35].

2.3.6. S.lugdunensis ve S.schleiferi’nin Virulans Faktorleri

S.lugdunensis ve S.schleiferi’nin 1988 yilinda tanimlanmalarinin hemen ardindan
her iki bakterinin de endokardit, polimer iligkili infeksiyonlar, osteomiyelit, septik artrit,
idrar yolu infeksiyonu ve yara yeri infeksiyonu gibi nozokomiyal infeksiyonlardan
soyutlandiklar1 bildirilmeye baslanmistir. Bircok olguda agresif klinik seyir gbzlenmesi ve
ozellikle endokardit olgularinin diger KNS’lerden daha agir klinik tablo ile seyretmesi bu

iki tiiriin diger KNS’lere oranla daha patojenik olduklarini diisiindiirmektedir. [36-39].

S.lugdunensis ve S.schleiferi kiimelestirici faktor (clumping factor) olusturmalari ve
termostabil DNaz iiretebilmeleri nedeniyle S.aureus’a benzerler. Ancak S.lugdunensis ve
S.schleiferi’nin infeksiyon olusturmalarindaki patojenik mekanizmalar heniiz bilinmemekle

beraber virulans determinantlarini S.aureus ile paylastiklar1 diisiiniilmektedir.

S.lugdunensis suglarinin % 25’1 bakteriyel kolonizasyonda ve notrofillerin fagositoz
iligkili aktivitelerinde 6nemli rol oynayan hiicre dis1 slime ya da glikokaliks iiretirler. Bu
maddenin monositlerdeki prostoglandin E2 iiretimini giiclii bir sekilde uyardigi ve sonug
olarak T hiicre proliferasyonunu engelledigi gosterilmistir [40]. Monositlerin bu
aktivasyonu, makrofajlarin TNF o (tumor necrosis factor a) ve nitrik oksit gibi iki 6nemli

maddenin antimikrobiyal aktivitelerinin de modiile edilmesi ile sonuglanmaktadir.
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Bunun yaninda S./ugdunensis’in esteraz, FAME, proteaz, lipaz gibi enzimleri
tirettigi ve bunlarin doku invazyon faktorleri gibi rol oynadiklari belirtilmektedir.
S.lugdunensis’in; kollojen, fibronektin, vitronektin, laminin, fibrinojen, trombospondin,
plazminojen ve insan IgG gibi bircok molekiile baglanma kapasitesi mevcuttur Ancak

fibronektin kapl polimetilmetakrilat (PMMA) yiizeylere iyi yapismamaktadir [31].

Degisken olarak bazi S.lugdunensis suslarinda S.aureus’taki 8-hemolizine fenotipik
olarak benzeyen bir hemolizin olan “SLUSH” iiretilmektedir. Bu hemolizin ayrica

S.haemolyticus tarafindan salgilanan bakteriyosine de benzemektedir [31].

S.lugdunensis icin tanimlanmis olan virulans faktorlerinin ¢ogu son on yilda
S.schleiferi icin de tanimlanmistir. Bu virulans faktorlerinden glikokaliks, enzimlerden
esteraz, proteaz, FAME, lipaz ve hemolizinler sayilabilir. Ayrica S.lugdunensis’den farkh
olarak S.schleiferi de fibronektin ve fibrinojen kapli PMMA yiizeylere S.aureus kadar
giiclii tutunma gostermektedir. Ancak S.aureus’ta bulunan CIfA’ya da homolog olabilecek

bir fibrinojen baglayici yiizey komponenti bulunamamistir [31].

KNS’lerin infeksiyon patogenezinde dnemli rol alan yiizey proteinleri ve islevleri

Tablo 7°de 6zetlenmistir.

Tablo 7: Stafilokoklarin ylizey proteinleri ve fonksiyonlar1 [31]

Yiizey yapisi Fonksiyonu

Stafilokokal yiizey proteinleri: SSP-1, SSP2 | S.epidermidis’in degismemis polistren’e tutunmast

S.epidermidis’in degismemis ya da vitronektin kapli polimer

Otolizin: AtIE .
yiizeye tutunmasi

Biyofilm iligkili protein: Bap S.aureus’un polimer yiizeye tutunmasi ve biyofilm birikmesi

Bap-homologu protein: Bhp S.epidermidis’in biyofilm olusturmasi

Kapsiiler polisakkarit adezin: PS/A S.. epldermldls in polimer yiizeye tutunmasi ve biyofilm
birikmesi

Fibrinojen baglayici protein: Fbe S.epidermidis’in fibrinojenin B zincirine baglanmasi

SdrG: S.epidermidis’in fibrinojenin B zincirine baglanmasi ve
trombin ile indiiklenen fibrinojen pihtilagsmasini engellenmesi.
SdrF ve SdrH fonksiyonlar1 heniiz bilinmemektedir.

SD-tekrari igeren proteinler:
SdrG, SdrF, SdrH

Hiicre i¢i adezyon gen kiimesi: ictADBC PIA iiretilmesi

Polisakkarit hiicre i¢i adezin PIA Hiicre ici adezyon ve biyofilm birikmesi
Slime-iligkili antijen: SAA PIA ile ayn1 fonksiyona sahiptir
Akiimiilasyon-iligkili protein AAP Biyofilm kiimelenmesi

S.saprophyticus’un fibronektine ve tiroepitelyal hiicrelere

Otolizin: aas .
tutunmasi, hemagliitinasyon

S.saprophyticus iliskili protein: Ssp S.saprophyticus’un tiroepitelyal hiicrelere tutunmasi
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2.4. KNS’lerin Etken Oldugu Infeksiyonlar
2.4.1. intravenoz Kateter infeksiyonlar: ve Nozokomiyal Bakteriyemi

Hastaneye yatan hastalarin yarnisindan fazlasina, yattiklar1 siire boyunca, damar igi
ara¢ uygulanir. Santral damar yolu uygulanan hastalarin polimer iligkili infeksiyon siklig
servislerde 4.5/1000 kateter giinii, yogun bakim iinitelerinde (YBU) ise 14.6/1000 kateter
giinii oldugu bildirilmektedir [14]. KNS’ler; hastanelerde 6zellikle damar ici kateterlerin
siklikla kullanildig1 birimlerde nozokomiyal bakteriyemiye en sik sebep olan bakteri
grubudur [41]. Kan kiiltiirleri kontaminasyon oraninin genel olarak % 1 — 3 oldugu bilinse
de yapilan calismalarda KNS’lerin etken oldugu bakteriyemilerin % 25-74 oraninda
kontaminasyona bagli oldugu gosterilmistir [42]. Tek pozitif kan kiiltiirii; ¢cogu zaman
kontaminasyon oldugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle gercek bakteriyemiyi gostermek
icin; gercek bakteriyemi taniminda belirtildigi iizere; farkli damarlardan ya da damar
yollarindan ¢oklu kan kiiltiir alimmasi gerekmektedir [43]. Flebotominin teknigine uygun
yapilmast ve daha etkili deri antisepsisinin saglanmasi hastanelerdeki kan kiiltiirii

kontaminasyonlarinin azalmasini saglayacaktir [44, 45].

Kullanilan tim kateterlerin % 12 — 37’si infekte olmaktadir. S.epidermidis birgok
makalede intravendz kateter infeksiyonlarinin agik ara ©Onde giden etkeni olarak
gosterilmektedir [4, 14, 15]. S.epidermidis’e bagh kateter iliskili infeksiyonlarin artis1 bu
mikroorganizmaya bagh nozokomiyal KDI insidansimi arttirmaktadir. Bu artis; gecmis
yillarda nozokomiyal infeksiyon etkeni olarak Onde giden Gram negatif bakterilerin,
giiniimiizde nozokomiyal bakteriyemi sikliginin artmasindan dolay1 yerini Gram pozitif

bakterilere birakmasina neden olmustur [14].

Kateter iliskili infeksiyonlardan korunmanin baslica yolu hastaya temastan 6nce ve
sonra el yikanmasi, kateter yerlestirirken uygun antiseptik yontem, kateter yerlestirildikten
sonra diizenli kateter bakimidir [15]. Uygun antiseptik soliisyon seciminde yapilan
calismalar % 0.5 chlorhexidine’nin % 10 povidone-iodine’den daha etkili oldugunu
gostermektedir [46]. Ayrica antibiyotik emdirilmis kateterlerin kateter infeksiyonu
gelismesini engelledigi konusunda goriisler olsa da bu tiir uygulamanin antibiyotik

direncinde gereksiz artislara neden olacagina dair goriisler de vardir [47].

S.epidermidis ile gelisen bir kateter infeksiyonunda Oncelikle Kkateterin

uzaklagtirilmasi diisiiniilmelidir. Eger kateter uygulanacak baska bir damar bulunamiyorsa
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aym girig yeri steril tel kilavuz ile sabitlendikten sonra kateterin cekilip yeni bir kateterin
ayn1 giris yerine kilavuz yardimiyla uygulanmasi onerilmektedir. Ayrica tiinel infeksiyonu
varliginda giris damara giris yeri sabit kalarak tiinel yerinin degistirilmesi de diisiiniilebilir
[14, 15]. Bunun yam sira kateter ¢ikarilamiyor ise bazi1 se¢ilmis durumlarda kateteri
kurtarmak amac ile kateteri antibiyotikli soliisyonlar ile kilitleme tedavisinin (antibiotic
lock therapy) basarili oldugu gosterilmistir [48-50]. Hastada bir¢ok noktada damar yolu
kateteri varsa antibiyotik infiizyonu rotasyonel olarak her seferinde farkli kateter yoluyla
yapilmalidir. Hastanenin ya da boliimiin direng paternleri biliniyorsa ampirik tedavi bu
diren¢ paternine uygun bir antibiyotik ile yapilmalidir. Kateter iligkili bakteri izolatlarinda
metisilin direncinin yaygin oldugu merkezlerde tedaviye glikopeptid antibiyotiklerle

baslanmasi 6nerilmektedir [14, 15].

2.4.2. Dogal ve Prostetik Kapak Endokarditi

KNS’ler ile olusan dogal kapak endokarditi nadir goriilir ve tiim endokardit
olgularinin % 5 — 8’ini olusturur [51]. Endokardit olusumu, viridan sterptokoklarda oldugu
gibi gecici bakteriyemiler sirasinda KNS’lerin hasar gérmiis kalp kapaklarina ve endokarda
tutunmalar ile ger¢eklesmektedir. Dogal kapak endokarditinde nadir olarak etken olan
KNS’ler diger taraftan prostetik kapak endokarditlerinin siklikla saptanan etkenidir [52].
Yayinlanan olgu serilerinde S.epidermidis’in prostetik kapak endokarditlerinin yaklasik
% 40’indan sorumlu oldugu goézlenmektedir. Giiniimiizde damar ic¢i ara¢ kullaniminin
artmas1 nedeniyle KNS’lerin dogal kapakta olusturduklar1 endokardit sikligi da giderek
artmaktadir. Bunun yaninda S.epidermidis disindaki diger KNS’lerin endokarditlerden
nadir olarak soyutlandigr gozlenmektedir [53]. S.epidermidis’in sorumlu oldugu
infeksiyonlarda komplikasyonlarin siklikla gozlendigi belirtilmektedir. Yine bu
infeksiyonlardan izole edilen KNS’lerin metisilin direncinin % 87’lere ¢iktig1 belirtilmistir
[54, 55]. Cogu calismada elde edilen KNS izolatlarinin ¢oklu direncli olmasi nedeniyle,
bunlarin hastane kaynakl bakteriler oldugu kanisim1 dogurmaktadir. Giiniimiizde kullanilan
molekiiler epidemiyolojik tiplendirme yontemleri ile bu bakterilerin hastane kaynakli

olduklar1 gosterilebilmistir.

Prostetik kapak endokarditi i¢in yapilan geleneksel siniflamada; ilk iki ay icerisinde

olusan endokardit cerrahi ile ilgili olarak atfedilip “erken donem endokarditi” olarak
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nitelendirilmektedir. ik iki aydan sonra meydana gelen endokarditi “gec donem
endokarditi” olarak adlandirilmaktadir ve cerrahi ile ilgili olmayan grup oldugu
belirtilmektedir [56]. Ancak bu smiflama S.epidermidis ile olusan infeksiyonlara
uymamaktadir. Ciinkii S.epidermidis’e bagl gelisen prostetik kapak endokarditlerinin
cogunlugunun bir yil igerisinde siklikla da ilk iki aydan sonra gelistigi goriilmektedir. Bu
durumu destekleyecek bircok bulgu vardir. Ozellikle S.epidermidis’e bagli gelisen
prostetik kapak endokarditinde cerrahi bolgeden (cerrahi ignenin gectigi yerlere yakin
yerlerde) kaynaklanan infeksiyonlar gozlenmektedir. Bu bdlgeye cerrahi sonrasinda
bakterilerin bakteriyemi ile ulagsmas1 ¢ok zor goriinmekte ve bu da bakteriyel inokulumun

ameliyat sirasinda yapildigim isaret etmektedir.

S.epidermidis ile olusan prostetik kapak endokarditinin tedavisi ¢ogu zaman hem
medikal hem de cerrahidir. Metisilin direngli stafilokok (MRS) infeksiyonlarinin
tedavisinde ¢ogu zaman tek secenek vankomisindir. Bunun yanina gentamisin, rifampisin
ya da her ikisinin birden eklenmesi tedavi basarisim arttirmaktadir [55]. Ozellikle kapak
disfonksiyonu olan ve doku invazyonu gelisen olgularda cerrahinin kritik onemi vardir [54,

55].
2.4.3. Serebrospinal S1ivi Sant1 Infeksiyonlar:

S.epidermidis; serebrospinal siv1 sant infeksiyonlarina en sik neden olan bakteridir.
Schoenbaum ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada; on yillik siire boyunca hidrosefali
tanist alan ve sant uygulanan 289 hastanin % 27’sinde sant infeksiyonu gelismis ve bu
infeksiyonlarin yarisindan fazlasinda etkenin S.epidermidis oldugu gosterilmistir [S7].
Daha yakin tarihli bir caligmada ise; pediatrik yas grubundaki ventrikiilo-peritoneal sant
uygulanan 820 hastanin % 11’inde sant infeksiyonu gelismis ve bu infeksiyonlarin %
53’tinden KNS’ler izole edilmistir. Elde edilen KNS’ler icerisinde en sik S.epidermidis
saptanirken, S.aureus’un da tiim sant infeksiyonlarinin % 26’sin1 olusturdugu belirtilmistir.
Infeksiyonlarin ¢ogunlukla implantasyonun ilk iki haftahk doneminde olustugu dikkati
cekmektedir. Yine bu c¢alismada; intraoperatif noroendoskop kullaniminin infeksiyon
riskini arttirdig1 gosterilmistir [S8]. Bircok olguda siklikla beklenen menenjit bulgularinin
olmadigi bunun yerine; sant disfonksiyonu, diisiik derecede ates yiiksekligi, yara yeri
infeksiyonu bulgular1 oldugu goézlenmektedir. Serebrospinal sivida pleositoz neredeyse

daima bulunmakta ancak dikkat cekici sayida olamamaktadir. Sant infeksiyonlarinda
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serebrospinal sivi glukozu bir miktar diisiik bulunabilir. Lumbal serebrospinal sivi,
ventrikiiler serebrospinal sividan daha fazla normal gériinebilir ve kiiltiir negatif olabilir.
Bu nedenle optimal tam igin her iki serebrospinal sividan da Kkiiltiir yapilmalidir.
Infeksiyon siklikla hastane kaynakli oldugundan hastadan izole edilen S.epidermidis’in
metisiline direngli olabilecegi goz Oniinde tutulmalidir. Antibiyotik tedavisi mutlaka
kombinasyon seklinde olmali, sistemik ve intraventrikiiler antibiyotik uygulamalarin
icermelidir. Vankomisin, gentamisin ve rifampisin secilebilecek antibiyotikler arasindadir.
Serebrospinal siviya gecisleri diisiik olan vankomisin ve gentamisin intraventrikiiler olarak
verilebilir. Rifampisin ise sistemik uygulanimdan sonra yeterli serebrospinal sivi
konsantrasyonuna erisebilmektedir. Metisilin duyarli S.epidermidis (MSSE) ile infekte
santlarin mutlaka sistemik olarak verilen, penisilinaza direngli penisilin grubu
antibiyotiklerle tedavisi on planda diisiiniilmelidir. Santin c¢ikarilmasi diger bir tedavi
yontemi olsa da bazi sant infeksiyonlari, santin ¢ikarilmasina gerek kalmadan tedavi
edilebilmektedir. Bircok c¢alisma santli hastalarda antibiyotik profilaksisinin sant
infeksiyonunu onlemede faydasinin olmadigini gosterse de, bu konuda yayinlanmis meta-

analizlerde profilaksinin faydali olabilecegi bildirilmistir [59].

2.4.4. Peritoneal Diyaliz Kateteri iliskili Peritonit

Son yillarda “devamli ayaktan peritoneal diyaliz” (CAPD); kronik bdobrek
yetmezligi hastalarinin izleminde hemodiyalizden daha fazla taraf bulmaktadir. Buna
karsin bu hastalarin % 40’inda uygulamanin ilk yilinda peritonit gelismektedir [60]. Bu
hastalarda peritonitin toplam insidansinin hasta bagina yillik 0,5 — 6,3 atak arasinda oldugu
bilinmektedir. Tam1 koyma kriterleri konusunda tam anlamiyla bir uzlasi olmamakla
beraber, karin agrisinin yani sira bulanik diyalizat sivis1 ve bu sivida polimorfoniikleer
Iokosit hakimiyeti olan milimetrekiipte 100 16kosit ve {istiiniin goriilmesi taniy1
desteklemektedir. Bu sivinin Gram ile boyanmasinda siklikla mikroorganizma gozlenmez.
Peritonit gelisen hastalardan % 17 — 50 arasinda soyutlanan bakteri S.epidermidis’dir [61].
Ancak az miktardaki diyaliz sivisimin rutin kiiltiir yontemleri ile ekilmesi coklukla
kiiltiirlerde tiremenin gozlenmemesi ile sonuclanmaktadir. Bu nedenle daha duyarh
tekniklere ihtiya¢ vardir. Bu teknikler; daha fazla miktarda peritoneal sivinin Kkiiltiire

almmasi1 (>100ml), filtrasyon ya da sivi besiyerinin alt kiiltiirlere alinmasi seklinde
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siniflandirilabilir. Ancak bu tiir yontemler az miktardaki S.epidermidis’in de iiremesine

neden olacagindan kontaminasyon — infeksiyon ayirimi yapilmasi zorlagacaktir.

CAPD hastalarinda S.epidermidis’e baglh gelisen peritonit ataklar1 genellikle kateter
cikarilmasina gerek kalmadan tedavi edilebilmektedir. Ancak tekrarlayan ataklar ve
direncli bakteri durumlarinda kateterin cikarilmasi esastir. CAPD hastalarinda gelisen
peritonitte infeksiyon etkenlerinin antibiyotik duyarlhiliklarini arastiran bir calismada;
S.epidermidis’lerde metisilin direncinin 10 yillik izlemde % 18’lerden % 40’lara ciktig
gozlenmistir [62]. CAPD kateterlerinin genellikle hasta normal florasindan kaynaklanan
mikroorganizmalarca infekte oldugu goz Oniinde bulundurulacak olursa bu gruptaki
hastalarin deri floralarindaki MR-KNS’lerin giin gectikce yayginlastigi sonucu ortaya
cikmaktadir.

CAPD hastalar1 disinda, evde saglik hizmeti alan hasta grubunda da direncli
mikroorganizmalarm sikliginin arttigi bildirilmektedir. Nazal MR-KNS tasiyiciligini
arastiran bir c¢aligmada; evde hemsirelik hizmeti alan hastalarin nazal siiriintii
orneklerinden elde edilen KNS’lerin % 40’inda metisilin direnci saptanirken hastalara

bakan personelde ise nazal MR-KNS tasiyiciliginin % 60’lara ulastigi gdzlenmistir [63].

2.4.5. idrar Yolu infeksiyonlar:

S.sapropyhticus; gen¢ kadinlardaki idrar yolu infeksiyonlarindan nadir olarak
soyutlanan bir KNS’dir. Bunun disinda daha nadir olarak S.epidermidis’in de idrar yolu
infeksiyonlarindan soyutlandigi goriilmiistiir [51]. Bu iki KNS rutin mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda antibiyogramlarma 5 pg’lik novobiyosin diski konularak ayrilir.
S.saprophyticus novobiyosine direnclidir. S.epidermidis ve diger KNS tiirleri ise
novobiyosine duyarlidir. Coklu antibiyotik direncli KNS tiirlerinin ¢ok biiyiik kismi bile
novobiyosine duyarli bulunmustur. Bu nedenle idrar Orneklerinden izole edilen
novobiyosine direngli KNS izolatlar1 genellikle ek bir ayrim yapilmadan S.saprophyticus
olarak rapor edilir [8]. S.saprophyticus kimi zaman {ist iiriner sistem infeksiyonu dahi
yapan gercek bir iiro-patojendir. Idrar orneklerinden S.saprophyticus izole edilmis
kadmnlarin % 90’indan fazlasinda iiriner sisteme ait semptomlar goriilmekte ve bu
kadinlarin % 70 — 85’inde piyiiri saptanabilmektedir. Poliklinige bagvuran idrar yolu

infeksiyonu yakinmalar olan geng¢ kadinlarda, idrar yolu infeksiyonlarindan izole edilmis
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KNS izolatlarinin % 95’1 S.saprophyticus’tur. S.saprophyticus ile olusmus bir infeksiyonu;
hastalarin yakinmalari, fizik baki bulgulart ile enterik bakterilerle olusmus olan
infeksiyondan ayirmak olanaksizdir. S.saprophyticus siklikla cinsel olarak aktif geng
kadinlarin idrar yollarindan izole edilmektedir [S1]. 2001 yilinda farkh iilkeler ve 252
merkezden toplanmis verilerle yapilmis bir ¢alismada; komplike olmayan 4734 toplum
kokenli tiriner sistem infeksiyonunun yalnizca % 4.6’sindan S.saprophyticus’un sorumlu
oldugu gosterilmistir. Yine ayni calismada; elde edilmis olan 116 S.saprophyticus
izolatiminin antibiyotik duyarliliklart calisilmis ve ampisilin direnci % 1.7, gentamisin
direnci % 4.3 olarak saptanmistir. Trimetoprim-sulfametoksazol, siprofloksasin ve
nitrofurantoin direncine ise hi¢ rastlanilmamistir [64]. Enterik bakterilerin aksine
S.saprophyticus ile olusmus idrar yolu infeksiyonlar ilgin¢g olarak mevsimsel 6zellik
gosterir. Yaz sonu ve sonbahar bagi gibi sikligi artar. Bunun disinda diger enterik
bakterilere gore kiiltiir ortamlarinda koloni sayisi az oldugundan (<10° CFU/ml) ya da
iretilemediginden akut iiretral sendromun (disiiri-piyuri sendromu, abakterik pyiiri) bir
etkeni olarak gosterilmektedir.  S.saprophyticus’un etken oldugu idrar yolu

infeksiyonlarinda relaps, hastalarin % 10’unda goriilebilir [51].

S.saprophyticus dist KNS’lerin idrar yolu infeksiyonlarindan soyutlanmalar1 ¢ok
daha nadir bir durumdur. S.saprophyticus dist KNS’lerin olusturdugu idrar yolu
infeksiyonlarindan % 80 — 90 oraninda S.epidermidis soyutlanmaktadir. S.epidermidis daha
cok hastanede yatan ve idrar kateteri bulunan hasta grubunda etken olarak karsimiza cikar.
Hastalarin cogu yeni lriner sistem operasyonu olan, renal transplantasyon sonrasi,
norolojik mesanesi olan, nefrolitiyazis, ya da obstriiktif liropatisi olan komplike hastalardir

[51].
2.4.6. Protez Eklem Infeksiyonu ve Osteomiyelit

KNS’lerin S.aureus kadar sik osteomiyelit etkeni oldugu sdylenemez. Ancak giin
gectikce osteomiyelit etkeni olarak one ¢iktigi baslica iki durum vardir. Bunlar; eklem
protezi takilmasi sonrasi gelisen protez infeksiyonu ve osteomiyelitler ile agik kalp
cerrahisi olmus hastalarda gelisen sternal osteomiyelitlerdir. Protez infeksiyonlar
cerrahiden sonra genellikle % 0.5 — 2 arasinda goriilen bir durumdur. Protezin tipinden
bagimsiz olarak bu infeksiyonlarm % 45 — 55’inden S.epidermidis’in basin1 ¢ektigi

KNS’ler soyutlanmaktadir. Yabanci cisim s6z konusu oldugundan basarili bir medikal
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tedavinin zor oldugu bu olgularda derin cerrahi debridman ya da protezin ¢ikarilmasi s6z

konusu olmaktadir [65].

Sternal osteomiyelit; kardiyotorasik cerrahi sonrasi gelisen nadir bir komplikasyon
olup, olgularin % 1 — 4.5’inde gdzlenir. S.epidermidis’in bu olgularin % 16 — 57 sinden
sorumlu oldugu belirtilmektedir. Sternum bdlgesinde deri alti dokularin ince olmasindan
dolay1 cok kiiciik bir lezyonun bile derin infeksiyon ve osteomiyelit ile sonuglanma
olasiligi yiiksektir. Bu nedenle dikkatli olunmalidir. Yara yeri akintisi, eritem ve
kostokondral eklem hassasiyeti infeksiyon gelistiginde gozlenebilen bulgulardir. Tani1 icin
aksiyel tomografi yardimci radyolojik tetkiktir. Alinabiliyorsa aspirasyon kiiltiirii alinmasi
onerilmektedir. Hastane kaynakli patojenlerin diren¢ durumuna gore ampirik tedavinin

onemi biyiiktiir [51].

2.5. KNS infeksiyonlarinda Kullanilan Antibiyotikler ve Tedavi

Stafilokoklarca olusmus bir infeksiyonun tedavi secenekleri dncelikle bu bakterinin
metisilin direnci olup olmamasi iizerine kurgulanmaktadir. Ciinkii metisilin direnci; o
bakterinin diger tiim beta-laktam halkas1 iceren antibiyotiklere, hatta penisilinaza direngli
penisilinlere kars1 bile direncli oldugunun gostergesidir. Bu nedenle MR-KNS’lerce
olugsmus infeksiyon ile metisiline duyarli KNS’lerce (MS-KNS) olugmus infeksiyonlarin

tedavisi ayr1 ayr1 ele alinmustir.

2.5.1. MS-KNS ile Olusan Infeksiyonlarda Tedavi

MS-KNS ile olusmus infeksiyonlarin baslica tedavisi beta-laktam antibiyotik
grubundan bir antibiyotik ile yapilmalidir. Ancak stafilokoklarda penisilinaz tiretimi sik
oldugundan penisilinazlara nispeten daha direncli olan birinci kusak sefalosporinler, beta-
laktam/beta-laktamaz inhibitér kombinasyonlari, klindamisin ve sik kullamilmasa da
eritromisin ve ko-trimoksazol secilebilecek tercihlerdir [66]. 1960’larda birinci kusak
sefalosporinlerin bulunmasi, penisilinaza daha direncli sentetik antibiyotik grubu olan
nafsilin, oksasilin ve metisilinin gelistirilmesine Onciilik etmistir. Penisilinaza direngli
penisilinler olarak bilinen bu grup antibiyotigin o©zelligi; biiyiikk 6 agil grubu

bulundurduklarindan  penisilinazin bu beta-laktam halkasina olan afinitesinin
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engellenmesidir. Stafilokoklar beta-laktamazlarini hiicre disi1 ortama sekrete ettiklerinden
daha potent beta-laktamaz salgilayan bir popiilasyonun secilmesi imkansiz hale
gelmektedir. Oysa Gram negatif bakterilerde; beta-laktamazlar hiicre duvart katlarinda
bulundugundan daha potent beta-laktamaz iireten bakteriler, beta-laktam antibiyotikler
karsisinda dogal secime ugrayarak cogalmaktadir. Toplum kaynakli KNS’lerde metisilin
direnci % 20’lerde iken hastane kokenli infeksiyonlarda KNS direnci % 80’lerin iizerine
cikmis durumdadir. Hastane kaynakli KNS infeksiyonlarda giin gectikce metisilin
direncinin yayginlasmasi nedeniyle KNS’lerin etken olabilecegi diisiiniilen infeksiyonlarda

ampirik tedavide beta-laktam antibiyotiklerin kullanilmasi riskli bir durumdur [67].

2.5.2. Stafilokoklarda Penisilin Direnci

Livermoore’un yazdig1 bir derlemede belirttigine gore; 1940 yilinda, ingiltere’nin
Oxford kentinde bir polis memuru, dudak kenarindan baslayan ve yiiziine dogru yayilan
seliilit tablosuyla hastaneye basvurdu. Lezyondan alinan 6rneklerde S.aureus ile birlikte
Streptococcus pyogenes izole edildi. Izole edilen stafilokokun siilfonamide direncli olmasi
nedeniyle ilk defa penisilin deneysel olarak bir hastada kullanilmasi karar1 alindi. Hastanin
lezyonunda dramatik diizelme saglanirken tedavi sirasinda yeterli miktarda penisilin
iretilemediginden hasta kaybedildi. Bu tecriibe penisilinin potansiyel etkinliginin ispati
oldu ve penisilin iiretimi hizlandirilarak 1944’te ilk kez piyasaya siiriildii. Yine aym yil,
Kirby ve arkadaslari, stafilokoklarin, “penisilinaz” olarak adlandirilan, penisilini
parcalayan bir enzim iiretebildigini bildirdiler. Penisilinin iiretildigi ilk yillarda penisilinaz
tireten stafilokoklar % 6 — 8 oraninda goriiliirken, giiniimiizde S.aureus suslarmda % 80 —
90’lara ulagsmistir. KNS’lerde de penisilinaz iiretiminin buna paralellik gosterdigi

bilinmektedir [67].

Penisilinazlar, penisilin ile beraber bazi beta-laktam antibiyotikleri de pargaladiklar
icin genel olarak beta-laktamaz olarak adlandirilirlar. Aktarilabilir bir gen olan beta-
laktamaz geni; genelde diger antibiyotik direnc genleri ile birlikte bir plazmid {izerinde
taginir. Stafilokoklarda tanimlanan beta-laktamaz; blaZ geni tarafindan kodlanir. Bu gen
bolgesinin ekspresyonu blaR1, blaR2 (regulator) ve blal (inhibitor) gibi diizenleyici
genler ile saglanir. Gram negatif bakterilerde oldugu gibi stafilokoklarda da beta-laktamaz

{iretiminin indiiklenebilirlik 6zelligi vardir. Inhibisyondan sorumlu blal geni ortamda beta-
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laktam antibiyotik yoklugunda blaZ ve blaR gen bolgelerinin ¢aligmasini baski altinda
tutarak diisiik seviyede beta-laktamaz {iretimine sebep olur. Ortamda beta-laktam
antibiyotik varliginda ise blaR1 tarafindan blaZ geni uyarilarak artmis miktarda beta-

laktamaz iiretimi saglanir [67].

2.5.3. Stafilokoklarda Metisilin Direnci

Metisilin direnci de penisilin direnci gibi hizla artarak yayilmistir. Ilk metisilin
direncli S.aureus (MRSA) izolati, metisilinin piyasaya siiriilmesinden sadece birkac ay

sonra bildirilmistir NCTC 10422; Jevons susu — 1961) [67].

Antibiyotik direnci olmayan bir stafilokokta; baglica dort tane PBP oldugu
bilinmektedir. Bu proteinler; PBP1, PBP2, PBP3 ve PBP4 olarak adlandirilirlar. Bunlarin
disinda metisiline direncli suslarda penisilin direncinden sorumlu oldugu gosterilmis olan
ve beta-laktamlara diisiik afinite gosteren, 76 kDa agirliginda, PBP 2’ ya da PBP 2a olarak
adlandirilan farkli bir PBP bulunmaktadir [68]. Beta-laktam antibiyotikler ile diger PBP’ler
inhibe olurken PBP2a etkilenmez ve bakterinin yasamim siirdiirmesini saglar. Bakterinin
PBP2a iiretmesi; DNA’sinda bulunan 32 — 60 kb biiyiikliigiindeki bir gen olan mecA
sayesinde miimkiin olmaktadir. Bu genin hemen komsulugunda stafilokokal kaset
kromozomu (staphylococcal cassette chromosome — SCC) bulunmaktadir. SCC; stafilokok
tirleri arasinda genetik madde alisverisine aracilik eden yeni bir hareketli genetik
elemandir. SCC elemanlari, degisik KNS tiirlerinde ve metisiline duyarh S.aureus (MSSA)
izolatlarinda da bulunmaktadir. S.aureus’da metisilin direncinden sorumlu olan mecA geni
de SCCmec ad1 verilen ve SCC ailesinin metisilin direnci acisindan 6zellesmis bir iiyesinde
bulunmaktadir. SCCmec; bakteriyofajlar, transpozonlar, konjugatif transpozonlar veya
integre olabilen plazmidler gibi bilinen diger hareketli genetik elemanlardan farklidir.
SCC; ashinda stafilokok tiirleri arasinda genetik degisim igin aracilik eden genomik
‘adalar’dir. SCCmec ise SCC’lerin metisilin direnci tagiyan 6zel bir tipidir. SCCmec’in
KNS tiirlerinde S.aureus’a gore daha yliksek oranda saptandig: bilinmektedir. Bu nedenle
KNS’lerin SCCmec icin rezervuar olabilecegi diisiiniilmektedir. S.aureus’taki mecA geni
ile S.sciuri’nin mecA geni % 88 oraninda homoloji gostermektedir. Bu bulgular SCCmec

adasinin KNS’lerden S.aureus’a aktarilabilmis olacaginm diistindiirmektedir [69].
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SCC; yap1 olarak patojenite adasina benzemekle birlikte, hi¢ virulans geni
icermemektedir. Bu eleman, 50 acik okuma pargasi “open reading frame” (ORF) igerir.
SCCmec, 21 — 67 kb biiyiikliigiinde bir DNA dizisi olup, kromozomda replikasyon
baslangicinin (oriC) yakinindaki orfX’in 3’ ucunda attBscc bolgesinde yer almaktadir.
SCCmec, mec gen kompleksi (mecA ve diizenleyici genler) ve ccr kompleksinden
olugsmustur. ccr, SCCmec’in hareketinden sorumlu bolgeye oOzgiil bir rekombinazi
kodlamaktadir. ccr gen kompleksinde ccrA, ccrB ve yeni tanimlanan ccrC olmak iizere ii¢
farkli rekombinaz bulunmaktadir. Rekombinazlarin ayrica dorder allotipleri bulunmaktadir.
Bunlar ccrA icin; ccrAl, ccrA2, ccrA3, ccrA4 ve ccrB igin; ccrB1, ccrB2, ccrB3,
ccrB4’tiir. SCCmec, ccr gen kompleksi disinda mecA, mecl ve mecR1’den olusan mec gen

kompleksini igerir [69].

Gliniimiize kadar simf A — E olmak {iizere toplam bes mec gen kompleksi
tamimlanmistir. SCCmec elemanimin diger kisimlarinda ise, SCCmec tipleri arasinda
farklilik bulunan ve J bolgesi (“junkyard”) olarak adlandirilan gesitli diziler bulunur. J
dizileri arasinda “insertion sequence” denilen IS elemanlari, farkli antibiyotiklere direncten
sorumlu transpozonlar, beta-laktamaz geni yer almaktadir. SCCmec elemanina entegre olan
transpozonlarda makrolidler ve tetrasiklinler gibi antibiyotiklerle, kadmiyum ve civa gibi
agir metallere diren¢ genleri bulunur. SCCmec, ccr gen kompleksi allotiplerine ve mec gen
siifimin ~ farkli  kombinasyonlarina gore adlandirilmaktadir. 1999°da ilk SCCmec

elemaninin bildirilmesinden bu yana beg farkli tip SCCmec tanimlanmistir (Sekil 2) [69].
Tip I: SCCmec, simif B mec gen kompleksi ve tip 1 ccr gen kompleksi,
Tip II: SCCmec, stmifA mec gen kompleksi ve tip 2 ccr,
Tip III: sinif A mec gen kompleksi ve tip 3 ccr,
Tip IV: simif B mec gen kompleksi ve tip 2 ccr,
Tip V: ise sinif C mec gen kompleksi ile ccrC igermektedir.

SCCmec tiplerinden, Tip I, II ve III genellikle hastane kokenli, tip IV ve tip V ise
toplum kokenli MRSA izolatlarinda bulunmaktadir.

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesinde MRSA suslarinin SCCmec tiplerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan bir calisma sonuglarina gore, D.E.U. Hastanesi izolatlarinda

egemen olan klonal tipin SCCmec tip III varyant1 oldugu bulunmustur [70].
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Sekil 2

29



SCCmec icerisinde bulunan mecA gen kompleksi ayrica bes yapisal sinifa (sinif A,

B, C, D, E) ayrilmaktadir (Sekil 3). Bu yapisal siniflarin en yaygin goriileni sinif A mecA

kompleksi olup icerisinde mecA disinda kontrol genleri mecR ve mecl genleri ve 1S431 yer

almaktadir. Bu IS431 sayesinde SCCmec 1S431 iligkili plazmid veya transpozonlarin

rekombinasyonla entegre olabilecegi bir diren¢ adas1 olusturmaktadir [69].

Smif A: IS431- mecA- mecR1- mecl

Simif B: 1S431- mecA- AmecR1- IS1272 (mecR1’in penisilin baglayan alaninin 1IS1272 ile yer

degistirmesi)

Siif C, ve C,: 1S431- mecA- AmecR1- 1S431 (C,; C;’e gore mecRliizerinden daha biiyiik bir

penisilin baglayici alan delesyonu icermektedir)

Siif D: 1S431- mecA- AmecR1 (mecR1’in penisilin baglayan alan delesyonu)
Siif E: 1S431- mecA- AmecR1 (mecR1’in 976 bp’lik membran-aralayici alaninin delesyonu)

A

A

A.3

A4

mecl

[T} {re

<+—— AmecR1 —»

A
A

181182

(e 16 [ BR[|

Pe——

1S431 15431

Sekil 3: Stafilokoklardaki mec geni siiflar1 [69]

30



Stafilokoklarda metisilin direncine yol agan diger mekanizmalar; PBP4’tin asir
yapimi, PBP2 ve PBP4’te meydana gelen nokta mutasyonlarn ile asirt beta-laktamaz

iiretimidir [68].

Stafilokoklarda metisilin direnci fenotipik olarak iki farkli bicimde karsimiza

cikabilmektedir:

Homojen direnc; kiiltiir ortamindaki tiim bakterilerin diren¢ genini eksprese ettigi

durumda goriilen direngtir.

Heterojen direnc; mecA geni tasiyip metisiline direngli oldugu halde fenotipik
olarak metisiline duyarl gibi goriilen alt popiilasyonun bulundugu durumdur. Heterojen

direng 10*-10® bakteriden birinde direncin olmasi durumudur. Uc ayr smifi vardar:

Simif 1 heterojen direng; 10°-10® bakteriden birinde direng bulunur.

Simif 2 heterojen direng; 10*- 10° bakteriden birinde direng vardir.

Simif 3 heterojen direng; 10- 10” bakteriden birinde direng bulunur.

Stafilokoklarda metisilinin heterojen direnci, homojen direncten daha sik olarak
goriilmektedir. Saptanmasi ise daha gii¢ olmaktadir. Bunun nedeninin; mecA disindaki

diizenleyici genetik elemanlarin mutasyonu olabilecegi diisiiniilmektedir.

Heterojen suslardaki bakterilerin biiyiikk ¢ogunlugu diisiikk diizey beta-laktam
konsantrasyonlarina duyarlidir. Beta-laktam antibiyotik varliginda yiiksek direngli klonlar
secilir. Bu klonlar 50 — 100 pg/ml metisilin konsantrasyonlarinda iireyebilen yiiksek

direncli hiicrelerin homojen popiilasyonundan meydana gelir [71].

Rutin iiretim kosullarinda heterojen suslarin ortaya konulmasi i¢in besiyerine
otolizinleri inhibe eden NaCl eklenebilir [72]. Ayrica heterojen direng ekspresyonu 30 —
35 °C’de daha fazladir. Ozmolarite, sicaklik, besiyeri igerigi gibi dig faktorler metisilin

direncinin diizeyini etkilemektedir.

Sonugta hem genotipik 6zellikler hem de cevre sartlar1 ile cok degisken olarak
karsimiza ¢ikan heterojen diren¢ nedeniyle; direngli bakterinin fenotipik olarak duyarh

bulunmasi tedavi basarisizliklariyla sonuglanmaktadir [71].

31



2.5.3.1. Metisilin Direncinin Diizenlenmesi

Metisilin direnci mecA geni ile kazanilirken, bu gen bolgesinin diizenlenmesi
mecR1 ve mecl gen bolgeleri ile saglanir. Bu diizenleme sistemi, beta-laktamaz gen
ekspresyonu diizenleyici genleri olan blaR1 ve blal ile sekans homolojisi gosterir. Ancak
beta-laktamaz iiretiminden farkli olarak; indiiklenebilirligi yok sayilacak kadar azdir.
PBP2a’nin bu kadar siki bir bicimde diizenlenmesinin sebebi asir1 PBP2a iiretiminin

bakteri icin oldiiriicii olmasidir [73].

S.aureus’ta metisilin direncinin diizenlenmesinde ayrica fem (factors esential for
resistance to methicillin) gen serisinin de rolii biiyiiktiir. Ancak bu diizenleyici gen

bolgelerinin KNS’lerde bulunmadigi bilinmektedir [74].

2.5.3.2.Metisilin Direncinin Belirlenmesinde Kullanilan Laboratuvar Yontemleri
2.5.3.2.1 Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda stafilokoklarda metisilin direnci; disk
difiizyon ve antibiyotik diliisyon yontemleri kullanilarak belirlenebilir. Bu yontemler,
kolay yapilabilen ve ucuz yontemler olmast nedeniyle siklikla kullanilir. Ancak
stafilokoklardaki metisilin direncinin heterojen niteligi nedeniyle saptanmasi zaman zaman
yanligliklara neden olmaktadir [75]. Geg¢miste beta-laktamazlara dayanikli penisilinlere
diren¢ saptanmasi icin disk difiizyon yonteminde sikilikla metisilin kullanilmaktaydi. Oysa
giiniimiizde metisilin yerini oksasilin diskine (1 pg) birakmistir. Metisilin yerine oksasilin
diskinin tercih nedeni, saklama sirasindaki kosullara daha dayanikli olmasi ve heterojen
direncli stafilokok suslarini belirleme olasiliginin daha fazla olmasidir. Bu nedenle
giiniimiizde metisilin direncinin belirlenmesinde oksasilin kullanilsa da, tarihi degeri ve
aliskanliklar sonucunda oksasilin direngli/duyarli izolatlar i¢in metisilin direng¢li/duyarl
tamimlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica CLSI; 2004 yilindan bu yana Onerilerinde
sefoksitin (30 pg) disk difiizyon yonteminin, mecA geni ile baglantili stafilokokal metisilin

direncini saptamak icin kullanilabilecegini belirtmektedir [76].

S.aureus’larda metisilin direncinin belirlenmesinde hizli olarak oksasilin agar tarama

testi kullanilabilir. Oksasilin agar tarama testi ile MRSA izolatlarinin % 98 — 100
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oranlarinda saptandig1 belirtilmektedir [77]. Ancak KNS’lerde metisilin direncini

gostermek icin kullanilan hizl bir tarama testi henitiz bulunmamaktadir [76].

Bunlarin disinda MIK belirlenmesi icin yapilan mikrodiliisyon ve agar diliisyon
yontemleriyle de bakterilerin antimikrobiyallere kars1 olan duyarliligi saptanabilmektedir.
Rutin laboratuvarlarda uygulanmasi emek yogun olan bu yontemlere, disk difiizyon
sonuc¢larinin siipheli oldugu ya da laboratuvar olarak duyarli goriinen antibiyotik ile

tedaviye klinik yanitin olmadigi durumlarda bagvurulmaktadir.

KNS’lerde metisilin direnci saptanmasina yonelik CLSI’nin Onerdigi standart

uygulamalar Tablo 8’de yer almaktadir.

Tablo 8: CLSI’ye gore KNS’lerde metisilin direnci saptama yontemleri [76]

TESTIN YAPILISI DEGERLENDIRME
YONTEM _
. e ; o Inkiibasyon NaCl I
Besiyeri  Antibiyotik Inokulum miktarn sicaklits ve siiresi iceni KNS’ler i¢in
1 pgoksasilin -~ 0.5 McFarland/direkt 35°C < 17mm (Direngli)
MHA Mg oksasily - vierar raur Normal atmosfer, Yok Z wreng
diski koloni siispansiyonu 24 saat > 18mm (Duyarl1)
Disk Difiizyon
30 ug - . 35°C . .
MHA sefoksitin goslxlcfssﬂ‘;(:/ldgsﬁt Normal atmosfer, Yok § 224;;[;(;]))1;6[5}3
diski pansty 24 saat = ¥
Katyon .- . s . . 35°C . .
Mikrodiliisyon  eklenmis gl;§35111r11 sert 15(x11 0 _k?lonl/rr}l direkt Normal atmosfer, % 2 i 8;5“ gh;ﬂ fD]l)rengli))
MHBY iliisyonlart oloni stispansiyonu 24 saat <0.25 pg/ml (Duyarl
Oksasilin seri 10*koloni/ml direkt 35°C > 0.5 pg/ml (Direngli)
Agar Diliisyon  MHA R e . Normal atmosfer, % 2 =Y Hg ¢
diliisyonlart koloni siispansiyonu 24 saat <0.25 pg/ml (Duyarlr)
Tuz agar 350C
tarama MHA 6u g/{xl.l 0.5 M.chlrland/.duekt Normal atmosfer, % 4 KNS ler i¢in .
(sadece oksasilin koloni siispansiyonu onerilmemektedir

S.aureus icin)

24 saat

MHA: Mueller Hinton Agar, MHBY: Mueller Hinton Besiyeri (s1v1)

2.5.3.2.2 Agliitinasyon Testleri

Son yillarda PBP 2a’min varligim saptayarak MRSA’larin belirlendigi lateks
agliitinasyon Kkitleri gelistirilmistir [78, 79]. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile mecA
varligimin tespiti ile karsilastirildiginda bu testlerin  MRSA

saptamasi agisindan

duyarliliginin % 98.5 ve seciciligin % 100 oldugu bildirilmektedir [80].

33



2.5.3.2.3 Molekiiler Yontemler

MRSA izolatlarim saptamada molekiiler yontemler en duyarli yontemlerdir. Bunlar
icinde DNA hibridizasyonu ve PCR yer almaktadir. Her iki yontemin mecA’y1 saptama
duyarlilign ve segiciligi % 100’diir. Uygulama kolaylig1 a¢isindan PCR giiniimiizde tercih

edilen ve altin standart olarak kabul edilen yontemdir [67, 73].

2.5.3.2.4 MR-KNS infeksiyonunda Kullanmlabilecek Antibiyotikler

Stafilokoklarda metisilin direnci s6z konusu oldugunda yaygin klinik yaklasim bir
glikopeptid antibiyotik se¢imi olmaktadir. Oysa glikopeptid antibiyotikler disinda
secilebilecek antibiyotikler mevcuttur. Glikopeptid antibiyotikler, ¢oklu antibiyotik direncli
stafilokokal infeksiyonlarda tek secenek gibi goziikse de ideal bir antimikrobiyal ajan
olmaktan uzaktir. Bunun bir¢ok nedeni yapilan farmako-kinetik ¢aligmalarda
gosterilmistir. Bunlardan ilki; yapica biiylik molekiiller olan glikopeptidler stafilokoklara
yavag bakterisidal etki ederler. Bunun disinda serebrospinal siviya gecisleri, santral sinir
sistemi infeksiyonu durumunda bile yeterli degildir. Bu nedenle menenjitli olgularda
yiikksek dozlar verilmek zorundadir. Bunun yaninda glikopeptidler potansiyel nefrotoksik
ajanlardir ve ozellikle vankomisinin hizli infiizyonu semptomatik histamin salinimina
neden olur (“kirmizi adam sendromu”). Bunca olumsuz yanlarina karsin glikopeptidler
coklu direngli stafilokokal infeksiyonlarda giiniimiize kadar basar ile kullanilagelmistir

[81].

Vankomisin, 1958 yilinda kullanima giren ilk glikopeptid antibiyotiktir. Bunu 1984
yilinda teikoplaninin kullanima girmesi izler. KNS’lerde vankomisin direnci; vankomisin
direncli S.aureus’tan cok once, ilk kez 1983 yilinda bildirilmistir. Ancak bu giine kadar
bildirilen olgu sayis1 10’u gegcmemektedir. KNS’lerdeki vankomisin diren¢ mekanizmasi
bu giine kadar tam olarak aciklanamamistir. Bilindigi gibi S.aureus’larda vankomisin
direnci iki mekanizma ile goriilmektedir. Bunlardan ilki agr gen bdlgesinin seri
mutasyonlar1 sonucu, hiicre duvar onciillerinin asir1 sentezlenip, duvar kalinliin1 arttirmasi
ve vankomisinin de bu Onciillere baglanip tiiketilmesi ile olur Bu mekanizma ile ilk
vankomisine orta duyarliliktaki S.aureus (VISA) suslart 1998’de tanimlanmistir [82].
Diger bir mekanizma ise enterokoklarda vankomisin direncini saglayan vanA geninin

S.aureus’a aktarilmasi ile olusan vankomisin direncidir. Bu diren¢ tipi 2002 yilinda
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bildirilmis olup yiiksek diizey vankomisin direncinden sorumludur [83]. KNS’lerde ise

heniiz vanA ile ilgili bir diren¢ gosterilmemistir.

Tiirkiye’de tezin yazildig: tarih itibariyle heniiz VRSA tanimlanmamistir. Ancak
2005 yilinda Torun ve arkadaslari, Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahpasa
Hastanesinde iki VISA susunun klinik izolatlardan elde edildigini bildirilmislerdir [84].

KNS’lerde glikopeptid direncinin; degismis duvar Onciillerinin iiretilmesi, ayrica
peptidoglikan tabakadaki capraz baglantilarin duyarli suslara gore farkli olmasi ve bu
durumda vankomisinin hedef bolgesine baglanmasinin engellenmesi ile gelistigi One

siiriilmektedir [85].

Stafilokoklarda glikopeptid direnci de heterojenite gostermektedir. Ozellikle
teikoplanine kars1 direngli suslarin  vankomisine karsi duyarli olabilecekleri
bildirilmektedir. Ayrica KNS’ler arasinda glikopeptid direnci tire o0zgii 6zellik
gostermektedir. Glikopeptid direnci gosteren baslica iki tir S.epidermidis ve
S.haemolyticus’tur. Yapilan in vitro prevalans c¢alismalarinda S.epidermidis icin
vankomisin direnci % 0.03 — 0.5 arasinda bulunmakta iken, S.haemolyticus icin ise bu

oran % 5 — 42’lere kadar ulagsmaktadir [85].

Fusidik asit, rifampisin, kloramfenikol ve siprofloksasin gibi antibiyotiklerin
MRSA infeksiyonlarinda potansiyel etkinlikleri bilinmektedir [86, 87]. Ancak metisilin
direnci ¢oklu antimikrobiyal direncinin bir igareti olarak kabul edilmektedir. Bu bir bakima
diren¢ genlerinin suglar arasinda genetik materyaller ile yayildigim ve bu genetik
materyalin birden fazla antibiyotige kars1 diren¢ genleri tasidigi diisiincesini ortaya
koymaktadir. Hastane kokenli infeksiyonlardan siklikla coklu antibiyotik direnci olan

stafilokoklar izole edilmektedir [88].

1997-1999 yillar1 arasinda yapilan c¢ok merkezli antimikrobiyal siirveyans
caligmasinda iclerinde Tiirkiye’nin de bulundugu 13 Avrupa iilkesinden toplanmis 1512
MR-KNS izolatinda yapilan mikrodiliisyon ile diren¢ saptama yontemine gore elde edilen

sonuclar Tablo 9’da 6zetlenmistir [89].
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Tablo 9: MR-KNS suslarinin diger antibiyotiklere kars1 duyarlilik durumu [89].

Antibiyotikler
Gentamisin
Siprofloksasin
Gatifloksasin
Eritromisin
Klindamisin
Kloramfenikol
Rifampisin
Tetrasiklin
Teikoplanin
Vankomisin

KNS suslarinin uygulanan
antibiyotiklere duyarhhk
durumu (%)

100

3%}
~J
O
N
N
=]
N=
[\
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Bu calismada MR-KNS izolatlariin yarisindan fazlasi klindamisine, yaklasik
dortte iticti kloramfenikole ve tetrasikline, beste dordiinden fazlasi da rifampisine duyarlt
bulunmustur. Yeni bir florokinolon olan gatifloksasinde ise duyarlilik neredeyse
glikopeptid antibiyotiklere yakin ve % 92 olarak bulunmustur. Bu bulgular 6zellikle
rifampisin ve gatifloksasinin MR-KNS infeksiyonlarinda kullanilabileceginin bir

gostergesidir [89].

Bunlar disinda tetrasiklinin semi-sentetik tiirevleri olan ve yeni bir antibiyotik
grubu olarak gosterilen oksazolidonlardan linezolid; MRSA infeksiyonlarinda se¢ilebilecek
diger bir antibiyotiktir. Genel olarak bakteriyostatik ajanlar olan oksazolidonlarin KNS

suslar1 i¢in etkileri vankomisin ile benzer bulunmustur [87].

Streptogramin olarak adlandirilan quinupristin/dalfopristin kombinasyonu da MR-S
infeksiyonlarinda segilebilecek bir ajandir. Bu kombinasyon stafilokoklar i¢in bakterisidal
olup vankomisin ile kombinasyon tedavilerinin sinerjistik etki gosterdigi belirtilmektedir

[81].

Yeni bir glikopeptid antibiyotik olan vankomisin analogu oritavancin; MR-S
infeksiyonlar1 icin yeni bir umut olmustur. MiK degerleri vankomisine benzese de,

vankomisine gore daha hizli bakterisidal oldugu bildirilmektedir [87].

Bunlarin disinda yeni kinolonlardan travofloxacin, clinafloxacin ve olamufloxacin
MR-S infeksiyonlarinda kullanilabilmektedir. Hizli bakterisidal olan ve tiim viicut
dokularma iyi dagilan bu grup antibiyotiklerin stafilokokal bakteriyemi, endokardit ve

osteomiyelit gibi infeksiyonlarda kullanilabilecegi bildirilmektedir [87].
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Stafilokoklarda antimikrobiyal diren¢ mekanizmalar ve ilgili olduklar1 genler

Tablo 10’da 6zetlenmistir.

Tablo 10: Stafilokoklarda antibiyotik diren¢ mekanizmalari1 [90]

Antibakteriyel simf

Diren¢ mekanizmasi ve ilgili gen(ler)

B-laktamlar

B-laktamaz;
Diisiik afiniteli PBP 2’, mecA (bir ¢ok metisilin direncli susta);
Diger PBP’lerde degisiklikler

D-alanil-Dalaninin fazla tiretimi (nadir GISA* fenotipinde);

Glikopeptid

D-alanil-D-laktat iceren peptidoglikan onciilleri, vanA (¢ok nadir)
Aminoglikozit Aminoglikozit modifiye edici enzim, aac, aph, ant gen ailesi
Makrolitler, 23S rRNA metilaz, erm(A), erm(C), ve diger erm’ler (MLSg fenotipi);
Linkosamidler, Aktif disart attm pompasi, msr(A);

Sterptogramin B ve

Makrolit fosfotransferaz mph(C);

Ketolidler Linkozamid niikleotidil transferaz Inu(A)
Streptogramin A asetiltransferaz, vat(A),vat(B),vat(C);
Steptogramin
Streptogramin A disar1 atim pompasi, vga(A), vga(B);
kombinasyonlari . . . )
Streptogramin B liyaz vgb(A), vgb(B) (hepsi ¢ok nadir)
Topoizomeraz IV (perC-perE) ve DNA giraz’da (gryA-gryB) mutasyonlar;
Florokinolonlar
Aktif digar1 atim pompast, norA
Oksazolidonler G2576T 23S rDNA mutasyonu (nadir)
Kloramfenikol Kloramfenikol asetiltranferaz, cat
Aktif digar1 atim pompast, tet (K), tat (L)
Tetrasiklin
Ribozomal koruma tet (M), tet (O)
Rifampisin Kromozomal mutasyonlar, rpoB
Trimetoprim Kromozomal mutasyonlar, dfrA, dfrD
Kromozomal mutasyonlar fusA;
Fusidik asit ) ) o
Gegirgenlikte azalma; inaktivasyon; effluks pompasi
Kazanilmis izol6sil tRNA sentaz, mupA (yiiksek diizey direng )
Mupirosin

Kromozomal mutasyonlar, ileS (diisiik diizey direnc)

*GISA: Glikopeptid orta duyarh S.aureus.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Nisan 2005 ile Eyliil 2005 tarihleri arasinda hastanemizde yatan hastalarin kan
kiiltiirlerinden soyutlanan 183 adet KNS izolati ¢alismaya alindi. Aliman bu KNS
izolatlarinin elde edildigi hastalarin kayitlar1 incelendi. Hastanin yatisindan 72 saat sonra
alman kiiltiirlerden elde edilen izolatlar hastane kokenli olarak kabul edildi. Buna gore 183
KNS izolatinin 156’s1 hastane kaynakli oldugu belirlendi. Ayrica ayn1 hastanin birden fazla
ornegi olmasi nedeniyle farkli izolatlarla calismak amaci ile toplam 51 izolat ayni hastadan
elde edildikleri icin ¢alisma dig1 birakildi. Sonug olarak istenilen ol¢iitlere uygun 105 izolat
calismaya uygun kabul edildi. Tiim bakteriler testlerin calisilacag: tarihe kadar -70°C’de

gliserollii beyin-kalp infiizyon siv1 besiyerinde saklandi.

3.1. Koagiilaz Negatif Stafilokoklarin Eldesi ve Tanimlanmasi

Dokuz Eyliil Universite Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda kan
kiiltiirii siseleri, rutin olarak Bactec 9240 otomatize kan kiiltiirii cihazina (Becton-
Dickinson) konulmakta ve cihaz pozitif uyarisin1 verene kadar en fazla 7 giin olacak
sekilde inkiibe edilmektedir. Pozitif kan kiiltiirleri Gram boyama ile degerlendirildikten
sonra % 5’lik koyun kanli agara ekimi yapilmakta ve 35°C’de 24 saat inkiibe edilmektedir.
KNS tanimi; koloni morfolojisi, Gram boyama ozellikleri, pozitif katalaz testi ve negatif
tilp koagiilaz testi ile yapilir. Antibiyotik duyarlik testleri CLSI Onerilerine uyularak disk

difiizyon teknigi ile belirlenmektedir.

Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan yukarida belirtildigi sekilde tanimlanan

KNS’ler alindi. Gram boyalari, katalaz testi, tiip ve lam koagiilaz testleri tekrarlandu.

3.2. Kullamilan Standart Suslar

Yapilan tiim caligma boyunca sonuglar standart suslar ile karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir. MS-KNS’leri karsilastirmak icin; S.epidermidis-ATTC 12228, MR-
KNS’lerdeki metisilin direncini karsilastirmak icin ise; S.aureus-ATTC 43300 (MRSA)
standart suslar1 kullanilmistir. S.aureus-ATTC 43300 susu ayrica koagiilaz testi i¢in pozitif

kontrol sus olarak kullanilmistir.
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3.3. Antibiyotik duyarhlik testleri

Metisiline direncli ve duyarli KNS suslarinin saptanmasi; standart suslar ile

karsilagtirmali olarak agagida belirtilen yontemlerle saglanmistir:
3.4 Disk difiizyon testi: oksasilin diski (1 pg) ile ve sefoksitin diski (30 pg) ile.
3.5. Agar diliisyon ile oksasilin MiK degeri belirlenmesi.

3.6. PCR ile metisilin direncini olusturan mecA geni saptanmasi.

3.4. Disk difiizyon testi

Bakteri kiiltiiriinden alinan koloniler ile serum fizyolojik icerisine 0,5 McFarland
bulanikligina esit olacak sekilde direkt koloni siispansiyonu yapildi. Bu siispansiyon MHA
besiyeri iizerine ekiivyon yardimu ile yayilarak ekildi. Besiyeri kuruduktan sonra plaga
aralarinda en az 2 cm kalacak sekilde 1 pg’lik oksasilin ve 30 pg’lik sefoksitin diski
yerlestirildi. Plaklar 35°C’de 24 saat siire ile inkiibasyondan sonra zon caplar
degerlendirildi (Resim 4-5). Bu degerlendirilmeye gore izolatlarin direnclilik durumlar
CLSTI’nin referans degerlerine gore gruplandirildi. CLSI’nin stafilokoklarda kabul ettigi,
sefoksitin ve oksasilin i¢in zon caplart Tablo 11°de belirtilmistir. Buna gore oksasilin disk
zon ¢ap1 < 17 mm olan izolatlar oksasiline direncli, >18 mm olan izolatlar ise duyarl kabul
edildi. Sefoksitin diski i¢in zon cap1 < 24 mm olan izolatlar sefoksitine direnc¢li, > 25 mm

olanlar ise duyarl kabul edildi [76].

Tablo 11: KNS’lerde disk difiizyon yontemleri ile metisilin direnci saptanmasi icin CLSI 6nerileri

Esdeger MIK Smir
Zon cap1 (mm) Dederi ]
Antibiyotik egeri (ug/ml)
Bakteriler Direngli Orta Duyarli Duyarli Direncli Duyarli
KNS’ler Oksasilin <17 - >18 >0,5 <0,25
(S.lugdunensis
disinda) Sefoksitin <24 - >25 * *
Oksasilin <10 11-12 >13 >4 <2
S.aureus ve
S.lugdunensis Sefoksitin <19 i >0 " "

* Sefoksitin icin MIK degeri saptanmasi 6nerilmemektedir
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A

Sefoksitin disk 30pg & Oksasilin disk Tug Sefoksitin disk 30ug Oksasilin disk Tug
Resim 4: Oksasiline ve sefoksitine Resim 5: Oksasiline ve sefoksitine
duyarli KNS izolati direncli KNS izolati

3.5. Agar Diliisyon Testi ile Oksasilin MiK Degerinin Saptanmasi

Agar diliisyon ile MiK degerlendirilmesi CLSI’nin agar diliisyon yontemine uygun

olarak gerceklestirildi [76].

3.5.1. Agar Diliisyon Plaklarmin Hazirlanmasi

% 100 potense sahip Oksasilin toz (Fluka 28221) CLSI onerileri dogrultusunda

steril distile su ile sulandirildi. Sulandirma semast Tablo 12’de belirtilmistir.

40



Tablo 12: Agar diliisyon testinde kullanilacak oksasilinin sulandirim semasi [91]

Son
Adim Kaynak Kon(san/traliyon Hacim (ml) tIfA M P(IAI*) konsantrasyon
pug/m acim (m i)
Stok - 5120 10 - -
1 Stok 5120 2 18 512
2 Adim 1 2560 2 18 256
3 Adim 2 1280 2 18 128
4 Adim 3 640 2 18 64
5 Adim 4 320 2 18 32
6 Adim 5 160 2 18 16
7 Adim 6 80 2 18 8
8 Adim 7 40 2 18 4
9 Adim 8 20 2 18 2
10 Adim 9 10 2 18 1
11 Adim 10 5 2 18 0.5
12 Adim 11 2.5 2 18 0.25
13 Adim 12 1.25 2 18 0.125
14 Adim 13 0.625 2 18 0.0625

* KAMHA: Katyonu ayarlanmis MHA

Oneriler dogrultusunda hazirlanacak olan agara % 2 NaCl (% 2: agirlik/hacim)
eklenildi [72]. MHA besiyeri otoklavdan alindiktan sonra 45°C’lik su banyosunda
antimikrobik ila¢ eklenmek iizere bekletildi. Agarin pH’1, pH 6lcer ile degerlendirilerek
7.2-7.4 arasinda oldugu belirlendi. Antibiyotik sulandirimlar1 dagitilmadan ©nce ana
besiyerinden ayrilmak iizere birka¢ adet kontrol plagi dokiildii. Su banyosunda bekletilen
MHA besiyeri 45°C sicakliga gelince Tablo 12°de belirtildigi sekilde hazirlanmis steril
antibiyotik sulandirimlarindan antibiyotikli soliisyon/besiyeri oranit 1/10 olacak sekilde
hazirlandi. Hazirlanan karisim petri kutularina iyice karistirilarak ve agar derinligi 3-4mm
olacak sekilde dokiildii. Boylece plaklardaki antibiyotik diliisyonu Tablo 12°de belirtildigi
gibi saglanmis oldu. Agar oda 1sisinda donmaya birakildi ve tamamen donduktan sonra
ayn1 giin icerisinde kullanilmayacak olanlar +8°C olan buzdolabinda saklandi. Tiim plaklar
48 saat igerisinde kullanildi. Buzdolabinda saklanan plaklar calisilmaya alinmadan 6nce

kurumas: i¢in 35°C’lik etiiv igerisinde 30 dakika kapaklar1 aralanmis olarak bekletildi.
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3.5.2. inokulum Hazirlanmasi

Agar diliisyon yontemi icgin standardize inokulum; steril cam tiiplerde 0,5
McFarland bulanikligina esit olacak sekilde serum fizyolojik icerisine dogrudan koloniden
siispansyon yontemi ile hazirlandi. Kullanilacak replikatoriin besiyerine degme ¢ap1 3mm
oldugundan, onerildigi iizere; agar yiizeyindeki son inokulum 10* CFU olacak sekilde
hazirlanan siispansiyon 1/10 oraninda steril serum fizyolojik ile sulandirildi. Bu
stispansiyon 3 mm caph replikator (Sigma Aldrich R2383-1EA) (Resim 6) ile plaklara
dagitildi.

"“‘\\\
" @ 9 ® @ %N
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Resim 6. Sigma Aldrich R2383-1EA 3mm caph
bakteri replikatorii (8x6 sirali)

3.5.3. Agar Diliisyon Plaklarimn Inokiilasyonu

Elde edilen siispansiyonlar Resim 7°de gosterilen mikrodiliisyon kuyucuklarina
dagitildi. Steril edilmis replikator kuyucuklara uyacak sekilde plagin iizerine birakildi.
Once iireme kontrol plagina (antibiyotik icermeyen plak) inokiile edildi. En diisiik
konsantrasyondaki  (0,0625ug/ml)  plaktan  baglanmak  iizere  giderek  artan
konsantrasyondaki plaklara sirasi ile inokiilasyon yapildi (Resim 8). En son, 6nemli bir
miktar antibiyotigin tasinip taginmadigindan emin olmak i¢in, ikinci bir kontrol plagina

inokiilasyon yapildi.

r".l

Resim 7: Mikrodiliisyon plagindan Resim 8: Antibiyotikli agarlara
bakterilerin alinmasi bakterilerin ekilmesi
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3.5.4. Agar Diliisyon Plaklarimmn inkiibasyonu

Inokiile edilen plaklar oda sicakliginda inokulum noktalar1 agara absorbe olana

kadar 20 dakika bekletildi. Plaklar ters dondiiriilerek 35°C’de 24 saat inkiibe edildi.

3.5.5. Agar Diliisyon Son Noktalarmm (MiK) Belirlenmesi (Resim 9)

Plaklar son noktalarin belirlenmesi amaci ile siyah zemin iizerine yerlestirildi.
Uremenin gozlenmedigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak kaydedildi. Tek
bir koloni ya da inokulumun neden oldugu iireme benzeri izler dikkate alinmadi. Belirlenen

MIK degerinden daha yiiksek konsantrasyonlarda iireme gozlenildiginde test tekrarlandi.

1 2 3 4 5 6 7 8 ——> (Bakteri numaralar1)
Antibiyotik icermeyen plakta tireme

0.062 pg/ml Oksasilin iceren plakta iireme
0.125 pg/ml Oksasilin igeren plakta iireme
0.250 pg/ml Oksasilin iceren plakta tireme

0.500 pg/ml Oksasilin iceren plakta tireme

1.0 pg/ml Oksasilin igeren plakta iireme
2.0 pg/ml Oksasilin igeren plakta tireme

4.0 ng/ml Oksasilin iceren plakta tireme

Resim 9: Agar diliisyon yontemi ile MiK degerlerinin belirlenmesi

Aciklama: MIK degerlendirilmesinin nasil yapildigini 6rneklemek iizere 8 KNS izolati fotograflanarak
tablolastirilmistir. Her bir siitun bir bakterinin degisik diliisyonlardaki tireme durumunu gosterir. Dort
numarali siitundaki bakterinin 0.125 pg/ml oksasilin igeren plakta sadece tek koloni iiremesi
gozlenmektedir. Tek koloni iiremesi ihmal edildigi icin bu bakterinin oksasilin icin MIK degeri 0.125
pg/ml olarak kabul edilmistir. Besinci siitunda goriilen bakterinin 2.0 pg/ml oksasilin iceren plakta az da
olsa tiremesi mevcuttur. Ancak 4.0 pg/ml oksasilin iceren plakta iiremesi tamamen kaybolmustur. Bu
nedenle 5. bakterinin oksasilin icin MIK degeri 4.0 pg/ml olarak degerlendirilmistir.
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3.6. PCR ile Metisilin Direncli KNS Saptanmasi

PCR uygulayabilmek icin Oncelikle bakteri kolonilerinden DNA eldesi icin
akromopeptidaz yontemiyle DNA ekstraksiyonu yapildi.

3.6.1. Akromopeptidaz Yontemi ile DNA Ekstraksiyonu [92]

Kullanilacak cozeltiler:

i.  Akromopeptidaz (Sigma A 3547): 10 U/ul olacak sekilde sulandirildi ve
-20°C’de saklandi.

ii. ~ NET tamponu: 10 mM NaCl + 1 mM EDTA +10 mM Tris tamponu oda

sicakliginda saklandi.

100ul net tamponu, 10ul akromopeptidaz cozeltisi (10U/ul) ile mikrosantrifiij
tiipiinde karistirildi. Icerisine iki-lic KNS kolonisi ezilerek karistirildi. Tiipler 50°C’ye
ayarlanmis su banyosunda 30 dakika bekletildi. Oda sicakligina gelen karisim dogrudan

amplifikasyon icin kullanildi.

3.6.2. mecA PCR icin Gerekli Malzemeler
Tamponlar:
10X TBE:

108 gr Tris (Applichem A 2264) ile 55 gr borik asit (Sigma B 6768) 900 ml distile
su i¢inde ¢oziildi. 40 ml 0.5 M Na,EDTA (pH 8.0) eklendi ve hacim bir litreye su

ile tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

Jel Yiikleme Tamponu (6X):

% 0.25 bromfenol mavisi (Sigma B 5525- % 10’luk stok ) 0.75 ml
% 0.25 xylene cyanol FF (Sigma X 4126 - % 5’lik stok ) 1.5 ml
% 30 gliserol (Su i¢indeki karigim) 9 ml
Distile su 18.75 ml
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Diger Malzemeler:

Etidyum Bromid (1000 X, 5 mg/ ml ):

Etidyum bromid (Sigma E 8751) 0.5 gr
Distile su 100 ml
dNTP Karisimi (Fermentas — 100mM):

10 pl dATP, 10 pl dGTP, 10 ul dACTP, 10 ul dTTP, 160 wl TE buffer iginde
karistirildi. ANTP karistim son dilisyon her birinden 5mM olacak sekilde

hazirlandi.

10X Taq Buffer (Fermentas EPO 402)

25 mM MgCl, (Fermentas EPO 402)

Taqg Polimeraz (Fermentas EPO 402)

50 bp DNA ladder (Fermentas SM 0371)

Agaroz (Sigma A 9539)

Primerler: mecA PCR islemi i¢in mecA genine 6zgii Tablo 13’te g0sterilen
forward ve revers primerler [93] kullamlmistir (lontek Molekiiler Biyoloji Sentez

Laboratuvari, Istanbul).

Tablo 13: mecA primerleri [93]

Hazirlanan stok Beklenen iiriin

Primerler | Primer dizgileri ( 5°- 3’) T biiyiikligi (bp)

mecA-1 AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C | 32 pmol/pl
mecA-2 AGT TCT GCA GTA CCG GATTTG C | 27.4 pmol/pl

533

3.6.3. mecA PCR Uygulanmasi

Calisilacak her sus i¢in ana karisim (master mix): 3mM MgCl,, 200mM dNTP, 2,5
inite Taq polimeraz enzimi, 12 pl steril distile su, 54,8 pmol mecAl ve 64 pmol mecA2
primerlerinden olusturuldu. Buz icerisinde bekletilen bu karigima 2 pul DNA ekstrakti

eklenerek mecA i¢in secilen 1s1-dongii (thermal cycler) programi ile PCR islemi baslatild.
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Kullanilan PCR Program

On denatiirasyon 94°C 2 dakika
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Birlesme 55°C 30 saniye Toplam 25 dongii olacak sekilde
Uzama 72°C 1 dakika
Son uzama 72°C 5 dakika
+4°C oo

3.6.4. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

TBE tamponu (1X) iginde % 2’lik 50 ml agaroz jel hazirlandi. Igine 5 mg/ml
konsantrasyondaki etidyum bromid c¢ozeltisinden 2.5 pl eklendi. Karisim jel kalibina
dokiildii. Iki mikrolitre yiikleme tamponu ile 10 pl PCR iiriinii mikrosantrifiij tiiplerinde
kanigtirildi. Jelin ilk kuyucuga belirleyici (marker) olarak DNA ladder (50 bp) ve sirasiyla
diger kuyucuklara iiriinler aktarildi. Elektroforez tanki 1X TBE tamponu ile dolduruldu.
Jel, bu tank icinde 120 voltta 30 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Ardindan sonuglar
ultraviyole aydinlaticida incelendi. Fotograflar1 ¢ekilerek belgelendi. mecA igin 533 bp
tiriin varligi pozitif olarak degerlendirildi. Resim 10’da ¢alisilan ilk on 6rnegin mecA PCR

sonuclar1 gozlenmektedir.

Aciklama: On 6rnegin
calisildigi islemde 3, 7
\ ve negatif kontrol
ekl Orneklerinde mecA
saptanmamis olup
negatif olarak
bulunmustur.

Diger ornekler pozitif
kontrolde goriildiigii
gibi mecA pozitiftir.

Resim 10: mecA PCR sonuglari:
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4. BULGULAR

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Bakteriyoloji Laboratuvarina
Nisan 2005 ile Eyliil 2005 tarihleri arasinda gdnderilmis kan kiiltiirlerinden elde edilen 183
adet KNS izolatinin istenilen kriterlere uygun olan 105 tanesi calismaya alindi. Bu 105
KNS izolatinin 56 tanesi YBU’lerden, 27 tanesi dahili birimlerden 22 tanesi ise cerrahi
birimlerden gonderilen kan Kkiiltiirlerinden elde edildigi dosya bilgilerinden belirlendi.

Tablo 14’te KNS izolatlarinin geldikleri birimlere gore dagilimlan goriilmektedir.

Tablo 14: KNS’lerin geldigi kliniklere gore dagilimi

Yogun bakunlar  Dahili Birimler ~ Cerrahi Birimler Toplam
Say1 56 27 22 105
Yiizde % 53,3 % 25.7 % 21 % 100

4.1. Oksasilin ve Sefoksitin Disk Difiizyon Testi Sonuclari

CLSTI’nin 6nerileri dogrultusunda metisilin direncini gostermek icin 1 pg oksasilin
ve 30 pg sefoksitin disk difiizyon testleri uygulandi. Oksasilin ile yapilan disk difiizyon
testine gore; 105 KNS izolatinin 82’si (% 78.1) oksasilin direncli, 23’1 (% 21.9) oksasilin
duyarli olarak bulundu. Sefoksitin ile yapilan disk difiizyonuna gore ise 105 KNS izolatinin
80’1 (% 76.2) sefoksitin direncli, 25’1 (% 23.8) sefoksitin duyarli olarak bulundu. Disk

difiizyon testi sonuglar1 Tablo 15’te 6zetlenmistir.

Tablo 15: Oksasilin ve Sefoksitin ile yapilan disk diftizyon sonuglar

Uygulanan test |

Oksasilin disk Sefoksitin disk
Direncli Duyarh Direncli Duyarh
Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
82 (78.1) 23 (21.9) 80 (76.2) 25 (23.8)
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Bu iki disk difiizyon yontemi ile ¢alisilan suslarin iki tanesi sefoksitine duyarl iken,
oksasiline direncli bulunmustur. Bu iki 6rnegin disk difiizyon testi sonuclari Resim 11 ve

12°de gosterilmektedir.

Sefoksitin disk 30ug ¢

Resim 11: On iki numarali 6rnegin disk Resim 12: Seksen dort numarali 6rnegin
difiizyon testi sonucu disk difiizyon testi sonucu

4.2. Agar Diliisyon ile Oksasilin MiK Degeri Sonuclar

Calismaya alman 105 KNS izolatinin CLSI 6nerileri dogrultusunda agar diliisyon
yontemi ile MIK degerleri saptanmistir. Buna gore 46 izolatin MiK degeri > 4 pg/ml, 16
izolatin MIK degeri 4 pug/ml, 12 izolatin MiK degeri 2 pg/ml, sekiz izolatin MIK degeri 1
ug/ml, iki izolatin MIK degeri 0.5 pg/ml, sekiz izolatin MIK degeri 0.25 pg/ml, on bir
izolatin MIK degeri 0.125 pg/ml ve iki izolatin MIK degeri ise < 0.0625 pg/ml olarak
bulunmustur. MIK degerlerinin sayisal dagilimlar1 Tablo 16’da ve yiizde dagilimlar1 Sekil

4’te izlenmektedir.

Tablo 16: KNS izolatlarinin MiK degerlerine gore sayisal dagilimlari

MIK degerleri (ug/ml)
<0.0625 0.125 0.25 0.5 1 2 4 >4
2 11 8 2 8 12 16 46
Metisiline duyarh grup Metisiline direncli grup
n:21 n:84
% 20 % 80
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Sekil 4: KNS izolatlarinin MiK degerlerine gore yiizdesel dagilimlari

4.3. mecA PCR Sonuclari

Calismaya alinan 105 KNS izolatinin 83’iinde (% 79) PCR ile 533 baz ciftlik mecA

geni saptanirken, 22 izolatta (% 21) saptanmamustir. KNS izolatlarinin mecA varliklarinin

servislere gore dagilimlar1 Tablo 17°de gosterilmistir. YBU’lerden gelen 56 KNS izolatinin
52’sinde (% 92), cerrahi birimlerden gelen 22 KNS izolatinin 15’inde (% 62), ve dahili

birimlerden gelen 27 KNS izolatinin 16’sinda (% 59) mecA geni saptanmistir. Buna gére

toplam MR-KNS’lerin % 63’{iniin YBU’lerden, % 24’iiniin Cerrahi birimlerden ve %

13’tntin dahili birimlerden gonderilen kan Kkiiltiirlerinden izole edildigi belirlenmistir.

Birimler igerisindeki mecA pozitifliginin yiizdesel dagilimlart Sekil 5’te, MR-KNS’lerin

birimlere gore dagilimi ise Sekil 6’da gosterilmistir. Her bir izolatin mecA PCR sonuglari

diger bulgularla beraber Tablo 18’de 6zetlenmistir.

Tablo 17: KNS izolatlarinin mecA varliklarimin servislere gore dagilimlari

mecA
Pozitif (%) Negatif (%) Toplam
KNS'lerin Yogun Bakimlar 52 (92) 4 (8) 56
izole edildigi Dahili Birimler 16 (59) 11 (41) 27
klinikler Cerrahi Birimler 15 (62) 7 (38) 22
Toplam 83 (79) 22 (21) 105
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100%
90% 1
80% 1
70% 1
60% 1
50% 1
40%
30% 1
20% 1
10% 1

0%

0O mecA Negatif
O mecA Pozitif

Yogun Bakimlar Cerrahi Birimler Dabhili birimler

Sekil 5: KNS’lerin birimler igerisindeki mecA pozitifligi ylizdesi

13%

@ Yogun Bakimlar
m Cerrahi Birimler
O Dahili birimler

63%

Sekil 6: mecA geni varligina gére MR-KINS’lerin servislere gére dagilimi

Oksasilin disk difiizyon yontemi ve oksasilin agar mikrodiliisyon ile metisiline
direncli saptanan bir KNS izolatinda (84 numarali 6rnek) mecA geni saptanamazken diger
tic yontemle metisiline duyarli olarak bulunan iki KNS izolatinda mecA geni varligi
gosterilmistir (19 ve 61 numarali ornekler, bkz. Tablo 18). Ayni sekilde sefoksitin disk
difiizyon yontemi ile sefoksitine duyarli olarak bulunan ii¢ KNS izolatinda (12, 19 ve 61
numarali 6rnekler, bkz. Tablo 18) mecA varligi gosterilmistir. Sefoksitin disk difiizyon

yontemi ile sefoksitine direngli olan grubun tamaminda mecA varligi gosterilmistir.

Birbiriyle ¢elisen bu sonuglarin varligi nedeniyle farkliliklarin islemsel hatalardan

kaynaklanmadigini gostermek icin bu izolatlarin tiim testleri ikiser kez tekrarlanmistir.
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Tablo 18: KNS izlolatlarinin disk difiizyon, MIK ve mecA PCR toplu sonuglari

o Oksasilin disk difiizyon |  Sefoksitin disk | Agar mecA

rnek . . e mikrodiliisyon

No sonucuna gore direng q-lfuzxon sonucuna ile MiK sonucu PCR

durumu gore diren¢c durumu sonucu
pg/ml

1 Direncli Direncli 2.0 (+)
2 Direncli Direncli >4 (+)
3 Duyarli Duyarli 0.25 ()
4 Direncli Direncli 2.0 (+)
5 Direncli Direncli 4.0 (+)
6 Direncli Direncli >4 (+)
7 Duyarli Duyarl 0.125 ()
8 Direngli Direngli 4.0 (+)
9 Direncli Direncli 4.0 (+)
10 Direncli Direncli >4 (+)
11 Direncli Direncli >4 (+)
12 Direncli Duyarh 2.0 (+)
13 Duyarli Duyarli 0.125 ()
14 Direncli Direncli >4 (+)
15 Direncli Direncli 4.0 (+)
16 Direncli Direncli 4.0 (+)
17 Direncli Direncli >4 (+)
18 Duyarli Duyarli <0.0625 ()
19 Duyarh Duyarh 1.0 (+)
20 Direncli Direncli >4 (+)
21 Direngli Direngli >4 (+)
22 Direngli Direngli 1.0 (+)
23 Direncli Direncli >4 (+)
24 Direncli Direncli >4 (+)
25 Duyarli Duyarli 0,25 ()
26 Duyarli Duyarli 0.125 ()
27 Duyarli Duyarli 0.25 ()
28 Duyarli Duyarli 0.125 ()
29 Duyarli Duyarli 0.125 ()
30 Direncli Direncli >4 (+)
31 Direncli Direncli >4 (+)
32 Direncli Direncli >4 (+)
33 Direncli Direncli >4 (+)
34 Direncli Direncli 1.0 +)
35 Direncli Direncli 4.0 (+)
36 Direncli Direncli >4 (+)
37 Direncli Direncli >4 (+)
38 Direncli Direncli >4 (+)
39 Direncli Direncli >4 (+)
40 Direncli Direncli >4 (+)
41 Duyarli Duyarli 0.25 ()
42 Direncli Direncli 2.0 (+)
43 Direncli Direncli 0.5 (+)
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Tablol18’nin devami

o Oksasilin disk difiizyon Sefoksitin disk . Ag.a o mecA

rnek . . . mikrodiliisyon

No sonucuna gore direng (!}fuzyon sonucuna ile MiK sonucu PCR

durumu gore diren¢c durumu sonucu
pg/ml

44 Direncli Direncli 0.5 (+)
45 Direncli Direncli >4 (+)
46 Direncli Direncli 4.0 (+)
47 Duyarli Duyarli 0.25 ()
48 Direncli Direncli >4 (+)
49 Direncli Direncli 4.0 (+)
50 Direncli Direncli >4 (+)
51 Duyarli Duyarl 0.125 ()
52 Duyarli Duyarli 0.125 ()
53 Direncli Direncli 2.0 (+)
54 Duyarli Duyarli 0.125 ()
55 Direncli Direncli 4.0 (+)
56 Duyarli Duyarli 0.125 ()
57 Direncli Direncli >4 (+)
58 Direncli Direncli 1.0 (+)
59 Direncli Direncli >4 (+)
60 Direncli Direncli 4.0 (+)
61 Duyarh Duyarh 1.0 (+)
62 Direncli Direncli 4.0 (+)
63 Direncli Direncli 4.0 (+)
64 Duyarli Duyarli 0.25 ()
65 Direncli Direncli 2.0 (+)
66 Direngli Direngli >4 (+)
67 Direncli Direncli >4 (+)
68 Direncli Direncli >4 (+)
69 Direncli Direncli >4 (+)
70 Direncli Direncli 1.0 (+)
71 Direncli Direncli 4.0 (+)
72 Direncli Direncli >4 (+)
73 Duyarli Duyarli 0.25 (-)
74 Direncli Direncli >4 (+)
75 Direncli Direncli >4 (+)
76 Direncli Direncli 1.0 (+)
77 Direncli Direncli 2.0 (+)
78 Direncli Direncli 4.0 (+)
79 Direncli Direncli 2.0 (+)
80 Direncli Direncli 4.0 (+)
81 Direncli Direncli >4 (+)
82 Direncli Direncli 2.0 (+)
83 Direncli Direncli 2.0 (+)
84 Direncli Duyarh >4 (-)
85 Duyarli Duyarli 0.125 ()
86 Direncli Direncli >4 (+)
87 Direncli Direncli 2.0 (+)
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Tablol18’nin devami

< Oksasilin disk difiizyon |  Sefoksitin disk | Agar mecA
Ornek .. . < mikrodiliisyon
No sonucuna gore direng (!}fuzyon sonucuna ile MiK sonucu PCR
durumu gore diren¢c durumu sonucu
pg/ml
88 Duyarli Duyarli 0.25 ()
89 Direncli Direncli >4 (+)
90 Direncli Direncli >4 (+)
91 Direncli Direncli >4 (+)
92 Direncli Direncli >4 (+)
93 Duyarli Duyarli 0.125 ()
94 Direncli Direncli 1.0 (+)
95 Direngli Direngli >4 (+)
96 Direngli Direncli >4 (+)
97 Direncli Direncli >4 (+)
98 Direncli Direncli >4 (+)
99 Direncli Direncli >4 (+)
100 Direncli Direncli >4 (+)
101 Direncli Direncli >4 (+)
102 Direncli Direncli >4 (+)
103 Duyarli Duyarli <0.625 (-)
104 Direncli Direncli 2.0 (+)
105 Direncli Direncli 4.0 (+)

Aciklama: 105 KNS izolatinin belirtilen yontemlerle metisilin direnci aranmasi yapilmig ve sonuglar
tabloda Ozetlenmistir. Koyu olarak belirtilen izolatlarin yontemsel farkliliklar nedeniyle sonuglart
birbirlerinden farkli bulunmustur. Bunun gercek bir farklilik oldugunu kanitlamak i¢in bu izolatlarin tim
testleri ikiser kez daha tekrarlanmis ve ayni sonuglar elde edilmistir.



5. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI ve iSTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler icin SPSS 11.0 paket programi kullanildi. Gruplarin
karsilastirilmast ROC analizine gore yapildi. Testlerin, ROC egrisi altinda kalan alanlara
gore elde edilen kappa (k) degerleri hesaplandi. Bunlarin yaninda Tablo 19°da goriilen dort
gozlii tablo kullanilarak; duyarlik, secicilik, olumlu 6ngorii (positive predictivity) ve
olumsuz 6ngorii (negative predictivity) degerleri, olabilirlik oranlar (likelyhood ratio)

hesaplandi [94].

Tablo 19: Istatistiksel hesaplamalar icin kullanilan dért gozlii tablo [94]

Kaynak Test
Gergek olumlu Gergek olumsuz
Dogru olumlu Yalanct olumlu
Olumlu a+b
a|b
Kullamilan Test
c|d
Olumsuz c+d
Yalanci olumsuz Dogru olumsuz
a+c b+d
a o a
Duyarlik = 100 Olumlu 6ngorii = 100
a+c a+b
L d . d
Secicilik = 100 —— Olumsuz 6ngérii = 100
b+d c+d

Olabilirlik oram (likelihood ratio) = Duyarlik / (1-Secicilik)

Oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon, oksasilin MIK ve mecA gen varligi

arasindaki iligki Tablo 20’de gosterilmistir.
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Tablo 20: Oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon; oksasilin MIK ve mecA gen varligi

arasindaki iligki

Kaynak Test
mecA
+ - Toplam
i i 81 1
Oksasilin | Dl a][w 52
Disk Difiizyon Duyarli 2 cld 21 23
Toplam 83 22 105
i i 80 =
Sefoksifin |b et alb %
Disk Difiizyon Duyarh 3 cl4q 22 25
Toplam 83 22 105
Agar diliisyon >0.5 83 alb 1 84
ile okgasilin
_MIK . <0.25 - cl d 21 21
belirlenmesi
Toplam 83 22 105

Yukaridaki dort gozlii tablo ve belirtilen hesaplamalara gore ¢alisilan yontemlerin

duyarhilik, secilik, olumlu 6ngorii, olumsuz 6ngorii ve olabilirlik oranlar1 Tablo 21°de

belirtilmistir.

Tablo 21: Kullanilan testlerin istatistiksel anlamlari

e Olumlu Olumsuz Olabilirlik

Kullanmilan test | Duyarlilik (%) Secicilik (%) ingéirii (%) Gngérii (%) orant

O IO 97.59 95.45 98.78 91.30 1.03
difiizyon

Sefoksitin disk 96.38 100 100 88 0.97
difiizyon

Agar diliisyon ile

LIS 100 95.45 98.81 100 1.06

degerinin
belirlenmesi
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Buna gore; oksasilin agar diliisyon duyarlilign en yiiksek test (% 100),
sefoksitin disk difiizyon ise seciciligi en yiiksek test (% 100) olarak bulunmustur.
Bunun yaninda sefoksitin disk difiizyon testinin olumlu 6ngorii degeri % 100 olarak
bulunurken oksasilin agar diliisyon yonteminin olumsuz 6ngorii degeri yine % 100

olarak bulunmustur.

Burada dikkat g¢ekici olan sefoksitin disk difiizyon ile yanlis negatifligin
gozlenmemis olmasidir. Bir baska deyisle PCR ile mecA geni saptanmis tiim suslar
sefoksitin disk difiizyon yontemi ile de sefoksitine direngli bulunmustur. Bu nedenle
bu testin olumlu 6ngorii degeri % 100 bulunmustur. Bunun yaninda sefoksitin disk
difiizyon ile ii¢ adet yanls pozitif sonug¢ elde edilmistir. Bu sonug ile testin olumsuz

ongorii degeri % 88 olarak bulunmustur (Tablo 20).

Oksasilin disk difiizyon ile iki yanlis pozitif sonug elde edilirken, bir tane de
yanlis negatif sonu¢ elde edilmistir. Buna baglh olarak oksasilin disk difiizyon
testinin olumlu 6ngorii degeri % 98.78, olumsuz Ongorii degeri % 91.30 olarak

bulunmustur.

Oksasilin agar diliisyon yontemi ile hi¢ yanlis pozitif deger elde edilmezken,
yalnizca bir adet yanlis negatif sonug elde edilmistir. Bu da bu testin olumsuz ongorii
degerinin % 100 olmasim1 ve de olumlu Ongdrii degerinin % 98.81 olmasini

saglamustir.
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Bir gercegi ortaya koymak i¢in uygulanan farkli testlerin istatistiksel
karsilastirllmasinda ROC egrisi altinda kalan alan ile elde edilen “k” degeri
kullanilmaktadir. Burada x degeri, “bir” degerine ne kadar yakinsa elde edilen sonug
gercege o kadar yakin kabul edilir. Calismamizda farkli testlerden elde edilen x
degerleri karsilastirilacak olursa sefoksitin disk difiizyon testinin « degeri (0.982)
bire en yakin degerdir. Bu durumda; metisilin direncini gostermede sefoksitin disk

difiizyon yontemi, referans yontemimize (mecA PCR) en yakin sonucu veren test

olarak kabul edilmistir (Tablo 22).

Tablo 22: Kullanilan testlerin ROC egrisi ile elde edilen kappa degerlerinin

karsilastirilmasi
Kullanilan test ROC egrisi altinda kalan alan (k) Standart hata
Oksasilin disk difiizyon 0.965 0.28
Sefoksitin disk difiizyon 0.982 0.12
Agar di}ﬁsyo'n ile kaasilin' MIK 0.977 0.26
degerinin belirlenmesi

Diger yandan, oksasilin disk difiizyon ile oksasilin agar diliisyon yontemleri
karsilastirildiginda; referans yontemimize gore agar diliisyon yonteminin (k: 0.977)
oksasilin disk difiizyon yonteminden (kx: 0.965) daha iyi bir yontem oldugu

gozlenmektedir.

Yine de bulunan k degerlerinin birbirine ¢ok yakin degerler olmasi nedeniyle

kesin yargiya varmak giictiir.

ROC egrisi altinda kalan alan hesaplanirken elde edilen standart hata
oranlarina bakilacak olursa yine sefoksitin disk difiizyon yonteminin standart hata

oraninin en diigiik oldugu goriilmektedir.
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6. TARTISMA

Stafilokoklar; giiniimiizde hem toplum kokenli hem de hastane kokenli patojenler
arasinda ilk siralarda yer almaktadir. KNS’ler de S.aureus gibi, mecA geni tarafindan
kodlanan, beta-laktam antibiyotiklere diisiik afiniteli bir penisilin baglayic1 protein olan
PBP2a iiretmeleri nedeniyle metisiline ve dolayisiyla diger beta-laktam antibiyotiklere
direnglidirler. Ozel bir protein olan ve mecA geni tarafindan kodlanan PBP2a;
stafilokoklara, semisentetik penisilinlerin yan1 sira, sefalosporinler ve karbapenemlere de
diren¢ kazandirir [95]. Metisilin direncli suslar; genetik diren¢ aktarimi sirasinda diger
antibiyotik diren¢ genlerinin de beraber aktarimi nedeniyle cogunlukla makrolidler,
klindamisin, aminoglikozitler, kloramfenikol, florokinolon ve ko-trimoksazol gibi bir¢cok

antibiyotige de direngli suglardir.

Onceki yillarda, stafilokoklarin antibiyotik duyarlilik testlerinde cesitli penisilinler,
sefalosporinler, karbapenemler ve beta-laktam — beta-laktamaz inhibitorii kombinasyonlu
antibiyotikler kullanilmaktaydi. Oysa stafilokoklar bu antibiyotiklere in-vitro duyarl
goriinse bile metisilin direnci varhiginda tim beta-laktam antibiyotiklere direngli kabul

edilmelidirler [96].

Metisilin direncinin en dogru sekilde saptanmasi her laboratuvarin gorevidir.
Standart fenotipik antibiyotik duyarlilik testleri hem maliyet/etkin olmalari, hem de kolay
uygulanabilirlikleri nedeniyle rutin laboratuvarlarda tercih edilir. Ancak stafilokoklarda
ozellikle yiiksek diizey heterojen direncin varlig1 nedeniyle direncli suslar siklikla gézden
kacabilir. Fenotipik yontemlerle metisilin direnci saptanmasi, uygulanan test kosullarindan
oldukca etkilenmektedir. Inkiibasyonun 37°C yerine 30°C’de yapilmasi, kullanilan
besiyerinin NaCl miktar1 ve inkiibasyon siiresinin 24-48 saate uzatilmasi gibi faktorler
fenotipik oksasilin direncinin ortaya ¢ikmasinda etkilidir [71]. Heterojen suslarla yapilan
caligmalar bu suslarda disk difiizyon testinin duyarliliginin diisiik oldugunu gostermektedir
[78]. Bu nedenle giiniimiizde metisilin direncinin saptanmasi i¢in mecA gen bolgesinin
gosterilmesi, gercek direnci en iyi ortaya koyan yontem olarak kabul edilmektedir [97]. Bu
gen bolgesi, tanimlanmis primerler aracilifi ile PCR ya da “DNA probe” yontemleri ile
saptanabilmektedir. En ©6nemli avantajlari hizli sonu¢ alinmasi olan bu yontemlerin,
giiniimiiz sartlarinda her laboratuvarda yapilabilmesi miimkiin goriilmemektedir. Bunun

nedeni birim test basina maliyetlilerinin yiiksek olmas1 ve egitimli personel gerektirmesidir.
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MRSA saptanmast icin CLSI tarafindan nerilen ve ABD Yiyecek ve Ilag Kurumu
FDA (U.S. Food and Drug Administration) tarafindan kabul gormiis tarama amach agar
testi mevcuttur. Icerisinde 6 pg/ml oksasilin iceren MHA tarama plaklar, MRSA
saptanmasi i¢in ideal ve ucuz bir yontemdir. Oysa bu kolaylastirilmis tarama plaklar mecA
geni tasiyan KNS’lerde fenotipik direnci gostermede basarisiz bulunmustur [41]. Bu
nedenle tarama plaklarinin KNS’lerde kullanilmasi CLSI tarafindan oOnerilmemektedir.
KNS’lerde metisilin direncinin fenotipik yontemlerle saptanmasi S.aureus’a gore daha zor
bir durumdur. Bunun yaninda S.aureus i¢in daha standardize olarak belirlenmis MIK ve

disk difiizyon duyarlilik zon caplar1t KNS’lerde farklilik gostermektedir [98].

Aslinda bu zorlugun nedeni agiktir. KNS tanimi en az 60 kadar stafilokok tiiriinii
icerdiginden bunlarin hepsine birden tek bir MIK ve disk difiizyon duyarlilik zon capi
tamimlanmaya calisilmast sorunu dogurmaktadir. Bu noktada KNS’lerin tiirlerinin
tanimlanmasinin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir. Daha 6nceki 6nerilerinde bulunmazken, CLSI
2005 yil1 Ocak ayindan itibaren S.lugdunensis’i diger KNS’lerden ayirmis, bu bakteriye
ozel MIK ve disk difiizyon duyarlilik zon ¢api tantmlamustir (Tablo 11) [76]. Bu gelisme

ileride diger KNS tiirlerinin de tiir diizeyinde tanimlanmasi gereginin isareti olmaktadir.

KNS tiirlerinin kendi aralarinda ayrimi maliyet/etkin olmayan, zaman alic1 ve zor
bir islem gerektirir. Kloos ve arkadaslarinin 1975 yilinda KNS tiirlerinin tanimlanmasi i¢in
onerdikleri islem akis semast cok fazla test igerdiginden rutin laboratuvarlar igin
kullanmlabilir degildir [7]. Bunu 2003 yilinda De Paulis ve arkadaslar tekrar gozden
gecirmis ve rutin kullanima uygun bes basit kimyasal temele dayanan testi secerek, aslinda
KNS’lerin rutin laboratuvarlarda da tip ayrimi yapilabilecegine dikkat ¢cekmislerdir [99].
Bunlar disinda ticari olarak gelistirilmis tip ayrim yapabilen yontemler de bulunmaktadir.
En sik kullanilan API-Staph (Biomerieux, Fransa) yonteminin tiirleri dogru olarak

tamimlama duyarlilign % 80 — 85 dir [99].

Calismamizda Nisan — Eyliil 2005 tarihleri arasinda gonderilen kan kiiltiirlerinden
elde edilen KNS’lerin yarisindan fazlasinin (% 53) YBU’lerden gonderilmis orneklerden
elde edildigi dikkati ¢ekmektedir. Bunun sebebi YBU’de santral venoz/arteriyel
kateterlerin daha siklikla kullanilmasi ve buna bagl olarak KDI’ler diger yatan hasta

boliimlerine gore daha sik izlenmesidir [14, 15].
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KDI’ler YBU’lerde nozokomiyal pnomonilerden sonra ikinci olarak en sik
karsilasilan infeksiyonlardir [3, 100]. Bu infeksiyonlardan en sik stafilokoklar izole
edilmektedirler. Cok merkezli ve en biiyiik antimikrobiyal siirveyans calismalarindan biri
olan SENTRY caligsmasinin 1997 — 2002 yillan arasi elde edilen sonuglarina gore KNS’ler;

KDI’lerde S.aureus ve E.coli’den sonra iiciincii sirada yer almaktadir [101].

ABD’de siirdiiriilen bir bagka ¢ok merkezli siirveyans c¢alismasi olan SCOPE
(Surveillance and Control of Pathogens of Epidemiological Importance) verilerine gore;
1995 — 2002 arasindaki yedi yillik donemde, 49 hastanede 24.179 nozokomiyal KDI
saptanmustir. KDI etkenlerinin % 65’inin gram pozitif bakteriler oldugu ve en sik
karsilagilan bakterinin KNS’ler oldugu (% 31) belirtilmistir. KNS’leri % 20 siklikla

S.aureus izlemektedir [102].

KNS’ler giderek artan siklikla karsilasilan bir nozokomiyal patojendir. Hastane
kokenli KNS’lerin metisilin direnci orami diinya ile paralel olarak Tiirkiye’de de yiiksek

seyretmektedir.

Calismamizda oksasilin disk difiizyonu sonuclarina gére tiim suslarin % 78.1°1
metisilin direngli bulunmugtur. Bu bulgu Tiirkiye (% 54 — 83) ve Diinya (% 73 — 76)

literatiirliyle uyum gostermektedir.

Ege Universitesinden Cavusoglu ve arkadaglarimin 1998 yilinda yaptiklari bir
calismada; kan kiiltiirlerinden elde edilmis 293 stafilokok izolatinin 96’s1 (% 32) KNS
olarak saptanmis ve bu KNS’lerin % 82.3’liniin oksasilin disk difiizyon yontemi ile

metisiline direngli oldugu bulunmustur [103].

Gazi Universitesinden Dogruman ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptifi bir
calismada; kan kiiltiirlerinden elde edilmis 234 stafilokok susunun 214’{iniin KNS olarak
saptandigi (% 93) ve bu 214 KNS izolatlarinin metisilin direnci oraninin da % 61.5 oldugu
bulunmustur [104]. Bu calismada kan kiiltiirlerinde KNS’lerin tiim izolatlarin % 93’{inii

olusturmasi dikkat cekicidir.

Yine Gazi Universitesinden Dogan ve arkadaslarinin ayn1 yil yaptig1 calismada; kan
kiiltiirtiniin yanina diger klinik 6rneklerden de elde edilen stafilokoklarin eklenmesiyle
toplam 403 stafilokok izolatinin 336’s1 (% 83.3) KNS olarak saptanmig, bu 336 KNS

izolatinin 182 tanesinde (% 54.2) metisilin direnci saptanmistir [105]. Bu ¢alismada da
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goriildiigii gibi KDI’den sorumlu KNS’lerde, diger klinik 6rneklerden alinan KNS’lere

gore metisilin direnci daha yiiksek bulunmaktadir.

Firat Universitesinden Yiice ve arkadaslarimin 3,5 yillik kan kiiltiirii sonuglarinin
degerlendirildigi ve 2005 yilinda yayinlanan ¢alismalarinda elde edilen KNS izolatlarinin
metisilin direnci % 56 olarak saptanmistir [106]. Bu caligmalarda goriildiigli iizere
KNS’lerdeki metisilin direnci hastaneden hastaneye ve bolgeden bolgeye degismektedir.
Dogu ve Giineydogu Anadolu’dan ¢ok fazla bildirim olmasa bile bu makaleler esliginde
oradaki hastanelerde KNS’lerin metisilin direnci sikligimin  diisiik  olabilecegi

diistiniilmektedir.

Amerika Birlesik Devletleri’nin (ABD) 2004 nozokomiyal infeksiyon siirveyans
sistemi (NNIS — National Nosocomial Infections Surveillance Report System) verilerine
gore; 2004 yili boyunca elde edilen KNS izolatlarinin oksasilin disk difiizyon ile metisilin
direncliligi YBU’de % 76.6, YBU disindaki servislerde ise % 65.7 bulunmustur. Toplum
kokenli KNS izolatlarinda ise metisilin direncinin % 50.2 oldugu bildirilmektedir * [107].
Bu verilerle ABD’de toplum kokenli KNS’lerin yarisinin metisilin direncli oldugu dikkati
cekmektedir.

Tiirkiye’de toplum kokenli metisilin direncli KNS sikliinin  arastirildigt
epidemiyolojik bir calisma, tezin yazildigi tarih itibariyle heniiz yapilmamistir. Ancak
toplumda S.aureus tasiyiciliginm arastiran, Erdenizmenli ve arkadaslarinin 2000 yilinda
yaptig1 ve 2004 yilinda yayinlanan calismalarinda; 500 toplum kokenli olgunun aksiller ve
nazal bolgelerinden alinan siiriintii kiiltiirleri degerlendirilmistir. Bu olgularin % 11’inde
S.aureus tastyiciligi tespit edilmistir. Sadece nazal tasiyicilik ise % 9.4 olarak bulunmustur.
Bu calismada dikkat ¢ekici bulgu; tasiyiciligin cocuk popiilasyonda istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde yiiksek olusudur. Cocuk grubunda nazal S.aureus tasiyicilign % 19.1
gibi yiiksek bir diizeyde iken; erigkin yas grubunda bu oran % 6.5 olarak bulunmustur.
Calismada elde edilen verilere gore toplum kokenli hastalarin hicbirinde MRSA’ya

rastlanmamustir [108].

Hastane kokenli KNS’lerde metisilin direnci tiim diinyada % 70 gibi yiiksek bir
degerin lizerinde seyretmesine karsin sevindirici olan, direncin yillik artisinin yavas
seyretmesidir. Yine 2004 yili NNIS verilerine gore, KNS’lerde metisilin direnci artisi,

onceki bes yilin direng ortalamasina gore % 1 oraninda olmustur * [107].

" Tezin son gozden gegirildigi May1s 2006 tarihi itibariyle NNIS 2005 verileri yaymlanmadigi igin 2004
verileri degerlendirilmistir.
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Metisilin direnci saptamada karsilagilan sorunlar nedeniyle genetik direnci,
fenotipik yontemlerle en iyi gosteren test veya yontem arayist siirmektedir. Heterojen
dirence sahip stafilokoklarda, sefoksitinin metisilin direncini oksasilinden daha iyi
gosterdigini kanitlayan bir¢ok yaymn bulunmaktadir [109-111]. Bunun sebebi Sefoksitinin
PBP2a iiretimini giiglii bir sekilde indiiklemesidir. Bunun yaninda sefoksitin stafilokokal
PBP4’e de yiiksek afinite gosterir. Yapilan g¢alismalarla stafilokoklarda metisilin direnci
gelismesinde PBP2 ile PBP4’lin arasinda yakin iliski oldugu gosterilmistir [109, 110].
Bir¢ok calismada, sefoksitin disklerinin stafilokoklarda heterojen metisilin direncini ortaya
koymada yiiksek duyarlik (% 97 — 100) ve secicilik (% 99 — 100) gosterdigi belirtilmistir
[109, 111-115]. Bu nedenle CLSI 2004 yilindan bu yana stafilokoklarda metisilin direncini
gostermede oksasilin disk difiizyon ile birlikte sefoksitin disk difiizyon yonteminin de
kullanilmasin1 énermektedir. Ancak bu calismalarin ¢cogunlugu S.aureus ile yapilmis olup,

KNS’lerde sonuglarin farkli olabilecegine yonelik yorumlar vardir [114, 116].

Calismamizda 105 KNS izolatinin sefoksitin disk difiizyon yontemi ile 80 izolat (%

76.2) sefoksitine direncli bulunurken, 25’1 (% 23.8) duyarli bulunmustur.

CLSI standartlarmma gore uyguladigimiz sefoksitin disk difiizyon yontemi ile
oksasilin disk difiizyon yontemi arasinda iki adet uyumsuz sonug¢ bulunmustur (12 ve 84
numarali ornekler, Resim 11, 12 ve Tablo 18). Her iki ¢rnekte de oksasilin direngli
bulunurken, sefoksitin duyarli bulunmustur. Bunlardan 12 numarali 6rnekte oksasilin disk
difiizyon sonucu referans yontem (mecA PCR) ile uyumluyken, 84 numarali 6rnekte ise
sefoksitin disk difiizyon testi referans yontemle uyumlu bulunmustur. Bu agidan her iki
yontem de birbirlerine referans yonteme gore birer kez {iistiinliik saglamistir. Bu sonuca
bakilarak her iki disk difiizyon yontemi arasinda fark oldugu soylenemez. Calisilan 105
ornekte 2 farkli sonu¢ olmasi bu iki yontemin sonuclarinin % 98.1 uyumlu oldugunu

gostermektedir.

Calismamizda sefoksitin disk difiizyon testine gore duyarli olup mecA geni negatif
bulunan 84 numarali 6rnek; yapilan oksasilin disk difiizyon ve oksasilin agar diliisyon
testlerine gore direngli bulunmustur. Bu 6rnekte sefoksitin referans yontemle ayni yonde
sonu¢ verirken, her iki oksasilin bazli yontem tam tersi sonu¢ vermistir. Bu izolatta
oksasilin direncini saglayacak PBP2a bulunmadigindan bu direncin sebebi PBP2a dis1 bir

mekanizma ile gerceklesebilir. Yiiksek diizey beta-laktamaz iiretimi olan suslarin oksasilini
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de hidrolize edebildigi bilinmektedir. Bu nedenle 84 numarali izolatta — eger var ise —
yiikksek diizey beta-laktamaz varligt bu uyumsuz sonucu agiklayabilir. Nitekim Gal ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismada smirda metisilin direncli (MiK 0,5 — 2.0 pg/ml)
S.aureus izolatlarinda yiiksek diizey beta-laktamaz {iretiminin oksasilini hidrolize ettigi
bildirilmistir [117]. Ancak calismamizdaki 84 numarali 6rnegin oksasilin MiK degeri > 4
pg/ml oldugu dikkati cekmektedir. Beta-laktamazlara karsi sefoksitinin oksasilinden daha

direncgli oldugu bilinmektedir [112].

KNS’lerde beta-laktamaz tiretimi uzun yillardir yiiksek diizeylerde bulunmaktadir.
Baldwin ve arkadaslarimin 1969 yilinda yaptigi ¢alismada; toplum kokenli 200 hastanin
nazal siiriintii 6rneklerinden ede ettikleri S.epidermidis izolatinda plazmid aracili beta-

laktamaz tiretiminin % 83 oldugu belirtilmistir [118].

Narayani ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada ise hem saglikli kisilerden hem de
hastane kaynakl kiiltiirlerden elde edilmis 200 KNS izolatinda betalaktamaz varlig1 % 75
olarak bulunmustur [119]. Giiniimiizde beta-laktamaz bulunduran suslarin sikliginin
ozellikle hastane kaynakli KNS’lerde daha yiiksek oranda olacagi ongoriilebilir. Bu

nedenle rutin laboratuvarda KNS’lerde beta-laktamaz arastirilmasi 6nerilmez.

Calismamizda sefoksitin disk difiizyon testi duyarli bulunup, mecA gen pozitifligi
saptanan ii¢ izolat bulunmaktadir (12, 19 ve 61 numaral izolatlar). Bir bakima yanlis
negatiflik olarak degerlendirebilecegimiz bu sonuglarin mekanizmasi sdyle agiklanabilir:
Mevcut mecA geni ile diisiik diizeyde PBP2a iiretilirken sefoksitinin bakterisidal etkisini
hiicre duvarinda daha fazla miktarda bulunabilen PBP4’ler araciligi ile yaptigi
diigiiniilebilir. Bu durum suslarin yiiksek oksasilin MIK degerlerine neden olurken
sefoksitine duyarli olmalarim agiklar. Calismamizda sefoksitin disk difiizyon yontemiyle
tic yanlhis negatiflik elde edilmesinin disinda, sefoksitini on plana c¢ikaran dikkat cekici
nokta; sefoksitin disk difiizyon ile hi¢ yanlis pozitifligin olmamasidir. Bu da testin

seciciliginin % 100 olmasin1 saglar.

Laboratuvar verilerinin degerlendirilebilir olmas1 icin uygulanan testlerin
standardizasyonun ve Xkalite kontrollerinin iyi yapilmasi gerekmektedir. Ulkemizde
antibiyotik duyarlilik testleri icin CLSI'nin Onerdigi standartlar yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Ancak baska bir iilkeden alinan standartlarin iilke verileri ile tekrar

gozden gegirilerek uygulanmasi gerekmektedir.

63



Avrupa’da antibiyotik duyarlilik testleri standartlarin1 olusturmus, ulusal diizeyde
alt ayri kurulus bulunmaktadir. Bunlar; Ingiltere’de BSCA (British Society of
Antimicrobial Chemotherapy), Fransa’da CASFM (Comité de I'Antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie), Danimarka’da CRG (Commissie Richtlijnen
Gevoeligheidsbepalingen), Almanya’da DIN (Deutsches Institut fur Normung), Norveg’te
NWGA (Norwegian Working Group on Antibiotics) ve Isve¢’te SRGA’dir (The Swedish
Reference Group for Antibiotics). Bunlar disindaki Avrupa iilkeleri daha ¢ok ABD
kaynakl1 CLSI tarafindan kabul edilen standartlar1 kullanmaktadir. Bu alti komite 1996’da
birleserek Avrupa Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklar1 Dernegi (European
Society of Clinical Microbiology and Infectious disease — ESCMID) catis1 altinda Avrupa
Antibiyotik Duyarlilik Testleri Komitesi’'ni (The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing - EUCAST) kurmuslardir [120]. Daha sonra gelisen komite bugiin
itibariyle igerisinde Tiirkiye’nin de yer aldigt 33 Avrupa iilkesinden temsilciler
barindirmaktadir.  Ancak bugiine kadar EUCAST tarafindan antibiyotik duyarlilik
testlerinin standardizasyonu i¢in ortak bir standart Onerilmemistir. Bu nedenle Avrupa’da
bile hala antibiyotik duyarlilik sinirlar1 konusunda ortak bir dil konusulamamaktadir.
Bunun disinda, EUCAST ile ABD’deki esdegeri olan CLSI arasinda da yeterli bilgi akis

saglanamamaktadir [121].

Ulkemizde antibiyotik duyarlilik testlerinin  standardizasyonu icin  Tiirk
Mikrobiyoloji Cemiyeti'nin (TMC) c¢alisma alt gruplarindan birisi olan Antibiyotik
Duyarhilik Testlerinin Standardizasyonu “ADTS” grubu 1994 yilinda kurulmustur. Bugiin
icin lilkemizde antibiyotik duyarlilik testlerinde en sik temel alinan standart, CLSI
standartlaridir  [122]. CLSI tarafindan yayinlanan kaynaklar ADTS komitesince
Tiirkcelestirilerek yaymlanmaktadir. Boylelikle iilke capindaki laboratuvarlarin CLSI

standartlarin1 kullanmasi kolaylagmistir.

Tablo 23’te dort Avrupa iilkesinin ulusal komitelerinin stafilokoklar i¢in kabul ettigi

antibiyotik duyarlilik standartlar1 goriilmektedir.
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Tablo 23: Farkli Avrupa iilkelerinde kabul edilen oksasilin ve sefoksitin disk
difiizyon zon caplar1 ve MiK degerleri [76, 123-125]

Ulke Bakteri Oksasilin disk ~ Oksasilin MIK  Sefoksitin Disk Yorum
R S R S R S
_— S’;mr;us i 0¥ >13¥% =4 <2 <24% 25" Tirkiye'de TMC - ADTS
Tiirkiye S.lugdunensis Calisma grubu CLSI
(ADTS - standartlarinin
CLSI) KNS ¥ ¥ s ¢ kullamlmasim 6neriyor.
(S.lugdunensis <17 >18 >05 <025 <19° >20°
disindakiler)
S.aureus <14¥ >15 ¥ >2 <2 <2* >22* KNS ve S.aureus i¢in
ingiltere ayn1 oksasilin MIK ve
zon capi1 kullamlmasi
(BSAC) T .
¥ ¥ KNS icin Oneriliyor. Sefoksitin
KNS =14 215 >2 =2 onerilmiyor KNS’ler i¢in 6nerilmiyor
Fransa’da KNS ve
S.aureus <20% >20%  >2 <2 <25%  >27%  S.aureusiginaym
oksasilin zon cap1
Fransa kullanilmasi 6neriliyor
(CASFM) )
KNS <20% 220% >3 <025 <25t 070 e e e
= =4 = i¢in oksasilin MIK
degerleri farklidir
S.aureus Onerilmiyor Onerilmiyor <21% 027 Isvegte stafilokoklar icin
fsvec oksasilin hem disk
(SRGA) difjizyon hem de MIK
. . A A degeri saptanmast
KNS Onerilmiyor Onerilmiyor <21 >27 Snerilmiyor.
* 5 ng Oksasilin diski kullanilmistir A 10 pg Sefoksitin diski kullanilmigtir
¥ 1 pg Oksasilin diski kullanilmigtir § 30 pg Sefoksitin diski kullanilmistir

Oksasilin disk difiizyon yontemi icin ADTS ve BSAC komiteleri 1 pg’lik oksasilin
diski kullanilmasini 6nerirken, CASFM komitesi 5 pug oksasilin diskini onermektedir. Isvec
komitesi SRGA ise hem S.aureus hem de KNS’ler icin oksasilin disk difiizyon ya da

oksasilin MIK saptanmasini artik nermemektedir.

Sefoksitin disk difiizyon yontemi i¢in ise; ADTS ve CASFM komiteleri 30 pg’lik
sefoksitin diskini Onerirken, SRGA 10 pg’lik sefoksitin diskinin kullanilmasim
onermektedir. Ingiliz BSAC komitesi ise 10 pg’lik sefoksitin diskinin sadece S.aureus igin

kullanilabilecegini 6nerirken, sefoksitinin KNS’lerde kullanimini 6nermemektedir.

Bu farkliliklarin yani sira disk difiizyon testlerinin yapilmasi i¢in Onerilen

besiyerleri de iilkeler arsinda farkliliklar gostermektedir. Fransa ve Tiirkiye’de MHA
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besiyeri kullanilmasi onerilirken, Ingiltere ve Isvec rehberlerini uygulayan iilkelerde Iso-

Sensitest Agar (ISA, CM471, Oxoid, Basingstoke, UK) kullanilmas1 6nerilmektedir.

Goriildiigi iizere Avrupa iilkelerinin bile kendi aralarinda antibiyotik duyarlilik
testleri standartlar1 icin goriis ayriliklar1 bulunmaktadir. Oldukg¢a heterojenite gdsteren
stafilokoklarda metisilin direncinin fenotipik yontemlerle gosterilmesi i¢in komitelerin
farklt Onerilerde bulunmasi hem laboratuvarlar1 hem de klinisyenleri zor durumda

birakmaktadir.

Onerileri CLSI onerilerinden farli olan Isve¢’ten Skov ve arkadaslarinin yaptigi ve
sefoksitin disk icerigin degisik miktardaki konsantrasyonunu inceleyen calismada 5 pg ve
10 pg’lik sefoksitin disklerinin 30 pg’lik sefoksitin diski kadar duyarli ve segici oldugunu
belirtmislerdir. Aynmi calismada, disk difiizyonun uygulanacagt MHA ve ISA besiyerleri de
karsilastirilmis ve anlamli farklilik bulunmamustir. Daha diisiik konsantrasyonlardaki
sefoksitin diskinin daha az inhibisyon zonu a¢masmin pratik kullanimda faydal

olabilecegini belirtmislerdir [115].

Diger iilkelerde oOnerilirken BSAC’ i sefoksitin diskinin KNS’lerde kullanimin
onermemesi, CLSI'nin S.lugdunensis’i diger KNS’lerden ayirmasi gibi farkli uygulamalar
KNS’lerin antibiyogramlarinin degerlendirilmesinin problemli olabileceginin isaretidir. Bu
konuda Arya ve arkadaslari, sefoksitin diskinin S.aureus’ta KNS’lerden daha iyi sonuclar

verdigini belirtmislerdir [114].

Frigatto ve arkadaslar1 da bu konuya dikkat ¢cekmis ve CLSI'nin sefoksitinin
KNS’ler i¢in belirledigi inhibisyon zon caplarinin yeniden degerlendirilmesi gerektigini

belirtmislerdir [116].

Calismamizda metisilin direncini gdstermek i¢in ii¢ farkli fenotipik yontem ve altin
standart yontem olarak mecA-PCR kullanilmistir. Oksasilin ile yapilan disk difiizyon
testinde duyarlilik % 97.59 ve secicilik % 95.45 bulunmustur. Sefoksitin ile yapilan testler
de ise duyarlilik % 96.38 bulunurken, secicilik % 100 bulunmustur (Tablo 21). Goriildiigii
gibi calisilan testlerin duyarliblk ve seciciliklerinin yiiksek olmast nedeniyle
karsilastirilmas giictiir. Bu nedenle testlerin karsilastirilmast ROC egrisi altinda kalan alan
ile elde edilen k degeri ile yapilmistir. Buna gore altin standart yonteme en yakin yontemin

sefoksitin disk diftizyon yontemi oldugu bulunmustur (x:0.982).
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Ancak bu tir duyarlilik ve secilik degerleri yiiksek olan testlerin
karsilastirilmasinda ornek biiytikliigiiniin 6nemi vardir. Calismamizin eksikliklerinden biri
de kisith sayida ornek icermesidir. Bu konuda c¢ok merkezli genis sayilara ulasabilen

caligmalara ihtiya¢ vardir.

Stafilokoklardaki heterojen oksasilin direncinin tedavi karart verme zorluklari
yaninda hasta izolasyon dnlemlerinin alinmasi agisindan da onemi vardir. Burada dikkat
edilmesi gereken konu ABD hastalik korunma ve kontrol merkezi — CDC (Centers for
Disease Control and Prevention) alt komitelerinden biri olan hastane infeksiyonlar1 kontrol
komitesi — HICPAC (Hospital Infection Control Practices Advisory Committee)
MRSA’larca infekte olan hastalara izolasyon onerilirken, deri flora iiyesi olmasi nedeniyle
MR-KNS’lerce infekte hastalarda heniiz izolasyon onermemektedir [126]. MR-KNS’ler
MRSA’lar kadar 6nemli patojenler olmasalar da direng genlerini horizontal gen transferi ile
S.aureus’a aktarmalar1 s6z konusudur. Bu da MR-KNS’lerin MRSA’lar i¢in 6nemli bir

kaynak oldugunu ortaya koymaktadir [74].

Calismamizda oksasilin agar diliisyon yontemiyle elde edilen MIK degerlerine gore
46 izolatin (% 44) MIK degeri > 4 pg/ml olarak bulunmustur. Bu bulgu izolatlarin yariya
yakininin yiiksek diizey oksasilin MiK degerine sahip oldugunu gostermektedir. Benzer
cok merkezli bir caligma Hussain ve arkadaslarinca yapilmis ve klinik olarak anlamli 493
KNS izolatimin MIiK degerleri mecA ile karsilastinlmistir. Bu ¢alismada, izolatlarin %
38.5’inin MIK degeri >4 pg/ml olarak bulunmustur. Bu sonug¢ calismamiz sonuglari ile
uyumludur. Arastirmaci yazisinda oksasilin MIK degerlerinin bazi1 KNS tiirlerinde referans

yontem ile uyumsuz oldugunu belirtmistir [127].

Bakterilerin antibiyotik duyarlhiliklar1 cografi ve epidemiyolojik farkliliklar
gosterebildiginden iilkelerin kendi ulusal rehberlerini hazirlanmasi gerekmektedir. Ancak
diger bakterilerde olanin aksine stafilokoklarin beta-laktam antibiyotiklere olan heterojen
direnci nedeniyle olsa gerek; {iilkelerin ulusal rehberleri cok farklilik gostermektedir.
Ornegin bir KNS izolat1 farkli standartlar kullanilmasi nedeniyle Tiirkiye’de metisiline
direncli olarak kabul edildigi halde diger iilkelerin standartlarina gore duyarhi olarak kabul
edilebilecektir. Bunun sonucunda yayinlarda bahsedilen direnglilik/duyarlilik durumlarinin

hangi standartlara gére oldugunun dikkatlice irdelenmesi gerekmektedir.
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EUCAST tarafindan tiim Avrupa iilkelerinde uygulanmak {izere standart
antimikrobiyal duyarlilik testi rehberinin yakin zamanda hazirlanmasi planlanmaktadir

[121].

MR-KNS’lere yiiksek oranda karsilasiimasindan dolayi, bazi1 calismacilar,
antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmadan ampirik olarak antibiyotik baglanabilecegine

yonelik calismalar yapmaktadir.

Chandran ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada kan kiiltiirlerinden izole edilen
KNS’lerde, rutin antimikrobiyal duyarlilik testi uygulanmasin gerekli olup olmadigi
sorgulanmistir. Bu ¢alisma iki fazli bir ¢alisma olup, birinci donemde kan kiiltiirlerinde
tireyen tim KNS izolatlarina antibiyotik duyarliliklar1 calisilmis, ikinci donemde ise
antibiyotik duyarliliklar1 eger klinisyen antibiyograma ihtiya¢c duydugunu belirtirse
calisilmistir. Calismada ilk donem ile ikinci donem arasinda hasta 6zellikleri benzer oldugu
belirtilmis olup, ikinci donemde epizotlarin % 45.9’unda antibiyotik kullanilmasini
gerektirecek bir klinik durum bulunmamustir. Tiim epizotlarin % 21.3’iinde beta-laktam
antibiyotik kullanilirken, % 32.8’inde vankomisin kullanilmigtir. Ikinci donemde elde
edilen 189 izolatin sadece 54’iinde (% 29.1) klinisyen tarafindan antibiyograma gerekceli
olarak ihtiya¢c duyulmustur. ilk donem ile ikinci donemde elde edilip antibiyogramlari
calisilan stafilokoklarin metisilin direnci oran1 benzerdir ve direngli izolatlarin orani yiizde
yetmislerin iizerindedir. Ayrica iki donem arasinda ampirik vankomisin kullanimi
acisindan da istatistiksel anlamlilik saptanmamistir (p 0.77). En Onemlisi gereksiz
antibiyotik duyarlilik testi uygulamasindan kacinilarak laboratuvar maliyetlerinde % 75’lik
bir azalma saglandigi belirtilmektedir [128]. Izolatlarin yiizde yetmisinden fazlasinin
metisilin direnci gosterdigi diisiiniilecek olursa Chandran ve arkadaslarinin Onerileri
dikkate almaya degerdir. Ancak bu calismada, her iki donem arasinda olgularin mortalite
ve morbiditesinin degerlendirilmedigi dikkati cekmektedir. Cilt kontaminasyon olasiliginin
stk oldugu bu gurup mikroorganizmalarca olusan infeksiyonlarda dogru tan1 koymanin zor
olacag1 ve antibiyotik duyarliligt olmaksizin etken/kontaminasyon ayriminin daha da

zorlagacagi kanisindayiz.

Calismamizda elde edilen 105 KNS izolatinin 83’tinde mecA pozitifligi
saptanmistir. Bu 83 mecA pozitif izolatinin % 63’ii (n:52/83) YBU’den gonderilen kan

kiiltiirlerinden izole edilmistir. YBU’den gelen &rneklerin kendi igerisinde mecA geni
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pozitifligi % 92 (n:52/56) olarak bulunmustur. Yani bir baska deyisle DEUTF
YBU’lerinden gelen kan kiiltiiriinden izole edilen her 10 KNS’den 9’unda mecA geni
bulunmaktadir. Cerrahi birimlerden gelen KNS’lerin % 68’i (n:16/27), ve dahili
birimlerden gelen KNS’lerin % 59’u (n:15/22) mecA geni icermektedir.

Calisilan 105 KNS izolatinin mecA geni bulunma oram1 % 79 olarak bulunmustur.
Bu ag¢idan ¢alismamizda elde edilen KNS’lerdeki metisilin direnci sikligi Tiirk literatiirii
(% 55-85) ile uyum gostermektedir. Ancak calismamizda elde edilen KNS suslarinin
tamaminin hastane kokenli oldugu dikkate alinacak olursa bu degerin toplum kokenli

suslarin eklenmesiyle asagilara diisecegi ongoriilebilir.

Infeksiyonlarda etken olan KNS’lerdeki metisilin direncinin maliyete olan etkisi
izerinde bir calisma bulunamamustir. Ancak Lodise ve arkadaslarinin MRSA’lar iizerine
yaptiklar1 ve 2005 yilinda yayinlanan bir caligmaya gore; MRSA’larin MSSA’lara gore
hastane kalis siiresini 1.5 kat, ve hastane maliyetlerini de 2 kat arttirdig1 belirtilmistir.
Ayrica aym c¢alismada metisilin direncinin mortalitenin bagimsiz 6ngoriiciisii (independent

predictor) oldugu bulunmustur [129].

Calismamizin bir bagka kisitlayic1 noktasi ise KNS tiirlerinin tanimlanmamis
olmasidir. Ancak bilindigi iizere KNS’ler igerisinde infeksiyon etkeni olarak siklikla ( > %
70) S.epidermidis soyutlanmaktadir [9]. Diger tiirlerin toplam KNS icerisindeki siklig1 cok
azdir. Ulkemizdeki cogu bakteriyoloji laboratuvarlarinda KNS’ler icin tiir ayrimi
yapilmamaktadir. Hem emek yogun olmasi hem de maliyet/etkin olmamasi nedeniyle
tercih edilmez. Ancak boliimiimiizden yapilan bir tez ¢aligmasinda yine hastane kokenli
KNS’lerin tiir ayrimi API-Staph kiti (bioMérieux, Fransa) ile yapilmis olup KNS’lerin %
68.4’linlin S.epidermidis, % 13’iiniin S.haemolyticus oldugu bulunmustur. Toplam yedi
farkl: tiir tespit edilen tez calismasinda diger tiirlerin siklig1 yiizde onun altindadir. Aymn tez
caligmasinda tim KNS’lerin metisilin direnci; oksasilin disk difiizyon yontemi ile % 85

olarak bulunmustur [130]. Bu bulgu ¢alismamiz sonuglariyla uyumludur.

S.aureus’larda sadece S.aureus’a 6zgii korunmus genetik bolgelerin bulunmasi bu
bakterinin genetik yontemlerle daha kolay taninmasini saglamaktadir. S.aureus’a 6zgii olup
KNS’lerde olmayan femB [74] ya da nuc [131] gibi DNA boélgelerinin mecA ile beraber
amplifiye edilmesi (multiplex PCR) MRSA tamimlanmasimi kolaylastirmaktadir.

S.aureus’lar ig¢in ©zel tammmlanmis bu korunmus genetik bolgeler sayesinde, kan
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kiltiirlerinin  plaklara ekilmesine gerek kalmadan, daha hizli bir bicimde MRSA
tanimlanmas1 saglanmistir [132]. Kan kiiltiirii siselerinde iireme sinyali alinir alinmaz
plaklara ekim yapilmadan, direk kan kiiltiirii siselerinden alinan orneklerde PCR ile
mecA’nin yaninda S.aureus i¢in korunmus bolgelerden (nuc, femB, femA, coa) birinin de
beraber saptanmasi sonuglarin 36 — 48 saat erken raporlanmasimi saglayacaktir. Bu sonug
ile hem bakteri hem de diren¢ durumu 3 — 4 saatlik bir calisma ile saptanabildigi i¢in ¢cok
avantajhidir. Ancak tiim KNS tiirlerinin hepsine birden 6zgii, korunmus bir genetik dizi

heniiz bulunamamis olmasi calismamizda sadece mecA bakilabilmesine neden olmustur.

Sonug olarak stafilokoklarda heterojen direngli suslar nedeniyle metisilin direncinin
fenotipik yontemlerle gosterilmesi sik olmasa da yanlishklara neden olmaktadir. Bu
sorunun Ozellikle KNS’lerde, S.aures’a gore daha da belirgin oldugu goézlenmektedir.
Fenotipik yontemlerin ¢evre sartlarindan ¢ok etkilendigi gozden oOniinde tutulmali ve
onerilen standartlar disinda uygulamalardan kacimilmalidir. Sefoksitin disk difiizyon
yonteminin oksasiline gére metisilin direncini gostermedeki iistiinliigii bizim ¢caligmamizda
da belgelenmistir. Hem oksasilin hem sefoksitin diskinin antibiyogram plaklarina beraber
konulup farkliliklarin degerlendirilmesi bir yontem olabilir. Yanlis pozitifligin sefoksitin
diskinde daha az olabilecegi akilda tutulmalidir. Disk difiizyon zon caplart azalmis
izolatlarda MIK degerlendirilmelidir. Yogun bakimlarindaki KNS’lerin metisilin direnci %
90’lan bulan merkezlerdeki KNS infeksiyonlarinda (eger KNS infeksiyonun gercek etkeni
olarak kabul edildiyse) glikopeptid antibiyotikler ampirik tedavide tercih olabilir. Ancak en
ideali hem KNS’lerde hem de S.aureus’ta metisilin direncinin belirlenmesinde altin
standart olarak kabul edilen PCR ile mecA geni saptanmasi yOnteminin giderek rutin
laboratuvarlarda da kullanima girmesidir. Tiim olgularda olmasa da tedaviye klinik yanitin
olmadig1 ya da direng sonuclarinin ¢ikmasi icin 36 — 48 saat bekleyemeyecek hastalar gibi
secilmis olgularda molekiiler yontemlerin kullanilmas1 bir tercih olabilir. Gelismekte olan
ilkeler i¢in duyarlilik ve seciciligin her bir testte % 95’lerin iizerinde olmasi nedeniyle
fenotipik yontemler bu iilkelerde kullamilabilir. Bu konuda farkli iilkelerdeki farkli
kuruluslarin bilgilerini paylasarak ortak bir standardin kabul edilmesinin geregi vardir.
Aksi halde farkli standartlar1 kabul eden iilkelerin antibiyotik direnclilii konusunda aym

dilde konugmalari, biiyiik karigikliklara neden olacaktir.
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