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KISALTMALAR

MRSA: metisiline direngli S.aureus

PBP2a: penisilin baglayan protein 2a

MiK: minimum inhibitor konsantrasyon
MSSA: metisiline duyarli S.aureus

SCCmec: Stafilokokal Kaset Kromozom mec
KNS: koagiilaz negatif stafilokok

MRKNS: metisiline direncli KNS

PVL: Panton-Valentin Lokosidin

MLST: multilokus sekans tipleme

Jfem: factors essential for resistance to methicillin
VISA: vancomycin intermediate S.aureus
GISA: glikopeptidlere orta direngli S.aureus
VRSA: vankomisine direncli S.aureus

VRE: vankomisine direngli enterokok

GIS: gastrointestinal sistem

D-ala-D-ala: D-alanil-D-alanin
D-ala-D-Ser: D-alanin-D-Serin

VDE: Vankomisine Bagimli Enterokok
PFGE: pulsed-field jel elektroforez

AP: alkalin fosfataz

UC: Universal kontrol

CC: Konjugat kontrol

HPA: hybridization protection assay

TRF: terminal restriksiyon fragman
T-RFLP: terminal restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi
ITS: internal transcribed spacer

MGE: mikrogip jel elektroforez

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

RT-PCR: real-time PCR

FISH: floresan in situ hibridizasyon
GSPBRT-PCR: Gram stain-specific-probe-based real-time PCR
PNA: peptid niikleik asit problar1



1. GIRIS

Kan kiiltiirlerinden mikroorganizmalarin hizli identifikasyonlar1 antimikrobiyal tedavinin
erken baglamasi ve tedavi basarisi i¢cin ¢ok dnemlidir.

Sepsis hastalarinda mortalite %30-70 arasinda degismektedir (1). Septisemik hastalarin
kan Kkiiltiirlerinden bakteriyel izolatlarin tespiti tanisal mikrobiyolojide hasta morbidite ve
mortalitesi acisindan onemli bir role sahiptir. Hastalardaki bakteriyel patojenlerin hizli rapor
edilmesinin sonucglar ve hastane maliyetleri acisindan pozitif etkisi bir ¢ok c¢aligmada ifade
edilmistir (2-5). Sepsisin nedeni olan patojenin erken tespiti tedaviye erken baslamayi
saglamakta ve mortaliteyi azaltmaktadir. Ayrica hastanede kalis siiresini ve hastane
maliyetlerini de azaltmaktadir. Olas1 kontaminant etkenlerin erkenden tespiti gereksiz
antibiyotik kullammmmin Oniine ge¢mekte, dolayisiyla ileride gelisebilecek antimikrobiyal
diren¢ de engellenmektedir.

Kullandigimiz otomatize ve devamli monitorize edilen kan kiiltiir sistemleri bakterilerin
tespit edilme zamaninda 6nemli bir kisalma saglamistir.(2,6). Bir ¢cok laboratuvarda standart
laboratuvar teknigi olarak genellikle siirekli okuma yapan bu sistemler kullanilmaktadir. Bu
otomatize sistemler mikroorganizmanin iirettigi CO,’yi monitdrize eden sistemlerdir. Pozitif
sinyal alindiktan sonra subkiiltiirler, daha sonra identifikasyon ve antibiyogram yapilmaktadir.
Bu siire pozitif sinyalden sonra 2 giinliik bir zaman almaktadir. Ancak optimum tedaviye
yonlenmek i¢in daha da hizli identifikasyon sistemleri gerekmektedir.

Bu amagcla pozitif BACTEC™ PLUS+ Aerobic/F ve BACTEC™ PEDS PLUS/F kan
kiiltiir siselerinden (aerobic ve pediatrik siseler ) etkenlerin hizli identifikasyonu i¢in yeni
gelistirilen bir teknoloji kullanilmistir. Test ile en ¢ok saptanan bakteriyel sepsis etkenleri tespit
edilebilmekte, ayrica metisilin ve vankomisin direncinin terapotik rejimler tizerindeki etkisi
nedeniyle mecA ve van genlerinin tespiti de ayn1 panelle yapilabilmektedir. Genotype® BC
grampositive testi, DNAe STRIP® teknolojisine dayali, 17 Gram pozitif bakteri tiiriinii, ayn
zamanda metisilin ve vankomisin direncini (mecA, vanA, vanB, vanC1 ve van C2/C3 genleri)
tespit eden problarin oldugu bir paneli icermektedir. Genotype teknolojisi biotinlenmis
primerlerle DNA’nin multiplex amplifikasyonunu takiben membrana bagli problar kullanilarak
hibridizasyona dayali, sepsis etkeninin hizli tanis1 i¢in kullanilan genetik bir testtir.

Bu calismada Genotype® BC grampositive test kitleri kullanilarak hizhi tani yapilmasi

amaclanmus, testin degerlendirilmesi yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

Gram pozitif bakterilerin antibiyotik direngleri giiniimiiz bilim diinyasmin en ¢ok ugras
verdigi konulardan biridir. Staphylococcus aureus agir infeksiyonlara neden olmasi, ¢evresel
kosullara iyi uyum saglamasi nedeniyle en cok ilgi ceken patojendir. Etkin antibiyotiklere
ragmen S.aureus bakteriyemisindeki mortalite %20-40 arasindadir (7). Davis ve Fuller (8)
laboratuvarlarinda kandan en sik izole ettikleri mikroorganizmalar1 sirayla koagiilaz negatif
stafilokoklar, S.aureus, Escherichia coli, enterokoklar ve Streptococcus pneumoniae olarak
bildirmislerdir.

Gram pozitif bakteriler, 6zellikle de stafilokoklar ve enterokoklar hastane kokenli kan ve
dolagim infeksiyonlarinin c¢ogundan sorumlu olan patojenlerdir. Son yillarda bu bakteri
tirlerinin diren¢ Ozelliklerinde belirgin bir artiy meydana gelmesi tedavi segeneklerini
kisitlamistir (9). Diinyada ve iilkemizde hastane kokenli Staphylococcus aureus izolatlarmin %
40-60’1 metisiline direnclidir (10,11). Enterokok tiirlerinde glikopeptid direnci bu bakterilerle
gelisen infeksiyonlarin tedavisinde sorun olusturmakta, ayn1 zamanda stafilokoklar gibi diger
Gram pozitif tiirlere diren¢ genlerinin aktarilabilmesi nedeniyle de 6nem tagimaktadir (9).

Stafilokoklarda 1941°de penisilin G’nin tedaviye girmesi ile beta-laktamaz iiretimine bagl
diren¢ gelismesi baslamis, bundan sonra da kullanima giren her yeni antibiyotige kars1 direng
gelisimi olmustur (9). 1959 yilinda penisilinazin amid baga ulasmasini engellemek amaciyla
benzil penisilindeki fenoksi grubu yerine metoksi grubunun eklenmesiyle metisilin elde
edilmistir. Fakat klinik kullanimdan kisa bir siire sonra 1961 yilinda ilk metisiline direncli
S.aureus (MRSA) susu tespit edilmistir (7). Ik MRSA olgular1 metisilinin kullanima
girmesinden iki yil sonra 1961 yilinda ingiltere’den bildirilmistir. O zamandan giiniimiize
MRSA klonlar1 tiim diinyada, bu arada iilkemizde de yayimustir (9). Ulkemizden 11
laboratuvarin katildigi ve Akdeniz iilkelerinde antibiyotik direncini izlemeyi hedefleyen
ARMed calismasina gore kan kiiltiirlerinden izole edilen S.aureus izolatlar1 arasinda MRS A
oram1 2003, 2004 ve 2005 yillart icin swras1 ile % 43, % 40 ve % 35’tir (10). Metisilin
direncinden sorumlu mekanizmalar basta mecA geni varligina bagl penisiline baglanan protein
2a (PBP 2a) yapimi olmak iizere PBP’lerin beta-laktam antibiyotiklere afinitelerinde azalma ve
beta-laktamazlarin asir1 yapimdir (7).

Stafilokoklarda metisilin direnci tiim beta-laktamlara afinitesi diisiik olan, bu ajanlarin
varliginda hiicre duvar sentezini siirdiiriilebildigi yeni bir PBP olan PBP 2a (PBP 2’) yapimina
baghdir (12-14). Beta-laktam antibiyotikler duyarli suslarda hiicre duvarindaki PBP’lere



(transpeptidaz ve karboksipeptidaz enzimleri) baglanarak, peptidoglikami saglamlastiracak
capraz baglarin olusumunu engellerler. Ayn1 zamanda otolizinleri uyararak hiicre Sliimiinii
saglarlar. Ancak metisiline direncli suslarda beta-laktam antibiyotikler PBP 2a’ya
baglanamadigi i¢in, tiim beta-laktam ajanlara kars1 direng goriiliir. PBP2a varliginda metisilin,
nafsilin ve oksasilin gibi semisentetik penisilinazlara direngli beta-laktamlara ve tiim
sefalosporinlere diren¢ kazanilir. Stafilokoklarda PBP 2a, mecA adi verilen bir gen tarafindan
kodlanr.

mecA ekspresyonu, baskilayic1 bir gen olan transkripsiyonun regiilatorii mecl ve
membranda yer alan ve beta-laktam varligini saptayan bir sinyal iletici olan mecR1’in kontrolii
altindadir. mecA ve mecR1 arasinda bu genlerin promoterleri ve mecA geninin -10 sekans ile
mecR1’in -35 sekansi arasinda operator bolge bulunmaktadir. Antibiyotiksiz ortamda mecl,
hem mecA hem de mecR1-mecI’nin transkripsiyonunu engeller. Beta-laktam antibiyotik
varhigida ise, once mecR1 otokatalitik bir siirecle kesilir ve sitoplazmik kismindaki bir
metalloproteaz boliimii aktif hale gelir. Metalloproteaz, mecA’nin promoter bolgesine
baglanmis olan mecl’y1 keser. Boylelikle mecA transkripsiyonu ve PBP 2a sentezi gerceklesir
(sekil 1) (7,9). mecR1-mecl disinda, betalaktamaz yapimu ile ilgili blal-blaR]1 sistemi de mecA
transkripsiyonunu etkiler. mecR1 ve mecl’nimn, plazmid aracili stafilokokal beta-laktamaz geni
olan blaZ’nin ekspresyonunda rolii olan blaR1 ve blal ile protein sekans homolojisi ytiksektir.
Bu da mecA’nin regiilator genlerini blaZ sisteminden aldigim diisiindiirmektedir. Fakat beta-
laktamaz sentezinin aksine PBP2a’nin ekspresyonu normal regiilator genleri (mecA ve mecR1-
mecl) tasiyan suslarda giicli bir sekilde indiiklenemez ve ayrica indiiksiyon da ¢ok daha
yavastir. Beta-laktamaz ekspresyonu i¢in 15 dakika gerekirken PBP2a sentezi i¢in bu siire 48
saate kadar uzayabilmektedir. Nedeni mecI’nin mecA transkripsiyonunun siki bir regiilatorii
olmas1 ve beta-laktam antibiyotiklerin ¢ogunun mecR1’1 etkin bir bicimde aktive
edememesidir. Sonu¢ olarak bazi suslar mecA genini tasimalarina ragmen metisilin
duyarhdirlar ve bu suslar pre-MRSA olarak tanimlanirlar (7).

mecl veya mecA promoter/operatdr bolgelerinde mutasyonu veya delesyonu olan bazi
S.aureus suslarinda antibiyotik kulanimi selektif baskisma bagli olarak represyonun inaktif
hale ge¢mesi sonucu yapisal PBP2a ekspresyonu gelisebilir. Bu mutasyonu tasiyan suslarda
homojen veya heterojen diren¢ fenotipi gelisir. Homojen diren¢ fenotipinde popiilasyonu
olusturan hiicrelerin tiimiinde yiiksek diizeyde metisilin direnci (>128 mg/L) vardir. Heterojen
diren¢ fenotipinde hiicrelerin ¢ok kiiciik bir kisminda yiiksek diizeyde metisilin direnci vardir.
MRSA populasyonu icinde aslinda kiiciikk bir kisim yiiksek diizey diren¢ eksprese eder

(heterojen diren¢ 0zelligi). Bu nedenle metisilin diren¢ fenotipini saptamak gii¢ olabilir.



Laboratuvarda metisilin direncini ag¢iga c¢ikaracak cesitli teknikler [0rnegin uzun siireli
inkiibasyon (24 saat); diisiik 151 (35°C); tuz; oksasilin yerine mecA’y1 daha iyi indiikleyen
sefoksitinin kullanimi gibi] uygulanmaktadir. Son yillarda, klasik fenotipik yontemler yerine
dogrudan mecA’y1 veya PBP 2a’y1 saptayacak yontemler de rutin kullanima girmistir (7,13).

Sekil 1: Stafilokokal beta-latamaz sentezinin indiiklenmesi *, Staphylococcus aureus’ta

metisilin direncinin diizenlenmesi °.
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PBP 2a aracilikli beta-laktam direncini, fem ve aux olarak adlandirilan diger genetik
lokuslar ile otolizinlerin aktivitesi de etkiler. Ornegin pentaglisin kopriilerinin olusumundan
sorumlu fem mutasyonlarinda mecA varhi@ma karsin beta-laktam minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) diizeyleri yiikselmez (13). PBP 2a, S.aureus icin ancak antibiyotik
varliginda bagvurulan, etkinlik acisindan fazla basarili olmayan bir enzimdir. MRSA suslar1
beta-laktam varliginda iiretildiginde capraz bag sayisinin normal iireme kosullarina gore cok
daha az oldugu goriiliir. Ureme hiz1 da metisiline duyarl S.aureus (MSSA) suslarina gére daha
diisiiktiir. Bu durum, MRSA suslarinin dirence karsilik verdikleri bir “dayaniklilik 6diinii”diir

(fitness cost).



Sekil 2: Stafilokokal Kaset Kromozom mec (SCCmec) tipleri
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Katayama ve ark. (15) tarafindan tanimlanan mecA geni, kromozomda Stafilokokal Kaset
(Cassette) Kromozom(Chromosome) mec (SCCmec) olarak adlandirilan biiyiik bir hareketli
eleman iizerinde yer alir. SCCmec hareketli bir element olup, hareket ccrA ve ccrB genleri
tarafindan olusturulmaktadir. Giiniimiize kadar bes SCCmec tipi (Tip I[-V) bildirilmistir
(12,16,17). Farkl tiplerdeki SCCmec elemanlarinin biiyiikliigi 20.9 kb’den 66.9 kb’ye kadar
degismektedir (Sekil 2).

SCCmec tip I (34.3 kb), IV (20.9-24.3 kb) ve V (28 kb), sadece beta-laktam direncini
kodlarken, SCCmec tip 1I (53.0 kb) ve III (66.9 kb) coklu dirence yol acar. SCCmec tip 1I ve
III MRSA suslarmin 6nemli bir 6zelligi de hastane ortaminda bulunmalaridir. SCCmec tip IV
MRSA ise daha cok Onceden hastane ortaminda bulunmamis kisilerde saptanmistir. Bu
elemanin digerlerinden en 6nemli farki daha kiiciik ve genetik olarak daha hareketli olmasi,
bunun yaninda ek antimikrobiyal diren¢ geni tagitmamasidir. Toplumdan kazanilmis MRSA
infeksiyonlariin analizi sonucu, suslarin hepsinde SCCmec tip IV saptanmustir. Tipik 40
kb’lik stafilokok bakteriyofajindan kiiciik olmalar1 tip IV SCCmec’in transdiiksiyon yolu ile
gectigini diistindiirmektedir (13). SCCmec tip I, tipll ve tip II’lin yapilarinin biiyiikk olmasi
boyle bir transferi olanaksiz kilmaktadir. mec bolgesinin stafilokok suslar1 arasinda gecisi
hicbir zaman tam olarak saptanamamistir. Bu nedenle MRS A’larin kurumlarda yayilimi daha
cok direngli bakterilerin, biiyiik olasilikla gecici olarak kolonize olan saglik calisanlarimin

ellerinden ve diger hastalardan gecisine baghdir (13).
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S.aureus izolatlarmdaki SCCmec elemanlarinin kaynagi kesin bilinmemekle birlikte, bu
kasetin G+C iceriginin kromozomun geri kalanindan farkli olmas1 nedeniyle bagka bir tiirden
geldigine inanilmaktadir. Kemirgen ve memelilerde bulunan bir stafilokok tiirii olan S.sciuri’de
bir mecA homologu tanimlanmistir (7,13). S.sciuri izolatlarmin tasidigr SCC kasetinin MRS A
SCCmec elemanlar ile % 87.8 uyumlu oldugunun gosterilmesi bu tiiriin SCCmec elemaninin
kaynag1 olabilecegini diisiindiirmiistiir. Dolayisiyla, koagiilaz negatif stafilokoklardaki (KNS)
SCCmec elemanlar1 veya mecA icermeyen diger SCC kasetleri, S.aureus’un antibiyotik direnci
icin bir rezervuar olusturuyor gibi goziikmektedir. SCCmec kasetlerinin in-vivo ortamda
aktarilabildigine dair kanitlar bulunmaktadir (18,19). Bir yenidoganda epidemik bir MSSA
izolat1 ile, bununla izogenik bir MRSA izolat1 es zamanli olarak saptanmis ve MRSA’daki
mecA geninin yine ayni bebekte bulunan bir S.epidermidis susundaki mecA ile identik oldugu
gosterilmistir (18).

Hastane kokenli suslarda en sik bulunan SCCmec tipleri tip II ve III’tiir. Bunlar icerisinde
daha fazla diren¢ eleman1 bulundugu i¢in bunlar1 tasiyan klonal soylar daha direnclidir. MRS A
izolatlar1 tiim beta-laktamlar ve tedavide kullanilan diger antibiyotik simiflarina da direngli
oldugu i¢in, yeni antibiyotiklerin devreye girmedigi uzun yillar boyunca glikopeptid
antibiyotikler (vankomisin ve teikoplanin) tek tedavi secenegi olarak kalmistir.

Toplum kaynakli S.aureus izolatlarinda SCCmec kompleksine ¢ok az ekleme olmustur. Bu
nedenle bu izolatlardaki SCCmec bolgeleri oldukga kiiciiktiir (20-30 kb) ve izolatlar1 sadece
beta-laktamlara direnclidir. Hastane izolatlarinda zaman i¢inde ¢oklu dirence yol acan plazmid
ve transpozonlarin birikimi nedeniyle SCCmec bolgeleri daha biiyiiktiir (13,15). SCCmec KNS
tiirlerinde daha ytiksek oranda bulunmaktadir ve S.aureus’taki dizilerle cok benzerdir (20).

IIk kez 1998’de ABD’de (21), ardindan Avustralya’da yerli toplumunda (22) daha 6nce
bilinen risk faktorleri ve hastanede yatig 0ykiisii bulunmayan ¢ocuklarda MRS A infeksiyonlari
bildirilmistir. Bu izolatlar toplum kokenli MRSA olarak adlandirilmaktadir. 2002 yilindan
itibaren toplum kokenli izolatlarin tiim diinyada biiyliyen bir problem olarak karsimiza ciktigi
goriilmektedir. Toplum kokenli MRS A en sik nekrotik apselerle seyreden deri ve yumusak
doku infeksiyonlar1 olusturmaktadir. Bunun yani sira nekrotizan pndmoni gibi yasami tehdit
edici infeksiyonlar da yapabilmektedir. Benzer klinik bulgular olusturan MSSA izolatlarinda
oldugu gibi, nekrotizan infeksiyonlar yapan toplum kokenli MRSA suslarinda da siklikla, faj
& Sa2 iizerinde tasmnan [ukS ve [ukF genlerince kodlanan Panton-Valentin Lokosidin (PVL)
toksini bulunmaktadir. PVL’nin toplum kokenli MRSA infeksiyonlarindaki rolii tam
aciklanmamakla birlikte arada giiclii bir epidemiyolojik iligki bulunmaktadir. Toplum kokenli

MRSA izolatlarmin bir diger 0zelligi de hemen her zaman SCCmec tip IV tagimalaridir. Bu
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suslarin toplumda yaygin olarak bulunan ve PVL tasiyan MSSA izolatlaria (6r. ST30 gibi)
SCCmec tip IV girmesi ile ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir.

Ulkemizde toplum kokenli MRSA yaygin degildir. Literatiirde iilkemizde yapilmis
SCCmec tipi, PVL saptanmasi1 ve multilokus sekans tipleme (MLST) analizi ile tam bir
caligmaya rastlanmamaktadir. MRSA izolatlariin bu sayilan yontemlerle incelenmesi toplum
kokenli izolatlarin varligmi kanitlayabilir. Yine bazi toplum kokenli izolatlarm metisilin MIK
degerleri cok diisiik oldugu i¢in bunlar yanliglikla MSSA sanilabilir. Bu nedenle PVL iireten
izolatlarda mecA PCR yapilmasi da onerilebilir (9).

2.1 Metisilin Direncinin Diizenlenmesi

PBP2a sentezi mecl ve mecR1 proteinleri ve varsa blaZ sisteminin regiilator sinyal verici
proteinleri aracigiyla diizenlenir. PBP2a sentezinin hem mec hem de blaZ sisteminin
proteinleri araciligiyla bu denli sik1 bicimde denetlenmesinin nedeni PBP2a’nin asir1 yapiminin
bakteri icin toksik olabilmesidir.

Metisilin direncinin diizenlenmesinden sorumlu diger gen serisi “factors essential for
resistance to methicillin” (fem) genleridir. Metisilin direncini etkileyen internal ve eksternal

faktorler de vardir (7).

2.1.1 Metisilin Direncini Etkileyen internal Faktorler:

Genetik ve biyokimyasal caligmalar PBP2a’nin fonksiyon gorebilmesi ic¢in bazi
substratlara ihtiyac1 oldugunu ortaya koymustur. Bu substratlarin olusumunu engelleyen bir
faktoriin metisilin direncini etkileme ihtimali vardir. Yapilan ¢alismalarda PBP2a’nin sunlara

ithtiyaci oldugu gosterilmistir.

a- Belirli Uzunluktaki Glikan Zincileri: Pbp2 A’nin yapisal analizi hem transglikozilaz,
hem de transpeptidaz domainleri oldugunu gostermistir. Buna karsin transglikozilaz
domainlerinin islevsel olup olmadigi acgiklik kazanmamustir. PBP2a, PBP2’nin
transglikozilaz aktivitesine bagimlidir. Yani PBP2a’nin dogru calisabilmesi icin
PBP2’nin transglikozilaz domainine gereksinme vardir. Beta-laktamlar yiiksek molekiil
agirlikli PBP’lerin transpeptidaz domain’ini inhibe ederken transglikozilaz domain’e
bir etki gostermezler. Transglikozilaz”’domain” in inaktivasyonu daha kisa olan glikan
zincirlerin sayisinda artisa ve metisilin direncinde belirgin azalmaya neden olur. Bu
nedenle PBP’in transglikozilaz domain’ini hedef alan bilesikler metisilin direncli

suslarin tedavisinde gelecek vaat etmektedir (13).
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b- Normal Peptid Konfigiirasyonu Icin Gerekli Kok Peptidler: Ortama glisin
konuldugunda peptidoglikan zincirinin sonunda normal sartlarda olmasi gereken iki
alanin rezidiisiiniin yerini, iki glisin rezidiisiiniin almas1 metisilin direncinde azalmaya
ve homojen fenotipin heterojen fenotipe doniismesine neden olmaktadir. UDP-N-asetil-
muramil tripeptid sentetazi kodlayan gen olan murE (femF)’nin inaktivasyonu
sonucunda da metisilin direncinde azalma olur. Nedeni hiicre duvar1 Onciilleri
havuzundaki UDP bagli muramil pentapeptidlerin azalmas: ve UDP baghh muramil
dipeptidlerin birikmesidir. Bu sonug¢lar PBP2a’nin dogru uzunlukta ve normal seride

peptid elde edilmesi i¢in kok peptidlerine ihtiya¢ olduguna isaret etmektedir.

c- Intakt Olmak Icin Gerekli Penta-Glisin Capraz Koprii: Glikan zincirlerini birbirine
baglayan penta-glisin ¢apraz kopriiniin yapimindan femA, femB ve femX sorumludur.
femX birinci glisini, femA ikinci ve ligiincii glisinleri, femB’de dordiincii ve besinci
glisinleri kopriiye sokar. femA ve femB arasinda degisme olmadigindan bu
proteinlerden herhangi birini kodlayan genlerin inaktivasyonu sonucu mono veya tri-
glisinli capraz kopriiler olusur. femA veya femB genlerinden herhangi birinin
inaktivasyonu sonucu bakteri icin letal oldugundan, femA ve femB proteinleri ilac

caligmalarmin yeni hedefleridir. (7).

2.1.2 Metisilin Direncini Etkileyen Eksternal Faktorler:

Tuz konsantrasyonu, pH, ortam kompozisyonu, osmolarite ve ortam sicakligi metisilin
direncini etkileyen eksternal faktorlerdir. Yiiksek (%6.5) NaCl konsantrasyonunun ve diisiik
sicakhigm (30-35°C) metisilin direncini nasil arttirdigi tam olarak bilinmemektedir. Inkiibasyon
sliresinin 18 saat yerine 24 saate uzatilmasinin da metisilin direngli suslarin saptanma sansini
arttirdig1 bilinmektedir. Gelecekte metisilin direncinin saptanmasinda mecA genini saptamaya

yonelik PCR yonteminin laboratuvarlarda yayginlagmasi beklenmektedir (7).

2.2 Vankomisin Direnci

Metisiline direngli stafilokok, Clostridium difficile ve enterokok infeksiyonlarinin
tedavisinde vankomisin kullanimindaki artis, vankomisine direncgli stafilokoklarin ortaya
cikismna onemli katkida bulunmustur. Ik kez 1997 yilinda Japonya’dan vankomisine ve
teikoplanine orta diizeyde (vankomisin MIK degeri 8 pg/mL) direngli S.aureus (VISA;

vancomycin intermediate S.aureus) susu bildirilmistir (23). Bu ilk bildirimi, ¢esitli iilkelerde

13



yapilmis ve benzer yontemlerle azalmis duyarlilig1 ortaya koyan diger calismalar izlemistir. Bu
suslarin ortak 6zellikleri hepsinin MRS A olmasi ve klonal olmamalaridir (7).

S.aureus’ta glikopeptidlere karst mutasyonel diren¢ tam bir direngten ¢ok azalmig
duyarlilik seklinde gozlenen, klinikte ender olan bir olaydir. VISA veya glikopeptidlere orta
direngli S.aureus (GISA) olarak tanimlanan direngli suslar icin vankomisin MiK’leri 4-8
pg/mL araligindadir. Bununla birlikte bu kiiltiirler icinde direnci daha yiiksek diizeyde ifade
eden kiiciik popiilasyonlar bulunmaktadir. Hayvan caligmalart VISA suslarindaki direng
diizeyinin tedavi etkinligini azaltacagini diistindiirmektedir.

VISA fenotipinin tam mekanizmasi bilinmemekle birlikte, S.aureus’un diizenleyici
genlerindeki mutasyonlara bagl olarak, bu suslarda baglantisiz prekiirsorlerin sayisinda artig
oldugu ve anormal septalarin olustugu, hiicre duvarinin kalinlastigi, duvardaki capraz bag
sayisinin azaldigir ve bu kalinlasan duvarin ortamdaki vankomisin molekiillerini sitoplazmik
membranin i¢ yilizeyindeki esas hedefleri olan yeni prekiirsorlere ulasamadan tiikettigi iizerinde
durulmaktadir (24,25). Hiicre duvarmin katmanlar1 arasinda biriken vankomisin molekiilleri
ayrica adeta bir tikac gibi davranarak yeni ila¢ molekiillerinin gecisine de izin vermemektedir
(9). Bu fenotipe uyan bir bulgu da klinikte izole edilen tiim GISA’larda peptidoglikanin ¢apraz
baglanmasinda is géren PBP4’iin saptanamayacak kadar az miktarda olmasidir (26). PBP4’iin
cok kopya sayili plazmidde diizeltilmesi ile capraz baglanma ve bu suslarda vankomisine
duyarhilig1 da diizeltmektedir. {1k ¢alismalar vankomisin direncinin ifadesinde bir dizi genin rol
oynadigini, fenotipin farkli suslarda farkli genetik mutasyonlara bagli oldugunu ve
vankomisine diren¢li mutantlarin  hipermutatdr suslardan tiiredigini diisiindiirmektedir.
Vankomisin direncinin vankomisinin bilyilk boliimiiniin sitoplazmadan ¢ikarken gercek
hedefleri olan lipid II’ye tutunmus olan peptidoglikan prekiirsoriine ulasamadan, serbest
prekiirsorler (yalanci vankomisin hedefleri) tarafindan absorbe edilmesi sonucu oldugu ileri
stiriilmiistiir. Bu nadir ancak sorunlu suslardaki vankomisin direncin anlasilabilmesi i¢in daha
ileri arastirmalara gerek vardir.

VISA fenotipi ozellikle agrll varligi ile iligkili olarak CCS5 klonal soyunda goriilmektedir
(27). Ulkemizde de bu konuda cesitli bildirimler vardir (28-30). Oranlar % 0-6 arasinda
degismektedir. Populasyon analizi ile % 18’e ulasan azalmis duyarlilik bildirilmistir. Ancak
MIK degerleri 0.125-4 mg/L olarak bildirilen bu h-VISA suslarmin klinik 6nemine ait yapilmis
bir ¢aligma bulunmamaktadir.

KNS’larda glikopeptid direnci  bildirilmistir. ~ S.aureus’takinden farkli  olarak
S.haemolyticus’taki diren¢ peptidoglikanin ¢apraz baglarmin bilesimindeki degisiklikler ile

ilgilidir. Bunun vankomisin direncine hangi mekanizma ile yol actig1 bilinmemektedir.
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2002 yilinda ABD’den bildirilen iki vankomisine direngli S.aureus (VRSA) susu,
VISA’dan tam vankomisin direnci ile (vankomisin MIK degeri >32 pg/mL) ve yayilim
mekanizmasiyla ayrilir. VISA suslarindaki kromozomal direngten farkli olarak VRSA
suslarinda direng Enterococcus faecalis’teki vanA operonunun konjugal transferi sonucu
gelismistir. Diren¢ mekanizmasindaki bu degisiklik stafilokoklar arasinda bu direncin
yayllmast acgisindan son derece Onemlidir. S.aureus’ta gliniimiizde bilinen iki direng
mekanizmasi, Peptidoglikan biyosentezindeki degisiklik ve vanA operonunun konjugal

transferidir (7).

2.2.1 Peptidoglikan Biyosentezindeki Degisiklik: VISA suslarinda goriilen bu direng
mekanizmasiyla orta diizeyde vankomisin direnci (vankomisin MiK 8-16 pg/mL) gelisir. Orta
diizeyde vankomisin direncinin nedeni peptidoglikan biyosentezindeki degisikliktir. Bu
suslardaki hiicre duvar1 daha kalm ve irregiilerdir. Peptidoglikan capraz bag sayisi1 daha az
oldugundan serbest D-Alanil-D-Alanin rezidiilerinin sayis1 daha fazladir. Capraz bag sayisinin
azalmasinin nedeni pentapeptid kopriideki D-glutamatin amidasyonu i¢in gerekli olan L-
glutamin miktarindaki azalmadir. Sonug¢ olarak vankomisini yakalayip ona baglanabilecek
daha fazla D-Alanil-D-Alanin rezidiisii oldugundan vankomisine kars1 orta diizeyde bir direng
olusur. Rezidiilere baglanan vankomisin, diger vankomisin molekiillerinin sitoplazmik
membrandaki  hedeflere  ulagmalarini  engelleyerek direnci arttirir.  Peptidoglikan

biyosentezindeki bu degisikliklerin molekiiler mekanizmalar1 heniiz bulunamamaistir (7).

2.2.2 vanA Operonunun Konjugal Transferi: Showsh ve arkadaslari, vanA iceren
enterokokal plazmidde ayrica konjugal transferin potansiyel bir hizlandiricisi oldugu diisiiniilen
seks feromonun da bulundugunu gostermislerdir. Bu VRSA izolatlarindaki vankomisin MIK
degeri >128 pg/mL’dir. Bu izolatlardaki direncin nedeni terminal peptiddeki D-Alanil-D-
Alanin’in  yerini  D-Alanil-D-Laktat’n  almast ve vankomisinin bu rezidiilere
baglanamamasidir. (7).

2002 yilinda ABD’de bir vankomisine direncli enterokok (VRE) susundan bir MRSA
susuna vanA operonunun aktarilmasiyla ilk klinik VRSA susu bildirilmistir. Giiniimiize kadar
ilki Michigan, ikincisi Pennsylvania ve ikisi New York’tan olmak iizere 4 VRSA susu
saptanmistir. VRSA gelismesi icin vanA gen kiimesini iceren Tn 1546’nin stabil olarak bir
stafilokok plazmidine aktarilmasi gereklidir. Giiniimiize kadar bu tip raporlarin sayis1 az

oldugu i¢in stabil aktarimin pek sik olmadig s6ylenebilir (9).
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Enterokoklar uzun yillar bagirsak florasmin, infeksiyon potansiyeli yiiksek olmayan
tiyeleri olarak kabul edilmislerdir. VRE’ler ortaya ¢ikana kadar da bu bakteriler ile ortaya
cikan infeksiyonlarin iizerinde pek durulmamistir. Bu bakteriler insanlarda normal
gastrointestinal sistem (GIS) florasmnin elemanlarmdan olmasinin yam sira, agiz boslugu,
vajen, hepatobiliyer sistem, yumusak dokularda hastaliga yol a¢madan kolonize
olabilmektedirler (31). Ancak son zamanlarda yayinlanan bir ¢cok arastirmada VRE’ler de dahil
olmak iizere bir ¢cok enterokok infeksiyonunun hastadan hastaya direk olarak, personelin elleri,
kontamine hasta bakim ekipmanlar1 ve ¢evre ile de indirekt olarak gec¢isin miimkiin oldugunu
vurgulamaktadir. Insanlarda 20’den fazla enterokok tiirii tanimlanmis olmasina ragmen,
bunlardan ikisi infeksiyonlarin ¢ogundan sorumludur: Enterococcus faecalis klinik izolatlarin
% 80 90’1n1, Enterococcus faecium ise % 5-15’ini olusturur (9). Enterokoklar toplumda 6nemli
bir endokardit etkeni; hastanelerde ise hastane kokenli idrar yolu, yara ve dolasim sisteminde
infeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Enterokoklar beta-laktamlar ve vankomisinin
bakterisidal etkisine toleran olduklar1 i¢in, tedavi swrasinda bakterisidal etkinlik bu ajanlarin
aminoglikozidlerle kombine edilmesi ile saglanir (9).

Enterokoklar  linkozamidler, = aminoglikozidler, trimetoprim-sulfametoksazol ve
sefalosporinlere dogal olarak direncglidir. Ayrica PBP’lerinin gerek penisiline gerekse diger
beta-laktam ajanlara afinitesi yiiksek degildir. Bu nedenle beta-laktamlarin klinik etkinligi
smirhdir. Bu durum 6zellikle penisiline karsi diisiik afiniteli PBP 5’in asir1 iiretildigi
durumlarda ve E.faecium suslarinda daha belirgindir. E.faecalis’de nadiren beta-laktamaz
tiretimine bagl penisilin direnci goriilebilir (13). Diren¢ kazandiklar1 diger antibiyotikler
arasinda aminoglikozidler (yliksek diizey), kloramfenikol, makrolid, linkozamid,
streptograminler, florokinolonlar, tetrasiklin, rifampin ve en son olarak da glikopeptidler
bulunmaktadir (9). Glikopeptidler MRSA ve diger Gram pozitif bakterilere etkili oldugu i¢in,
bu mikroorganizmalarla gelisen infeksiyonlarda yaygin olarak kullanilmistir. VRE’ler ilk kez
1988 yilinda Uttley ve arkadaslar1 tarafindan Ingiltere’den, Leclerq ve arkadaslari tarafindan da
Fransa’dan bildirilmis, bunu diger Avrupa iilkeleri ve ABD’den bildirilen olgular ve VRE
epidemileri izlemistir. Yapilan bir ¢ok calismada VRE sikliginin gittikge arttig1 ve daha 6nemli
bir sorun haline geldigi gosterilmistir (31). Giiniimiizde bir¢ok iilkede 6zellikle hastanelerde
saptanmaktadir. Bunda enterokoklarin antibiyotiklere, fiziksel etkilere, kuruluga, 1s1 ve pH
kosullarma dayamkliligi da rol oynamaktadir. Glikopeptid direnci 6zellikle E.faecium’da
yaygm olup, E.faecalis’de daha az goriilmektedir (>% 2) ve bunun nedeni aciklik
kazanmamistir. ABD’de vankomisine direngli olan E.faecium suslarinin biiyliik ¢ogunlugu

ayni zamanda ampisiline yliksek diizeyde direnclidir. Boylece enterokoklara kars1 en etkili iki
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ila¢ devre dis1 kalmaktadir. Bazi suslarda bu baglant1 fizikseldir. Tn5382 pbpS geninin hemen
altindaki bolgeye girmekte ve yiiksek diizeyde ampisilin direncine yol agmaktadir (13). Bu iki
determinant heniiz belirlenmemis bir mekanizma ile enterokok kromozomlar1 arasinda birlikte
gecmektedir.

Vankomisinin diren¢ determinantlarinin  kaynagi belli degildir. Ancak dizilerinin
kiyaslanmasi ile enterokoklarda olugsmadiklart agiklik kazanmistir. Vankomisinin 1958 yilinda
kullanima girdigi dikkate alinirsa gecikmis olarak diren¢ gelismesi biiylik olasilikla memeli
gastrointestinal sistemlerine yiiksek yogunlukta glikopeptid verilmesiyle olusmustur.

Avrupa’da bu etki daha cok iireme arttirici olarak besi hayvanlarma avoparsin
glikopeptidinin verilmesi sonucu olusmustur (32). Avrupa’da VRE izolatlar1 avoparsinin segici
etkisi ile Once hayvanlarda baslamig, sonra besin zinciri yoluyla insanlara gegmistir.
Glikopeptid antibiyotikler iceren yemlerle beslenen hayvanlardan elde edilen tiim besin
maddeleri VRE rezervuari olarak énem tagimaktadir (31). Artik hayvan suslarinin besin zinciri
yoluyla Avrupa’daki insan topluluklarina gegisine iligkin saglam kanitlar vardir (33).

Glikopeptidlerin hi¢bir zaman havyan yemlerine katilmadigi ABD’de bu gegis olayi biiyiik
olasilikla Clostridium difficile ile iliskili diare olgular1 veya olgu siiphesinde oral vankomisin
alan yatan hastalarin sindirim sistemlerinde olusmustur. ABD’deki E.faecium suslar1 biiyiik
olasilikla antibiyotik diren¢ ve virulans determinantlarini edinerek hastane ortamma iyi uyum
saglamis suslardir. Avrupa hastanelerinde toplumda kolonizasyonun c¢ok olmasina karsin
vankomisine direngli enfeksiyonlar ender iken, toplumda kolonizasyona iliskin hi¢bir kanitin
olmadigt ABD’de hastanede gelisen enterokok infeksiyonlarinmm %?25’inden fazlasmi
vankomisine diren¢li infeksiyonlar olusturmaktadir. Bunun kaynaklarinin degisik olmasi
nedeni ile oldugu tahmin edilmektedir. Yeni veriler klinik infeksiyon epidemilerinden izole
edilen vankomisine diren¢li suslarin bir cogunun o6zgiil bir klon grubuna ait oldugunu
gostermektedir. Bu da bazi E.faecium suslarmin yayilma ve klinik infeksiyon olusturma
olasiliginin daha yiiksek oldugunu diisiindiirmektedir (34).

Avoparsinin AB iilkelerinde yasaklanmasi ile hem hayvanlardaki hem de insanlardaki oran
diigmiistiir (14). 2005 yilindaki SENTRY ¢aligmasinda Fransa, Isvec ve Isvicre’de VRE orani
% 0 iken, Ingiltere’de % 66.7, Irlanda’da % 71.4’e ulasmustir. Ayn1 calismada Tiirkiye’den
giden sonuglara gore E.faecalis’teki oran % 0, E.faecium’da ise % 8.6’dir. ARMed
caligmasmda (2003-2004) ise kandan izole edilen E.faecalis’teki oran % 1, E.faecium’daki
oran ise % 4’tiir (9). Yogun bakimlarda 2002-2005 yillar1 arasinda alet kaynakli infeksiyon
hizlarin1 inceleyen cok merkezli uluslar arasi bir diger calismada ise dolasim sistemi

infeksiyonlarindan hi¢ VRE saptanmazken, kateter kaynakl idrar yolu infeksiyonlarinda VRE
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orant % 7 olarak bildirilmistir (35). Ulkemizden yapilan diger bildirimler genellikle salginlari
kapsamaktadir (36-38). Salgm dis1 donemlerde rektal siiriintii ile yapilan taramalarda bildirilen
oranlar genellikle % 1’in altindadir (39). Son yillarda baz1 Avrupa iilkelerinde 6zellikle hastane
kokenli VRE infeksiyonlarinda artis oldugu bildirilmistir. Bu infeksiyon kiimelenmelerinden
sorumlu suslar; her zaman CC17 olarak adlandirilan bir klonun iiyesidir.

Glikopeptid antibiyotikler glikan omurganin iki seker molekiiliinden biri olan NAM’a
bagl pentapeptid zincirinin ucunda yer alan Dalanil-Dalanin dipeptidine 5 hidrojen bag1 ve
yiiksek afinite ile baglanmaktadir. Bunun sonucunda hem disakkarit pentapeptid iinitenin
varolan peptidoglikan zincirine transglikozilasyonla baglanmasi, hem de D-D transpeptidazlar
araciligiyla saglam bir hiicre duvari i¢in gereken peptidoglikan prekiirsorlerinin capraz
baglanmasin1  (transpeptidasyon) engellemektedir. Bunun sonucunda peptidoglikan
prekiirsorleri hiicre i¢cinde birikmektedir (9,13)

Glikopeptid molekiillerinin  biiylik hacmi diger Onemli peptidoglikan baglanma
reaksiyonunu da (transglikozilasyon) yapisal engelleme yolu ile inhibe ediyor gibi
goriinmektedir. Vankomisinin baglandig1 6zgiil boliim pentapeptidin ucundaki D-alanil-D-
alanindir. Incelenmis olan bakterilerin cogunda peptidoglikan prekiirsorleri D-Ala-D-Ala ile
biten pentapeptidlerdir ve teorik olarak vankomisine duyarlidir. Buna karsin, vankomisin
molekiiliiniin biiyiik yapist Gram negatif bakterilerde dis membrandaki porinlerin gecis
smirlarmi astigindan vankomisin bu bakterilerde hedefine ulasamamaktadir. Bu nedenle
vankomisin sadece dig membran1 bulunmayan bakterilere kars: etkilidir. Bunlar da ¢ogunlukla
Gram pozitiflerdir (13).

VRE ise ligaz enzimi ile D-ala-D-ala ucunun yapisini degistirir ve D-alanil-D-laktat veya
serin meydana gelir. Bu uca vankomisinin baglanma yetenegi ¢ok azdir. Boylece hiicre duvari
sentezi ve lireme devam eder (31).

Enterokoklarda iki tiir direng¢ mevcuttur. Birincisi vankomisine diisiik diizeyde direng
gosteren intrensek direng, digeri ise edinsel direnctir. Direncin smiflandirilmasi Onceleri
izolatlarin MiK degerlerine gore yapilmaktaydi. Giiniimiizde ise simiflandirma spesifik ligaz
genlerinin varligima gore yapilmaktadwr. Enterokokal glikopeptid direncinin alt1 tipi
(vanA,B,C,D,E,G) vardir. Bunlardan klinik olarak en 6nemli olanlar1 vanA ve vanB’dir. vanA,
vanB ve vanD tipi diren¢ D-ala-D-lac; vanC ve vanE ise D-ala-D-ser iiretimi ile iliskilidir

(13,31).
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2.3 vanA Tipi Direnc:

vanA tipi vankomisin ve teikoplanine yiiksek diizeyde diren¢ gosteren (vankomisin i¢in
>64 pg/mL, teikoplanin icin >16 pg/mL) direng tipidir. vanA operonu ¢ogunlukla 10.4 kb lik
bir Tn3 ailesi eleman1 olup konjugatif plazmidlere girerek enterokoklar arasinda yayildigi
diisiiniilen transpozon Tn1546’da bulunmaktadir. vanA operon genlerinin farkl tiirler arasinda
dizi yoniinden oldukca korunmus olmasina karsin operonlarin ve Tnl1546’nin restriksiyon
haritalar1 klinik suslar arasinda Onemli farkliliklar oldugunu gostermektedir (40). Bu
farkliliklar daha sonra hareketli element boliimlerinin delesyonu olsun ya da olmasin cesitli IS
elementlerin insersiyonu sonucu olugmaktadir ve bazi arastirmacilar tarafindan belirli klinik
ortamlarda sugslarin baglantisin1 arastirmak icin  kullamilmistir. vanA geni Ozellikle
E.faecium’da bulunmustur. Ancak diger enterokoklarda da saptanmustir.

Vankomisin direncinin regiilasyonu ve olusumunda yer alan diger genler (vanR, vanS,
vanH, vanX, vanY ve vanZ) ve vanA geni Tnl1546 transpozonu iizerinde yer alir. E.faecium’da
bu plazmid iizerindedir. Bu genlerin ekspresyonu sonucunda D-ala-D-ala yerine D-ala-D-lac
ile sonlanan anormal peptidoglikan prekiirsorii sentez edilir. Normal peptidlerin yerine bu uca
vankomisin diisiik diizeyde baglanabilir. vanR ve vanS iki komponentli regiilatuar rol oynar.
vanH, vanA ve vanX’in transkripsiyonunu vanR ve vanS’nin olusturdugu sistem regiile eder.
vanS vankomisin varlig1 veya etkisini algilar ve vanH, vanA ve vanX promotorlarmi aktive
eden vanR’ye aktarwr. Piruvat1 D-laktata ceviren bir dehidrogenaz olan vanH, D-lac olusumunu
saglar. vanA bunu D-ala-D-lac sentezinde substrat olarak kullanir. vanA D-alanin ve D-laktati
ester bagiyla birlestiren bir ligazdir. D-ala-D-ala ile sonlanan vankomisin duyarl prekiirsorii
iretildigi miiddetce, bu vankomisin diren¢ prekiirsorii yiiksek diizey vankomisin direnci ic¢in
yeterli degildir. Bir D,D-dipeptidaz olan vanX, D-ala-D-ala’y1 hidrolize eder ve normal
pentapeptid olusumunu engeller veya azaltir. Ek olarak direncgli organizmalar baska enzimler
de iiretir: Bir D,D-karboksipeptidaz olan vanY terminal D-ala’y1 pentapeptid prekiirsorlerinden
ayirir ve vankomisinin diisiik afinite gosterdigi tetrapeptid iceren prekiirsorler olusur. Boylece
vankomisin varliginda hiicre duvari sentezi devam eder ve organizma vankomisine karsi
direngli hale gelir. vanZ’nin fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Ancak teikoplanin
direncinde rol oynayabilir. Vankomisin direnci yiiksektir (MIK >64 pg/mL ) ve indiiklenebilir.
Dirence neden olan membran proteini ancak vankomisin varliginda bakteri iiretilirse
sentezlenir. Teikoplanin ise zayif bir indiikleyicidir. Indiiklenebilir vanA direncinde yalmzca
vankomisin varliginda olusan PBP’lerin artis1 sonucunda beta-laktam antibiyotiklere kars1 asirt
duyarlilik meydana gelir. Bu da VRE’lerin tedavisinde vankomisin beta-laktam

kombinasyonunun basarisini agiklamaktadir (13,31).
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2.4 vanB Tipi Direnc:

Enterokoklarda vanB tipi glikopeptid direnci vanA ligaza yapisal benzerlik gosteren
(aminoasit dizisi %76 benzerlik) vanB ligaz ile olusur. vanB geni yine D-ala-D-lac
pentapeptidinin olusumuna neden olur. Kromozomal yerlesimlidir ancak transpozon (Tn1547,
Tn5382) veya plazmid iizerinde de olabilir ve transfer edilebilir (31). Genetik olarak vanA ve
vanB benzer olmakla birlikte aralarinda bazi farkliliklar mevcuttur. vanA’da mevcut genlerden
alt1 tanesi vanZ hari¢ vanB’de mevcuttur. vanA ile vanB arasindaki onemli bir fark vanA’nin
daha sik goriilmesi ve Avrupa’da baskin olan tip olmasidir. vanB ise daha ¢cok ABD’de
goriilmektedir (31).

Bu genlerin esas amaci pentapeptid prekiirsoriinii D-alanil-D-alanin yerine D-alanil-D-
laktat olarak degistirmek, bdylece vankomisinin hedefine olan afinitesini azaltmaktir (ortalama
1000 kat). Transpeptidasyon reaksiyonunda pentapeptidin ucundaki aminoasit ayrildigindan
hiicre duvarmin son bilesimi diren¢ determinanti tasimayanlardan farkli olmamaktadir. vanA
enterokoklar fenotipik olarak vankomisin ve teikoplanine direnclidirler, buna karsm vanB
suslar vankomisine direngli, ancak teikoplanine duyarli goriinmektedir. Bu duyarhlik,
teikoplaninin diren¢ ifadesini indiiklememesine baghdir. Ancak vanB’de tedavi sirasinda
mutasyonlarin olabilmesi ¢ok kolay oldugundan tedavide teikoplanin diis kiriklig1 yaratmistir.
Hem vanA hem de vanB operonlar1 transpozonlarda taginmaktadir (13).

vanA ve vanB operonlar1 birkag istisna disinda E.faecalis ve E.faecium’da sinirli kalmistir.
vanA determinantmin S.aureus’a in vitro olarak gecirilmesine ve en az ii¢ klinik 6rneklerden
vanA’y1 ifade eden S.aureus izolatlarmin izole edilmesine ragmen vankomisine direncli
S.aureus oldukca enderdir. Tiim olgularda direncin vanA operonuna bagl oldugu ve ayrmtil
calisilmig bir olguda gecisin E.faecalis’de genis konak araligina sahip bir plazmiddeki Tn1546
varhigr ile saglandigr gozlenmistir. Stafilokok icine girdikten sonra Tnl1546 stafilokok
plazmidine ge¢cmektedir (41, 42).

2.5 vanC Tipi Direnc:

vanC operonu E.casseliflavus ve E.gallinarum gibi daha az onemli enterokok tiirlerinde
hiicre duvari sentezi i¢cin yapisaldir. vanC suslarinda peptidoglikan prekiirsorii D-alanin-D-
serin ile sonlanmakta, vankomisin afinitesi yedi kat kadar azalmakta ve diisiik diizeyde
kromozomal direng ortaya ¢cikmaktadir. (13) E.gallinorum’da vanCl, E.casseliflavus’ta vanC2

ve E.flavescens’te vanC3 genlerinin varligi rapor edilmistir. Bu suglar sadece vankomisine
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diisiik diizeyde yapisal direng gosterir. Teikoplanine duyarlidirlar. Ayn1 zamanda D-ala-D-ala

iiretiminin yiiksek diizeyde olmas1 MiK degerinin diisiik diizeyde kalmasinin nedenidir (31).

2.6 vanD Tipi Direnc:

vanD tipi izolatlar yapisal olarak vankomisin (16-256 pg/mL) ve teikoplanine (2-64
pg/mL) direnclidir. vanD geni kromozomaldir ve konjugasyon ile transfer edilemez. E.faecium
BM4339 ile yapilan son c¢alismada tipki vanA ve vanB’deki gibi D-lac ile sonlanan
pentapeptidler peptidoglikan prekiirsorlerinin major kismini olusturur. Cok bir kismi D-ala-D-

ala ile sonlanir (31).

2.7 vanE Tipi Direnc:

vanE tipidireng E.faecalis BM4405 izolatinda tanimlanmistir. Diisiik diizeyde vankomisine
direncli (16 pg/mL) ve teikoplanine duyarhdir (0.5 pg/mL). Bu yeni direng fenotipi intrensek
vanC tipi direng ile benzerlik gosterir. Indiiklenebilir 6zelliktedir ve vankomisinle indiiksiyon

ile D-ala-D-Ser terminal dipeptidi iiretir (31).

2.8 vanG Tipi Direnc:

vanG tipi diren¢ E.faecium’da tanimlannmustir. Vankomisine diisiik diizeyde (MIK 16
pg/mL) direng gozlenirken teikoplanine duyarlidir (MIK 0.5 pg/mL). vanC ve vanE’de oldugu
gibi D-ala-D-Ser tipi peptidoglikan prekiirsorii olusturarak dirence neden olur. Nadir goriilen

bir direng tipi olup, transfer edilemez (31).

2.9 Vankomisine Bagimh Enterokoklar (VDE):

Vankomisin tedavisi altindaki hastalardan alinan primer kiiltiirlerde ¢cogunlukla vanB tipi
dirence sahip enterokoklarin iiredigi rapor edilmistir. Bu izolatlar subkiiltiirleri yapildiginda
tireyememekte, ancak vankomisin diski cevresinde veya vankomisin iceren besiyerlerinde
tireyebilmektedir. Vankomisin bagiml E.faecalis ve E.faecium kan, idrar ve digkidan izole
edilmistir. Izole edilen hastalarda vankomisin veya genis spektrumlu bir antibiyotik tedavisi ve
daha 6nce izole edilmis bir VRE hikayesi mevcuttur. Bu hastalarin kan ve idrarinda kalan
vankomisin miktari, Kkiiltiirlerinde iireyebilmeleri igcin gerekli miktarda antibiyotigi
saglamaktadir. Bu VRE ile VDE pulsed-field jel elektroforez (PFGE) ile benzer DNA paterni
gostermiglerdir. Bu da bize VDE’lerin VRE ve vankomisin bagimsiz izolatlardan
kaynaklandigmi gostermektedir. Bu organizmalar D-ala-D-ala ile biten normal pentapeptid

prekiirsorleri iiretememektedir. Endojen D-ala-D-ala ligaz enzimini kodlayan ddI’nin
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mutasyonu VDE’de oldugu gibi fonksiyonel olmayan enzimlerin iiretimine neden olur. Bu
organizmalar vankomisin indiiksiyonu sonucunda, vanA ve vanB genleri tarafindan
sentezlenen D-ala-D-lac iireterek canliliklarmi siirdiirmektedir. Diger bir deyisle vankomisin
eksikliginde hiicre yasamu icin ve hiicre duvari sentezi icin gerekli olan komponentleri
tretememektedir. Bu tip bakteriler defektif glikopeptid direngli enterokoklar olarak

tanimlanabilmektedir (31).
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3. MATERYAL VE METOD

Laboratuvarimizda kan kiiltiirleri BACTEC 9120 cihaz1 ile degerlendirilmekte,
BACTEC™ PLUS+ Aerobic/F ve BACTEC™ PEDS PLUS/F kan kiiltiir siseleri (aerobic ve
pediatrik siseler ) kullanilmaktadir. Calisma ilireme tespit edilen kan kiiltiir siselerinden alinan
materyalin Gram boyamas1 sonucunda Gram pozitif kok morfolojisi gosteren 55 adet pozitif
kan kiiltiir sisesi ile yapildi. Hastadan alinan iki kan kiiltiiriinden sadece birinde tireme bulunan
tiipler kontaminasyon olarak degerlendirilip caligmaya alinmadi. Ayn1 hastaya ait 6rneklerden
sadece biri ¢alismaya alindi. Ayrica kontaminasyon kontrolii icin 5 test bos olarak ¢alisildi.
Ayni zamanda Orneklerin subkiiltiirleri yapilarak PHOENIX PMIC/ID Panel (Becton
Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Spark, Md, USA ) (43) ile identifikasyon ve
antibiyogramlar1 yapildi. Test sonuglar1 iki giin sonra ¢ikan diger sonuglarla karsilastirildi.

Genotype® BC grampositive testi DNAe STRIP® teknolojisine dayali ve asagidaki Gram
pozitif bakteri tiirlerinin identifikasyonuna imkan taniyan bir testtir.

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S.
simulans, S. warneri, Streptococcus agalactiae, Streptococcus bovis, Streptococcus
anginosus/constellatus/intermedius/mutans/sanguis, Streptococcus mitis/oralis, Streptococcus
dysgalactiae ssp. equisimilis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus gallinarum ve Enterococcus
casseliflavus.

Bu test ayni zamanda metisilin direncine aracilik eden mecA genini ve vankomisin
direncine aracilik eden vanA, vanB, vanC1 ve vanC2/C3 genlerini de tespit edebilmektedir.

Genotype® BC grampositive test prosediirii iiretici firma tarafindan tanimlanan 3 fazi
icermektedir. ik olarak pozitif kan kiiltiiriinden DNA izolasyonu &zel bir teknoloji ile Geno *
CARD®lar kullanilarak saglanmaktadir. Burada kagida dayali bir DNA izolasyon sistemi
saglanmaktadir. Ardmdan biyotinlenmis primerler kullanilarak multiplex amplifikasyon
(Termostabil DNA polimeraz gereklidir) yapilmakta, son olarak ta strip bazli revers
hibridizasyon ile sonuclar degerlendirilmektedir. Hibridizasyon; amplifikasyon iiriinlerinin
kimyasal denaturasyonu, biyotinle isaretlenmis amplikonlarin, tek iplik¢iklerin membrana
bagl problar ile hibridizasyonu, stringent yikama, ek olarak streptovadin/alkalin fosfataz (AP)
konjugat ve AP ile iligki kuran boyama reaksiyonu ve elde edilen bantlarm yorumlanmasi
basamaklarimi igermektedir.

Kalite kontrol icin stripler 2 kontrol zonu igermektedir. Universal kontrol (UC) direk

olarak yiiksek bir sekilde korunmus biitiin bakteri tiirlerinde yaygin olarak bulunan DNA
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bolgelerine karsi her stripte bulunan bir bolgedir. Bilinen tiim bakteri tiirlerini tespit eder.

Bakteriyel DNA varliginda dogru bir sekilde DNA izolasyonu ve amplifikasyonu oldugunu

gosterir. Konjugat kontrol (CC) zonu ise konjugatin stripe baglandigmi ve sonrasindaki dogru

kromojenik reaksiyonun oldugunu kontrol eder.

Test Prosediirii:

DNA izolasyon ve Amplifikasyonu

Kan Kkiiltir siselerinden alman 15 pL materyal Geno » CARD® ‘larm yuvarlak
kisimlarina pipetlenmistir.

Geno * CARD® ‘lar 15 dakika 37-40°C de kapag acik bir sekilde kurutma kabinlerinde
kurutulmustur.

Her 6rnek i¢in iki ayr1 PCR reaksiyonu yapilmstir. Bir PNM BC grampositive 1 ve bir
PNM BC grampositive 2 kullanilmig ve dogru sonuglar bu sekilde 2 ayr1 reaksiyonla
elde edilmistir.

Ornekler icin biitiin reagentleri iceren 2 ayr1 karisim hazirlanip iyice karistirilmistir

(vorteks yapilmamustir). PCR tiipiinde 45.4 pL. karisim mevcuttur.

Her tiipte

35 uLL PNM BC grampositive 1 veya bir PNM BC grampositive 2,

5 uLL PCR Buffer (Hot Start PCR Buffer) (polimeraz inkiibasyon buffer),

5 u MgCl; soliisyonu,

0.4 pL termostabil DNA polimeraz (hot start DNA polimeraz) bulunmaktadir.

Disklerin toplanmasi:

Ozel bir delge¢ yardimiyla kurumus olan Geno « CARD® ‘lardan 4 disk amplifikasyon

karisiminin i¢ine konulmus, disklerin amplifikasyon miksine karismis olmasma dikkat

edilmis, tiip duvarma yapismis olanlar mixin icine karigacak sekilde elle calkalanmistir.

Kontaminasyon kontrolii i¢cin karisim disk eklenmeden de kullanilmistir. Multipleks PCR

icin Gene Amp © PCR System 9700 (thermocycler cihazi) kullanilmustir.

95 °C’de 5 dakika I siklus,

95 °C’de 30 saniye } ‘
58°C’de 2 dakika 10 siklus
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95 °C’de 25 saniye
53 °C’de 40 saniye 20 siklus
70 °C’de 40 saniye

70 °C’de 8 dakika 1 siklus ile final uzatma yapilmistir.

Ornekler amplifikasyon reaksiyonunu kontrol etmek igin %3’liik agaroz jel

elektroforezde kontrol edilebilmektedir.

Hibridizasyon

Hibridizasyon manuel veya otomatize olarak (Auto-Lipa cihaziyla) yapilabilir.
Otomatize sistem olarak laboratuvarimizda TECAN ProfiBlot T48 Auto-Lipa cihazi
bulunmaktadir. Calismada bu cihaz kullanilmistir.

Once calkalamali su banyosu ya da Twincubator’iin 1sis1 45°C ‘ye kadar getirilip
uygun Auto-Lipa programi agilir. Hibridizasyon ve Stringent soliisyonlar1 37-45°C’ye
kadar 1sitilir. Konjugat ve substrat konsantreleri kendi sulandirma soliisyonlar: ile 1/100
oraninda sulandirilir. Her Ornek i¢in iki amplifikasyon reaksiyonu yapilmistir. Bunlar
birlikte tek striple hibridize edilir. 40 pL denaturasyon soliisyonu her trayin (striplerin
yerlestirildigi plate) drneklerin ¢alisilacagi kuyucuklarin koselerine pipetlenir. 20 pL. PCR
ile cogaltilmis Ornekler (her iki amplifikasyon reaksiyonu i¢in ayri ayrt 20’ser pL)
denaturasyon soliisyonuna pipetlenerek karigtirilir ve oda sicakhiginda 5 dakika inkiibe
edilir. Sonrasinda stripler yerlestirilir ve her bir kuyucuga 1 ml hibridizasyon soliisyonu
konur. Belli dongiilerden sonra konjugat ve substrat soliisyonlar1 konularak sonuglar

degerlendirilir.
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4. BULGULAR

Calisma pozitif sinyal veren kan kiiltiir siselerinden Gram boyama sonucunda Gram pozitif
kok morfolojisi gosteren 55 adet pozitif kan kiiltiir sigesi ile yapildi. Ayrica kontaminasyon
kontrolii i¢in 5 test bos olarak calisildi. Ayn1 zamanda Orneklerin subkiiltiirleri yapilarak
PHOENIX PMIC/ID Panel (Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Spark, Md,
USA ) (43) ile identifikasyon ve antibiyogramlar1 yapildi. Test sonuclar1 iki giin sonra ¢ikan
diger sonuglarla karsilastirildi. Genotype® BC grampositive test ve PHOENIX PMIC/ID Panel

ile elde edilen sonuglar tabloda verilmistir.
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Tablo 1: 55 ornekten Genotype®BC grampositive testi ve PHOENIX PMIC/ID Panel ile

yapilan identifikasyonlarin karsilagtirilmasi

Ornek Sayis1 PHOENIX PMIC/ID Panel Genotype®BC mecA veya van
grampositive genleri

15 MR S.epidermidis S.epidermidis mecA

8 MS S.aureus S.aureus -

7 MR S.hominis S.hominis mecA

7 MS S.hominis S.hominis -

3 MR S.hominis S.hominis, S.epidermidis b mecA

4 E.faecalis E.faecalis -

1 MS S.hominis S.hominis mecA”

1 S.saprophyticus -3 mecA’

1 MR S.saprophyticus -4 mecA

2 E.faecium E.faecium -

1 Vankomisine diren¢li E.faecium E.faecium vanA

1 MS S.warneri S.warneri -

1 MR S.aureus S.aureus mecA

1 MS S.haemolyticus S.haemolyticus mecA®

1 MR S.epidermidis S.epidermidis, S.hominis’ mecA

1 MR S.epidermidis S.aureus, S. epidermidis8 mecA

MR: metisiline diren¢li MS: metisiline duyarl

Ug érnekte Phoenix ile MR S.hominis sonucu alinmis, ancak Genotype testi ile mecA geni ve S.hominis’e ek

olarak S.epidermidis tespit edilmigtir'. Bir érnekte MS S.hominis sonucu alinmisken Genotype testi ile ek olarak

mecA geni bulunmustur®. Iki Grnekte S.saprophyticus susu izole edilmis ancak panelde olmadigindan Genotype

testi ile identifikasyon yapilamanustir >*. Yine bu suslardan biri metisiline duyarli gériindiigii halde Genotype

testi ile mecA geni tespit edilmistir’. MS S.haemolyticus olarak izole edilen bir susta test yine buna ek olarak

mecA genini saptanmignr®. MR S.epidermidis olarak izole edilen bir susta Genotype testi S.epidermidis ve mecA

genine ek olarak S.hominis’i’; benzer sekilde MR S.epidermidis olarak izole edilen diger bir susta da Genotype

testi S.epidermidis ve mecA genine ek olarak S.aureus’u tespit etmistir’.
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Elde edilen hibridizasyon 6rnekleri sekil 3’te gosterilmistir.

Sekil 3: Hibridizasyon Ornekleri
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5. TARTISMA

Otomatize devamli monitorize edilen kan Kkiiltiir sistemleri bakterilerin tespit edilme
zamaninda 6nemli bir kisalma saglamistir (2,6). Bir ¢cok hastanede standart laboratuvar teknigi
olarak genellikle siirekli okuma yapan bu sistemler kullanilmaktadir. Bu otomatize sistemler
mikroorganizmanin {iretti§i CO;’yi monitdrize eden sistemlerdir. BACTEC sistemi
mikroorganizmanin metabolizmas:1 sonucu ortaya c¢ikan CO’in saptanmasi i¢in floresan
sensorler kullanmaktadir. Pediatrik Ornekler resin iceren kan kiiltiir siselerine ekilmektedir
(Peds Plus; Becton Dickinson). Daha sonra konvansiyonel yontemlerle taniya gidilmektedir.

Ureme tespit edilen siselerden subkiiltiirler ve daha sonra identifikasyon ile birlikte
antibiyogram yapilmaktadir. Bu siire pozitif sinyal alindiktan sonra 2 giinliik bir zaman
almaktadir. Ancak optimum tedaviye yonlenmek i¢cin daha da hizli identifikasyon sistemleri
gerekmektedir. Bakterilerin hizli ve giivenilir bicimde direk olarak kan Kkiiltiirlerinden
identifikasyonu klinik pratikte uygun antimikrobiyal tedavinin se¢iminde Onemlidir. Bu
gercekten hareketle bir cok calisma yapilmis, erken tamimlamanin klinik olarak faydalar:
belirtilmistir.

Bir ¢ok ¢alismada hizli identifasyonun klinik etkileri arastirilmistir. Bu amacla kullanilan
yontemlerin sonuglara etkileri bildirilmistir. Hautala ve ark. (44) toplum kaynakli, hastane
kaynakli ve hematolojik iinitelerdeki infeksiyonlar olmak iizere ii¢ farkli kategori i¢in pozitif
sinyal veren kan Kkiiltiirlerinden yaptiklari Gram boyamanin sonuglarma gore hastalarin
tedavilerini yonlendirmislerdir. Sepsiste erken tedavi ve baslanilan ilacin 6nemine vurgu yapan
yazarlar bu yOntemin kullanilmasini tavsiye etmisler ve erken tedavinin hastanede kalig
stiresini kisalttigini1 belirtmislerdir.

Veijola ve ark. (45) pozitif sonu¢ veren BacT/ALERT kan kiiltiir siselerinden Gram
boyama yapmislar ve sonucu klinisyenlere telefonla bildirmislerdir. Bu sonuglarla erken
ampirik tedavi baslanmasinin faydasini vurgulamislardir.

Kan kiiltiirlerinden Gram boyama yapilmasiyla ilgili raporlarmm azlhigmma vurgu yapan
Sggaard ve ark. (46) Gram boyama sonucu c¢esitli morfolojik gruplar tamimlamiglardir (Gram
pozitif kiime yapmus koklar, Gram pozitif diplokok veya zincir yapmis koklar, Gram pozitif
comaklar, Gram negatif kok veya comaklar gibi). Bunun yaninda tecriibeli teknisyenlerce
Gram boyamanin yapilmasinin ve bildirilmesinin, pahali olmayan, hizli ve yiiksek derecede
hassas bir yontem oldugunu vurgulamiglar, uygun antimikrobiyal tedavinin baslanmasi

konusunda faydali oldugunu belirtmislerdir. Bouza ve ark. (47) ise her gecen giin mortalitenin
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1-2 kat arttigim1 belirtmisler ve bu yiizden Gram boyamanin ve diger hizli teshis metodlarinin
onemli oldugunu vurgulamiglardir.

Murdoch ve Greenlees (48) BacT/ALERT kan Kkiiltiir siselerinde S.aureus’un diger
stafilokoklardan Gram boyama karakterleri yoniinden farkliligini degerlendirmisler ve %89
duyarhlik %98 ozgiillik oram1 bulmuslardir. Ureme goriilen BacT/ALERT kan Kkiiltiir
siselerinden Gram boyama yapilip degerlendirilmesinin S.aureus bakteriyemisinin hizl
tanisinda gerekli oldugunu savunmuslardir. Simdiye kadar klinik mikrobiyologlarin bu
yontemi kullanmadiklarmi vurgulamislardir. Ancak bagka bir laboratuvardan aldiklar1 pozitif
BACTEC siseleri icin ayni sekilde ayrim yapmanin giivenilir olmadigmi da belirtmislerdir.
Aerobik BacT/ALERT siselerinde S.aureus’un 1pm den biiyiik, tipik olarak 8-32 hiicrelik siki
kiimeler yaptigini, hiicrelerde boyut farki olmadigini, KNS’lerin ise degisik boyutlarda ve tipik
olarak 1 um den kiiciik, tetrat veya 16 hiicreye kadar kiiciik kiimeler yaptigin1 gostermislerdir.

Bu calismada ise S.epidermidis ve S.hominis’in birlikte tespit edildigi dort Ornekten
ikisinde polimikrobiyal tireme Gram boyama ile tahmin edilebilmis ancak diger iki 0rnek i¢in
herhangi bir tahminde de bulunulamamustir. S.aureus ve S.epidermidis’in birlikte tespit edildigi
bir ornekte yine Gram boyama ile polimikrobiyal iiremenin tahmini miimkiin olmustur.
Polimikrobiyal tireme goriilen bes ornekten ikisi i¢in herhangi bir ongorii yapilamamas1 bir
eksiklik olmakla birlikte, farkli morfolojik sekillerin goriilmesi bize polimikrobiyal iiremeyi
tahmin etme firsat1 vermistir. Ayrica deneyimli gozlerle Gram boyama ile streptokoklar ve
stafilokoklarin ayirimi miimkiin olabilmektedir. Ancak Murdoch ve Greenlees (48)’in
BacT/ALERT kan kiiltiir siseleri icin belirttigi aymrimin, BACTEC kan Kkiiltiir siseleri igin
gecerli olmadigi tarafimizdan da teyid edilmistir. Baz1 koagiilaz negatif suslarinin S.aureus’a
benzer biiyiik hiicreli kiimeler yaptig1 goriilmiistiir. S.aureus izolatlarinin ¢ogunlugunda biiyiik
hiicreli kiimeler olmakla birlikte bazi 6rneklerde kiigiik hiicreli kiimeler de tespit edimistir.
Dolayisiyla BACTEC siselerinden yapilan Gram boyama ile S.aureus ile KNS’lar1 kesin olarak
ayirmak miimkiin olmamustir.

Kan Kkiiltiirlerinin yorumlamasindaki en ©nemli asamalardan biri siiphesiz Gram
boyamadir. Yukarida anlatilmis olan bir ¢ok ¢alismada Gram boyamanin hayati 6nemine atif
yapilmistir. Imkanlar1 daha kisith olan laboratuvarlar i¢in de 151k tutucu bilgiler iceren bu
caligmalar, sadece Gram boyama sonuclari ile dahi Onemli avantajlar saglandigini
vurgulamustir.

Molekiiler yontemler kullanilarak yapilan hizli identifasyonun klinik etkilerini inceleyen

calismalar da mevcuttur. Bunlardan bir olan Carver ve ark. (49) nin ¢aligmasinda bakteriyemili
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hastalarda mecA gen testinin yapilmasiyla optimal antimikrobiyal tedaviye erken baslandigi
icin mortalitenin diistiigii bildirilmistir.

Hallin ve ark. (50) S.aureus suslarmin ve metisilin direncinin PCR testleri kullanilarak
identifiye edilmesinin klinik etkilerini arastirdiklarinda, hastalarin %25’inde antimikrobiyal
terapide faydali modifikasyonlar yapma imkani sagladigini bulmuslardir.

Kerremans ve ark. (51) hizli identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik testlerinin antibiyotik
kullanimimi azalttigmi ve direk patojene etkili antibiyotik kullanimini sagladigini tespit
etmislerdir.

Bu konuda ayrintili bir arastirma yapan Forrest ve ark. (52) calismalarinda ileride daha
ayrmtili anlatilacak bir metodla erken teshisi saglamis, sonugta hastanede kali siiresinin erken
tant grubunda 4-6 giin arasi bir siire kisaldigini ve bunun anlaml oldugunu goéstermislerdir.
Sonucta hizli identifikasyon yapilan grupta hastane maliyetleri hasta basma ortalama 4000
dolar diigsmiistiir. Alman erken sonugla kontaminasyon erkenden tespit edilip gereksiz ampirik
vankomisin kullanimi da 6nlenmistir.

Kan Kkiiltiirlerinden direk tani amaciyla bir ¢ok arastirmaci farkli molekiiler metodlar
kullanmislardir. Bu konuda ilk ¢alismalardan biri 1996 yilinda Carroll ve ark. (53) tarafindan
yapilmistir. Arastirmacilar direk olarak BACTEC kan kiiltiir siselerinden koagiilaz pozitif ve
negatif suslari, metisilin direncini degerlendiren bir PCR sistemi gelistirmisler ve bu sistemle
elde edilen sonuglarin kiiltiir sonuglariyla %100 uyumlu oldugunu bildirmislerdir. PCR ve
agaroz jel elektroforezi ile sonuclar iic saatten daha kisa zamanda degerlendirilmistir.
Staphylococcus aureus i¢in standart duyarhilik sonuglari ile %99 korelasyon bulunmustur. Ayni
zamanda mecA geni de tespit edilebilmistir.

4 saat kadar siiren bir identifikasyon sistemi tanimlayan Anthony ve ark. (54) bakteriyel
23S ribozomal DNA nm cesitli bolgelerini PCR primerleri kullanarak amplifiye etmisler daha
sonra oligoniikleotidlerin bulundugu bir panelle revers hibridizasyonla taniya gitmislerdir.
Panelde S.aureus, S.epidermidis, S.warneri, S.saprophyticus, S.xylosus, S.cohnii, S.simulans,
S.hominis, S.haemolyticus, E.faecium, E.faecalis, Viridans grup streptokoklar, Streptococcus
anginosus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes i¢in oligoniikleotidlerin
bulundugu belirtilmistir. Ureme gorillen 158 kan Kkiiltiirinden yapilan ¢ahsmada dogru
identifikasyon orani 125 adet (%79.7) olarak bildirilmistir. Bununla birlikte biitiin S.aureus
izolatlar1 dogru olarak identifiye edilmistir. Arastirmacilar nispeten yetersiz bulduklar1 sistemin
maliyet arttirilmadan gelistirilmesi gerektigini vurgulamislardir.

Jordan ve Durso (55) yenidogan bakteriyemisini erken saptamak i¢in 16S rRNA genini
kullandiklar1 PCR ile BACTEC 9240 (Becton Dickinson, Sparks, Md.) cihazi ile tespit edilen
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sonuclar1 karsilastirmistir. PCR tabanli test 9 saat stirmiistiir. PCR amplifikasyonu ve DNA dot
blot hibridizasyon yapilmustir. Isaretli oligoniikleotid problar kullanilmis ve denatiire edilmis
PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez ile saptamasi yapilmistir. BACTEC sistemi ile
karsilastirildiginda duyarliligns %96 ozgilligii %99.4 olarak bulunmustur. Arastirmacilar
tedaviye erken baslanabilmesi ve erken izolasyon imkani nedeniyle bu yOntemi tavsiye
etmislerdir. Arastirmacilar 11 KNS, 4 S.aureus, 4 Enterococcus sp. 4 E.coli, 1 Klebsiella
pneumoniae, 1 Bacillus sp. tespit etmislerdir.

Lem ve ark. (56) BacT/Alert kan kiiltiir siselerinde bulunan sodyum polianetolsulfonat
(SPS)’1 uzaklastirmak i¢cin benzil alkol-guanidin hidroklorid ekstraksiyon metodu
kullanmislardir. Stafilokoklardaki mecA, S.aureus’a spesifik olan bir bdlge olan termoniikleaz
geni (nuc), ve 16S rRNA genlerinin amplifikasyonu i¢cin multipleks PCR kullanmislardir. Rutin
fenotipik testlerle karsilastirildiginda duyarliligini ve 6zgiilliigiinii miikemmel bulmuslardir.
Ancak bu PCR testi metisiline direngli KNS (MRKNS) ve MSSA’nin birlikte bulunmasi
halinde MRSA gibi yanlis bir sonu¢ vermektedir. Ciinkii sistem sadece mecA genini,
stafilokoklarda genel olarak bulunan bir 16S rRNA bolgesini ve S.aureus’a 6zel nuc genini
tespit edebilmektedir. PCR GeneAmp PCR System 9600 thermal cycler cihazi ile yapilmustir.
Etidyum bromid ile isaretli amplifiye iiriinler %1.5’luk agaroz jel elektroforezde UV 15181
altinda degerlendirilmistir. Sonuclarin degerlendirilmesi 4 saat kadar bir zaman almigtir.

Maes ve ark. (57) cinse spesifik 16S rRNA, mecA ve nuc genlerini hedef alma esasina
dayali gelistirilmis bir tripleks PCR testini kullanmislardir. Test ile S.aureus’u, dolayli olarak
koagiilaz negatif stafilokoklar1 ve mecA genini tespit edebilmislerdir. BACTEC-Plus (Becton
Dickinson) siselerinin kullanildigi ¢alismada iireme tespit edilen 61 siseden Gram boyama
sonrasi calisma yapilmis 59’unda (%98) konvansiyonel metodlarla uyumlu sonuglar elde
etmislerdir. Agaroz jel elektroforezinde degerlendirme yapilmis, sonuglar iireme tespitinden 6
saat sonra degerlendirilebilmistir.

Louie ve ark. (58) BacT/Alert (Organon-Teknika, Durham, N.C.) kan kiiltiir siselerinden
alman materyalden multiplex PCR’a dayali nuc, mecA, ve bakteriyel 16S rRNA genlerini
tanimlayan bir test tanmimlamiglardir. DNA  ekstraksiyonu, PCR, ve sonuglarin
degerlendirilmesi 2.5 saat siirmiistiir. Testin duyarliigi %99.2 o6zgiilligii %100 olarak
tanimlanmigtir. DNA ekstraksiyonu, ardindan PCR [GeneAmp 9600 thermocycler (Applied
Biosystems)] ile amplifikasyon yapilmistir. Daha sonra agaroz jel elektroforezi ile taniya
gidilmigtir. Bu son 3 testte KNS’ler dolayli olarak tespit edilmektedir. Bu da Lem ve
arkadaslarinmn  belirttikleri gibi hata yapma olasiligi bulunan testlerden biri olarak

degerlendirilmistir.
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Marlowe ve ark. (59) Direk olarak rRNA hedeflerine yonlenen DNA problar: kullandiklar:
caligmalarinda otomatize olarak hibridizasyon ve analiz yapan ve sonu¢ veren bir cihaz
kullanmiglardir. Prob analizi, hybridization protection assay (HPA) ad1 verilen hibridizasyon
koruma testi ile yapilmistir (60). Kemiliiminesan akridinyum ester bagh tek zincirli DNA
problar1 kullanilmistir. Bu problar mikroorganizmanin komplementer oldugu rRNA bdlgesine
baglanmistir. Bu karisim 96’lik mikro plate’lere konularak kurutulmustur. Daha sonra
otomatize olarak hibridizasyon ve analiz yapilmis ve rapor alinmistir. HPA ile sonu¢lar Gram
boyama sonucundan 1 saat sonra goriilebilmistir. Sonuglar konvansiyonel test metodlariyla
karsilagtirilmistir. 384  sinyal pozitif 6rnek 60 Enterobacteriaceae, 10 Pseudomonas
aeruginosa, 10 diger gram negatif bakteriler, 40 Staphylococcus aureus, 152 koagiilaz negatif
stafilokok, 28 streptokok, 22 enterokok, 21 diger Gram pozitif bakteriler, 8 anaerob, 16
fermenter organizma tespit edilmistir. 17 Kkiiltiir polimikrobiyal olarak degerlendirilmistir.
Sistemin duyarlilig1 %100, 6zgiilligii %96 olarak bulunmustur.

Christensen ve ark. (61) yaptiklar1 calismada 16S ribozomal DNA (rDNA) sekans
farkhiligina bagh olarak terminal restriksiyon fragman (TRF) uzunluk polimorfizmi (T-
RFLP)’ni saptamanin avantajina dikkat cekmislerdir. Her organizmanin terminal restriksiyon
fragman Ol¢iisiiniin degisik oldugunu vurgulamislardir. Calismada 16S rDNA-spesifik floresan
boya ile isaretli primerler kullanilmistir. Pozitif BacT/Alert siselerinden calisilan test 8 saat
icinde sonu¢ vermistir. Gram boyama sonucu calismaya baslanmis, sonucglar otomatize Vitek
System (bioMe Tieux) ile karsilastirilmisti. DNA ekstraksiyonu QIAmp DNA Mini kit
(Qiagen, Inc., Valencia, Calif.) ile yapilmis, nuc ve mecA genleri tespit edilebilmistir. 16S
rDNA TRF uzunluk analizi model 377 automated sequencer (Applied Biosystems Instruments,
Foster City, Calif.) elektroforez ile yapilmistir. Test kanda sik goriilen patojenleri cins
diizeyinde tespit edebilmistir (Staphylococcus spp., Enterococcus spp., Streptococcus spp.).

Levi ve Towner (62) ticari bir gen prob hibridizasyon testi olan EVIGENE’1 ( Statens
Serum Institut, Kopenhag, Danimarka) kullanmislardir. Bu test kan kiiltiirlerinden 7 saat i¢inde
dogrudan S.aureus’un identifikasyonunu yapabilmektedir. EVIGENE MRSA Detection Kit
mikrokuyucuk formatinda olup stafilokoklara spesifik 16S rRNA’y1, mecA ve nuc gen
sekanslarini hedef almakta, KNS’yi ve S.aureus’u dolayl olarak ayirabilmekte, ayrica metisilin
direncini de tespit edebilmektedir. Ornegin lizisini takiben 16S rRNA, mecA ve nuc problari
eklenmis, hibridizasyon sonucu kolorimetrik reaksiyon 6zel striplerle degerlendirilmistir.

Lindholm ve Sarkkinen (63) yaptiklar1 calismada AccuProbe (Gen-Probe, Inc., San Diego,
Calif.) testinin performansini degerlendirmislerdir. Bu sistemin S.aureus, S.pneumoniae,

enterokoklar, grup A ve B streptokoklar1 degerlendirebildigi belirtilmistir. S. aureus probu’nun
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Ozgillugii cok yiiksek olmakla birlikte (%99.8) duyarliligi diisiik bulunmustur (%72.4).
Enterokoklar ile grup A ve B streptokoklar1 degerlendiren prob ise miikemmel olarak
degerlendirilmistir. Ureme goriilen kan Kkiiltiir siselerinden Gram boyama yapilmis ve Gram
pozitif kok morfolojisi gosteren siselerdeki materyal, S. aureus’a ait, enterokokal ve
streptokokal rRNA’lar i¢in taranmistir. Gram boyamada kiime yapmis koklar goriildiigiinde S.
aureus probu kullanilmis, ciftler veya zincirler goriildiigiinde ise Streptococcus pneumoniae,
enterokokal, grup A ve B streptokokal problar kullanilmistir. Ayn1 zamanda subkiiltiirler
yapilip konvansiyonel yontemlerle degerlendirilmistir. AccuProbe teknolojisinde (Gen-Probe)
direk olarak hedef organizmanin rRNA sina baglanan kemiliiminesan akridinyum esterle
isaretli DNA’lar kullanilmigtir. Hibridize problardaki kemiliiminesans Gen-Probe Leader 50/
luminometre ile dl¢iilmiistiir. Test bir saat kadar bir siirede sonu¢ vermistir.

Wellinghausen ve ark. (64) BACTEC kan kiiltiir siselerinde, pozitif olan kan kiiltiirleri i¢in
“Hyplex BloodScreen Multiplex PCR-Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” sistemini
kullanmiglardir. Test bakteriyel DNA’nm multipleks amplifikasyonunu takiben ELISA tabanli
bir format i¢inde olan bir hibridizasyon sistemi ile PCR {iriinlerinin spesifik oligoniikleotid
problar kullanilarak hibridizasyonuna dayanmaktadir. Pozitif 6rnekler ELISA plate’lerinde
optik dansitenin Ol¢iimii ile identifiye edilmektedir. 4.5 ile 6 saat arasinda zaman alan bu test
ile Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis/Enterococcus
faecium, Streptococcus pyogenes, ve Streptococcus pneumoniae, aynt zamanda stafilokokal
mecA geninin tespiti miimkiin olmustur. Testin duyarliligr %96.6 ile %100 arasinda degisiklik
gostermistir. Ozgiilliigii ise %97.7 ile %100 arasinda bulunmustur. mecA geni sonuglar ise
fenotipik oksasilin diren¢ testiyle uyumlu c¢ikmustir. Bu sistemin kanda sik rastlanan
patojenlerin tespitinde cok uygun bir sistem oldugu vurgulanmaistir.

Fujita ve ark. (65) pozitif sonu¢ veren Bact/Alert siselerindeki materyalden 16S-23S rRNA
geninin analizinin yapildig1 bir PCR yontemi olan internal transcribed spacer (ITS) PCR’1n
yapildigi, ardindan da mikrogip jel elektroforez (MGE) ile sonuglarin degerlendirildigi bir
sistem tanimlamislardir. Stafilokok tiirlerini ve mecA genini tespit ettikleri bu yontemle 1.5
saatte sonu¢ almislar, MRSA ve MSSA’lar1 %89 oraninda dogru olarak degerlendirdiklerini
belirtmislerdir.

Internal transcribed spacer (ITS) PCR primerleri Saruta ve ark. (66) tarafindan
tanimlanmustir. Saruta ve arkadaglar1 prokaryotic 16S-23S spacer bolgeleri cogaltmislar ve
buna Internal transcribed spacer (ITS) PCR adimi vermislerdir. Microgip jel elektroforezi
microchip electrophoresis instrument (model SV1100; Hitachi Electronics Engineering Co.

Ltd., Tokyo, Japan) kullanilarak yapilmistr. MGE icin 0.1 mm genisliginde 0.03 mm
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derinliginde ve 45 mm uzunlugunda kanalciklar kullanilmigtir. Kanalciklar ethidium bromide
iceren %0.6’likk hydroxypropyl methylcellulose ile doldurulmus daha sonra PCR iiriinleri bu
kanalciklarda degerlendirilmistir (67).

Cleven ve ark. (68) onemli bakteriyemi nedeni olan S.aureus’u tespit edebilen bir prototip
DNA mikroarray gelistirmislerdir. Bu testte cesitli yonetici proteinleri, virulans faktorlerini,
antibiyotik diren¢ determinantlarini kodlayan genleri ifade eden spesifik problar kullanilmigtir
[S. aureus diren¢ geni probu mecA, aacA-aphD (gentamisin direnci), ermA (erithromisin
direnci), blaZ (penisilin direnci)]. Pozitif kan kiiltiiriinden 6nce DNA ekstraksiyonu, ardindan
floresanla isaretleme yapilmis, DNA ciplerinde hibridizasyon isleminden sonra lazerle tarama
ile sonuclar analiz edilmistir. Tarama islemi i¢cin Scan Array 5000 laser scanner (Perkin-Elmer)
kullanilmis ve sonuglar bilgisayarda degerlendirilmistir. Sonuglar konvansiyonel metodlarla
%100 uyumlu bulunmustur. Sonuglarin alinmast 8 saat siirmiistiir. Siire bakimindan
dezavantajh goriilen bu sistem daha cok epidemiyolojik amagh caligmalar i¢in Onerilmistir.

Ligase detection reaction (LDR) orjinalinde tek baz mutasyonlarini, polimorfizmini tespit
etmek i¢in tasarlanmigtir. Multipleks olarak ta kullanilabilen LDR multipleks PCR ile kombine
kullanildiginda kanser genlerindeki mutasyonlar1 ve tek niikleotid polimorfizmini tespit
edebilen bir test olarak bildirilmistir. Pingle ve ark. (69) PCR-ligase detection reaction-
capillary electrophoresis (PCR-LDR-CE) assay’i tamimlamiglar ve bu testin kan kiiltiirlerinden,
S.aureus (ATCC 700699D), S.epidermidis (ATCC 12228D), E.faecalis (ATCC 700802D),
S.pneumoniae (ATCC BAA-334D ve ATCC 6308D)’y1 tespit edebildigini belirtmislerdir. PCR
16S rRNA’daki iki ayr1 bolge i¢in primerler kullanilmis, daha sonra gelen LDR ile amplifiye
edilmis iki PCR iiriiniindeki tek niikleotid polimorfizmi arastirilmigtir. Daha sonra kapiller
elektroforez ile sonuglar degerlendirilmistir. Test ile 4 saat icinde sonug¢ alinabilmistir. Ancak
bu testte calistigimiz testten ve diger calismalardan farkli olarak klinik Orneklerden alinan
materyaller degil, bilinen standart suslar kullanilmig, sivi  besiyerinde iiretilen
mikroorganizmalar kan kiiltiir siselerine aktarilmis ve 4 saat kadar bir siire iginde
pozitiflesmesi saglanmistir. Buradan alinan materyal kullanilarak sonuca gidilmistir.

Tang ve ark. (70) stafilokoklarda tiir diizeyinde tamimlama yapabilen, PVL ve direng
determinantlarini belirleyebilen StaphPlex sistemini gelistirmisler, 18 gen hedefini es zamanl
tek reaksiyonla amplifiye etmislerdir. Calismaya kiime yapmis Gram pozitif koklarin
gorildiigi kan kiiltiir giseleri alinmistir. Calisma sonuclar1 fenotipik yOntemlerle
karsilastirilmistir. S.aureus (nuc geni)) MRSA, MSSA, KNS ve KNS-MRSA, KNS-MSSA
miks infeksiyonlar i¢in uygunlugu %91.7 olarak, KNS’da tiir diizeyine inilince S.epidermidis,

S.haemolyticus, S.hominis, S.lugdunensis i¢in %80.1 uygunluk bulunmustur. aacA
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(aminoglikozid), ermA, ermC (MLSB), tetM, ve tetK (tetrasiklin) genleri icin major hata
bulunmustur. mec tiplemesi ve PVL’i saptamada sistem %100 duyarli, 6zgiilligii ise sirayla
%95.5 ve %100 olarak bulunmustur. Sonuclar 5 saat icinde alinmistir. DNA ekstraksiyonu
sonrasinda multipleks amplifikasyon Templex StaphPlex I assay system (catalog no. 021-01-S;
Genaco Biomedical Products, Inc., Huntsville, AL) ile yapilmistir. Amplifiye {iriinlerin
multipleks olarak identifikasyonu Luminex 100 instrument (Luminex, Austin, TX) ile birlikte
bir suspansiyon sistemi kullanilarak (catalog no. 021-01-D; Genaco Biomedical Products, Inc.,
Huntsville, AL) diizenlenmistir. Sonu¢ Luminex makinesinde okunmustur. Hibridizasyon lazer
sistemiyle saptanmistir.

Goldmeyer ve ark. (71) Gram pozitif kok kiimelerinin oldugu kan kiiltiir siselerinden
S.aureus ve metisilin direncini tespit eden bir sistem gelistirmislerdir. nucA ve mecA
genlerinin tespit edildigi izotermal helikaz bagimli amplifikasyon yapilmig, amplikonlar tek
kullanimlik bir tanimlama cihazinda tespit edilmistir. S.aureus ve metisilin direnci igin
duyarhiligi %100, ozgiilligii ise % 100 ve % 98 olarak bulunmustur. iki ayr1 amplifikasyon
reaksiyon karisimi ve S.aureus’a spesifik nuc geni ve mecA genini tespit eden tespit kaseti
iceren IsoAmp RapidStaph Detection kit ile sonuglar 1.5 saat icinde alinabilmistir.

Buraya kadar olan kisimda farkli yontemler ve ticari kitler kullanilarak yapilan DNA
ekstraksiyonu, PCR ve son olarak hibridizasyona dayali yontemler incelenmistir. Bundan sonra
kan kiiltiirlerinden patojenlerin identifikasyonlari i¢cin en ¢ok kullanilmis yontemler olan farkl
real-time PCR (RT-PCR) ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) test yontemleri yine tarih
strastyla irdelenecektir.

IIk olarak Yen Tan ve ark. (72) kan Kiiltiirii pozitiflestikten sonra 2 saat gerektiren
molekiiler biyoloji-tabanli bir test tanimlamislardir. Real-time floresan PCR kullandiklar1 bu
test metisiline direnc¢li olanlar1 da icermek iizere S.aureus suslarint %96 oraninda dogru bir
sekilde tespit edebilmistir. Yen Tan ve arkadaslar1 MRSA’larin hizli identifikasyonunun
vankomisinin ampirik tedavisinin oranlarim1 disiirdiigiinii  belirtmislerdir. Pozitiflesen
BACTEC siselerinden Gram pozitif kiitme yapmis kok gordiikleri ornekleri caligsmaya almislar,
lizis ve DNA ekstraksiyonunu Generation DNA Purification Capture Column kit (Gentra
Corporation, Minneapolis, Minn.) ile yapmislardir. Amplifikasyon ve sekans spesifik saptama
icin 179 bp lik fragman (Sa442 i¢in), 98-bp lik fragmanlik (mecA geni i¢in) oligoniikleotid
primerler ve floresanla isaretli problar dizayn edilmistir. Her Ornek i¢in iki ayr1 PCR
reaksiyonu yapilmistir. Once Sa442 fragmam sonra mecA geni saptannustir. PCR hizli termal
sikluslar yapan ve amplifiye edilen iirtinlerin prob spesifik tanimlamasini yapan LightCycler

cihazi ile (Biogene, Kimbleton, United Kingdom) yapilmustir.
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Shrestha ve ark. (73) BacT/ALERT siselerinden lireme goriilen, Gram boyamada kiimeli
koklarin oldugu ornekleri ¢calismalarina almislar, S.aureus ve metisilin direncini tespit etmek
icin LightCycler PCR ile sa442 ve mecA genlerine bakmislardir. Yontemlerini %100 duyarl
ve 0zgiil olarak bulmuslardir. Ancak test KNS’lar i¢in uygun bulunmamistir. Bu yontemle RT-
PCR ve floresan saptama islemi yapilmaktadir.

Wellinghausen ve ark. (74) kanda sik rastlanan patojenlerin hizli tespiti icin bir PCR testi
gelistirmislerdir. Bu sistemin Staphylococcus spp., S. epidermidis, S. aureus, mecA geni,
E faecalis, E.faecium, Streptococcus spp., Streptococcus agalactiae’y1 tespit edebildigini
bildirmiglerdir. Ureme goriilen kan kiiltiir siselerinden materyal almislar, mikroskobik
incelemeyi takiben PCR uygulamiglar, bunu da kiiltiir sonuglar1 ile karsilastirmislardir. PCR
kiiltiir sonuglariyla parelellik gostermis farkl bir sonu¢ ¢ikmamistir. Birkag saat i¢inde sonug
aliabilmistir. Ancak testin miks infeksiyonlarda duyarliligin daha diisiik oldugu bildirilmistir.
Hedef DNA’nmin amplifikasyon ve real-time saptamasi i¢in LightCycler PCR ve saptama
sistemi (2" generation LightCycler, Roche Diagnostics, Germany) kullanilmistir. Tiim PCR
testleri LightCycler kapilleri (Roche) kullanilarak tek tiipte calisgilmistir (multipleks PCR
degil). Amplikonlarin saptanmasi LightCycler DNA Master hibridizasyon prob kitleri (Roche)
kullanilarak tiretici firmanin talimatlarina gore yapilmigtir.

Sakai ve ark. (75) iki floresan enerji transfer prob seti ve hedefleri stafiloklardaki fuf geni
olan bir real-time PCR tanimlamislardir. Biri cins diizeyinde stafilokoklari, digeri ise
S.aureus’u tespit eden iki prob seti kullanmislardir. Gram boyama sonucu kiime yapmis Gram
pozitif koklarin goriildiigii siseler (BacT/ALERT ) calismaya alinmistir. Bu test iki bakimdan
da %100 duyarli ve 0Ozgiil bulunmustur. DNA denaturasyonunu takiben RT-PCR i¢in
LCRed640 ile isaretli problar kullanilmaktadir. Degerlendirme asamasinda spektrofotometrik
okuma GenQuant Pro instrument (Biochrom Ltd., St. Albans, United Kingdom) ile
yapilmaktadir.

Adams (76) kan kiiltiirlerinden ¢aligtig1 bir RT-PCR testi tanimlamustir. Sadece S.aureus’u
tespit edebildigi kisa ve basit bir metodla DNA ekstraksiyonu, ardindan RT-PCR yapmustir.
S.aureus’ a spesifik femAsa, ve mecA genini tespit etmistir. Bunlardan femAsa ‘nin
negatifligini KNS olarak yorumlamistir. BacT/ALERT siselerinde pozitif olan siselerden
calismig, PCR icin real-time thermocycler kullanmistir. 18 saatlik bir siire kazanimini
vurgulayan ¢alismanin uzun bir siire aldig1 belirtilmis, bununla birlikte ¢calismanin siiresinden
bahsedilmemistir. Ancak konvansiyonel yontemlerle 2 giinliik bir siirede sonu¢ alindig1 goz

Oniinde tutulursa, testin siire bakimindan pek bir avantaj saglamadigini séylemek miimkiindiir.
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Shrestha ve ark. (77) BacT/ALERT kan Kkiiltiir siselerini kullanarak yaptiklar1 ¢calismada
pozitif kan kiiltiirlerinin Gram boyamalarinda kiime yapan koklar1 S.aureus ve koagiilaz
negatif stafilokoklar olarak ayiran Roche “LightCycler Staphylococcus MERAPE itlerini
degerlendirmislerdir. LightCycler enstrumanlar1 ve LightCycler reagenleri (Roche)
kullanilmigtir. Bunlar DNA hybridizasyon problari, Staphylococcus primer ve hibridizasyon
problart ve Staphylococcus template set olup bu kitler ile stafilokok tiirlerindeki ITS
bolgelerinin (16S ve 23S genleri arasmndaki internal transcribed spacer bdlgeleri)
amplifikasyonu yapilmis, S. aureus ve KNS’lar floresan rezonans enerji transfer problari
kullanilarak tespit edilmistir. sonuglar 3 saat i¢cinde degerlendirilmistir. Dogrulama i¢in
ornekler sa442 hedef alinarak yapilan bir bagka real time PCR testi ile de degerlendirilmistir.
100 test calisilmis ve test S.aureus icin % 100 duyarli, %98.44 6zgiil olarak, koagiilaz negatif
stafilokoklar i¢in %100 duyarl ve 6zgiil olarak bulunmustur.

Stamper ve ark. (78) pozitif kan kiiltiirlerinde S.aureus ve MRSA tespitinde bir RT-PCR
testi olan StaphSR testini (BD GeneOhm, San Diego, CA) kullanmislardir. Bu testi 300 pozitif
kan kiiltiiriinde calismislardir. Iki saat gibi bir zaman alan BD GeneOhm StaphSR testinin
%100 duyarhligr ve %98.4 6zgiilligi oldugunu tespit etmislerdir. Bu testi MRSA ve MSSA
tespitinde degerli bir yontem olarak bulmuslardir.

Wu ve ark. (79) bakteriyel yenidogan sepsis etkenlerini erkenden tanimlamak i¢in direk
olarak kan Orneklerinden c¢alisabildikleri bir RT-PCR sistemi kullanmiglar ve faydali
bulmuslardir. Gram stain-specific-probe-based real-time PCR (GSPBRT-PCR) sistemi ile 25
Gram pozitif bakteri tiiriinii tespit edebilen bu sistemde sonuglar 3 saat gibi bir siirede elde
edilmektedir. Ureme gorillen 34 kan Kkiiltiirinden Gram boyamay: takiben tiir tayini
yapabilmiglerdir. Test ile S.aureus, KNS’lar, S.agalactiae, E.avium ve E.faecium tespit
edilebilmistir.

Ruimy ve arkadaslari1 (80) 90 dakika icinde S.aureus’uv diger KNS’lardan aywran ve
metisilin direncini belirleyen yeni bir RT-PCR teknigini denemislerdir. Testin S.aureus ve
KNS’lar1 ayrmada ve metisilin direncinin belirlenmesinde duyarliligi ve ozgiilligii %100
olarak belirlenmistir. Ayrica Ruimy ve arkadaslar1 sonuglara gore daha etkin ve erken tedavi
yapildigini, glikopeptidlerin gereksiz kullaniminin da 6niine gecildigini gostermislerdir. Ruimy
ve arkadaslar1 S.aureus’un femA geni, mecA ve stafilokoklarin imzasi olan rrs sekans spesifik
bolgelerini hedefleyen hibridizasyon problarinimn kullanildig: tripleks bir real-time PCR (RT-
PCR) teknigini kullanmislardir. Gram boyama sonucuna gore alman Orneklerden Once

DiagHemoc-Staph kit (Diagenode, Liege, Belgium) kullanilarak 10 dakika i¢cinde hizli bir
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sekilde DNA ekstraksiyonu, saglanmustir. Tripleks RT-PCR ABI Prism 7000 sequence
detection systems (Applera, Courtaboeuf, France) ile yapilmistir.

FISH teknigi problarin hedef rRNA ile hibridizasyonunu takiben floresan mikroskobuyla
tespiti esasina dayanmaktadir. Bu metod biitiinliigi bozulmamis hiicrelerdeki niikleik asitleri
tespit etmektedir. FISH yonteminin kullanildig: ilk caligmalardan biri KEMPF ve ark. (1)
tarafindan yapilmistir. KEMPF ve ark. (1) rRNA’yr hedefleyen floresanla isaretli
oligoniikleotid problar kullanarak FISH yontemi ile pozitif BACTEC (Becton Dickinson) kan
kiiltiirlerinden kiiltiir yapmadan patojenleri hizli bir sekilde tespit edebilmislerdir. Sonuglar
konvansiyonel metodlarla karsilastirilmigti. Gram boyama sonrasi Ornek lam iizerine
yayildiktan sonra cesitli islemlerden gegirilmis (streptokoklar lizozim, stafilokoklar lizozim ve
sonrasinda lizostafin ile) ve 5’ ucundan isaretli se¢ilmis oligoniikleotid problar kullanilmistir.
Test sonucu floresan mikroskopi ile degerlendirilmistir. Cins ve tiir diizeyinde identifikasyon
imkan1 saglayan problarin duyarhiligi ve ozgiilliigii %100 olarak bulunmustur. Sonuglar 2.5
saat icinde elde edilebilmistir. KEMPF ve arkadaslar1 Ticari immunolojik ve biyokimyasal
kitlerin polimikrobiyal infeksiyonlarda yanlis yorumlamalara neden olabildigini belirtmisler,
bu yiizden molekiiler tekniklerin daha kiymetli oldugunu vurgulamiglardir. Amplifikasyon ve
bakteriyel DNA’nin tespiti icin PCR ve hibridizasyon yontemlerinin zaman alici ve pahali
oldugunu belirtmisler ve kendi yontemlerinin iistiin oldugunu iddia etmislerdir. Yazarlar FISH
yonteminin ¢abuk, ucuz, giivenilir bir metod oldugunu, protokoliin basit oldugunu, spesifik
ekipman gerektirmedigini, rutin tanida rahatlikla kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Oliveira ve ark. (81) spesifik 16S rRNA’y1 hedef alan peptid niikleik asit problarini (PNA)
kullanarak direk olarak 2.5 saatte S.aureus’u identifiye etmislerdir. Test %100 duyarlilik ve
%96 ozgiillik gostermistir. Yine Oliveira ve ark. (82) baska bir calismada benzer sekilde
tireme goriilen kan kiiltiir siselerinden direk olarak S.aureus’u identifiye etmislerdir. S. aureus
PNA FISH testi Gram boyamada kiime yapmis Gram pozitif koklar goriildiikten 2.5 saat sonra
sonu¢ vermektedir. ESP, BACTEC, ve BacT/Alert siseleri i¢in duyarhilik ve 0Ozgiilliikk
oranlarimi %100 ve %99.2 - %98.5 ve %98.5 - %100 ve %99.1 olarak bulmuslardir.

Forrest ve ark. (52) hastane kaynakli VRE bakteriyemisinin artmis hastane maliyetleri,
yatis siiresinin uzamasi ve mortaliteyle iligskili oldugunu belirtmislerdir. E.faecalis ve diger
enterokoklar1 ayiran ¢ok renkli problarin kullanildigt PNA FISH metodu ile Gram boyamada
Gram pozitif diplokok ve zincir yapmis koklarmn goriildiigii pozitif kan kiiltiirlerinde 3 saatte
sonu¢ almmustir. Konvansiyonel metodlara gore E. faecalis 3 giin 6nceden, E.faecium ise 2.3
giin 6nceden tespit edilebilmistir. Erken efektif tedavinin baslamasi istatistiki olarak anlamli

bir sekilde hizlanmistir. Mortalitenin de diistiigii gozlenmistir. Hastane kaynakl E.faecium’un
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ampirik antimikrobiyal tedaviye baslama zamaninin kisalmasi biiyiik bir avantaj saglamstir.
Test giinde iki kez calisilmis (08 ve 15 te) Gram boyama sonrast bir damla kan kiiltiir icerigi
lam {izerine konulduktan sonra prob eklenmis, sonuglar floresan mikroskopta
degerlendirilmistir. Yesil floresanin E.faecalis’i, kirmiz1 floresanin E.faecium’un da iginde
bulundugu diger enterokoklar1 gosterdigi test ile, elde edilen sonuglara gore farkli tedavi
semalar1 Onerilmistir. E.faecalis i¢in ampisilin (penisilin alerjisi varsa vankomisin), diger grup
icin (E.faecium ve diger enterokoklar) linezolid, diger streptokoklar diisiiniiliirse penisilin veya
seftriakson (menenjit veya febril notropeni varsa vankomisin eklenebilir) Onerilmistir.
Linezolide alternatif olarak VR FE.faecium’da yiiksek doz daptomisin kullanilabilecegi
belirtilmigtir. Neden olarak enterokokal bakteriyemi ile birlikte siklikla diger
mikroorganizmalarm 6zellikle de Gram negatiflerin olabilecegi vurgulanmaigstir.

Peters ve ark. (83) pozitif olan BACTEC kan kiiltiirlerinde FISH metodu ve konvansiyonel
yontemleri (VITEK 2; BioMe rieux ) karsilastirmiglardir. Bu yontemin faydali bir tanisal test
oldugunu vurgulamislardir. FISH i¢in kullanilan problar (PNA veya oligoniikleotid) floresan
ile isaretlenmistir. %95 mikroorganizma familya seviyesinde, %78’1 ve %66’s1 cins ve tiir
seviyesinde belirlenmistir. FISH icin ticari SeaFAST sepsis kit (SeaPro Theranostics
International B.V., Lelystad, The Netherlands) kullanilmig, firmanin protokoliine gore
fiksasyon ve lizostafin/lizozim ile ekstrapermeabilizasyon yapilmistir. Daha sonra
hibridizasyon ve yikama islemi yapilmis ve baglanmamis problar uzaklastirilmigtir. Lamlar
kuruyunca floresan mikroskop ile (Olympus BX40; 100’lik biiyiitme) incelenmistir.
Bakterilere spesifik 16S veya 23S rRNA bolgelerini hedefleyen oligoniikleotid problarin
kullanildig1 test 4 saatten fazla bir siire almistir. Staphylococcus sp., S.aureus, S.pyogenes,
S.agalactiae, Streptococcus sp., Enterococcus sp., E.faecalis, E.faecium, S.pneumoniae bu test
ile tanimlanabilmistir.

Yine aym yil icinde Peters ve ark. (84) lizis, hibridizasyon ve yikama asamalarinda
degisiklikler yaparak modifiye bir FISH testi denemisler ve bir saatten kisa bir siirede pozitif
kan kiiltiirlerinden mikroorganizmalarin identifikasyonunu saglamislardir. Metod standart
FISH yontemi ve konvansiyonel kiiltiirlerle karsilagtirilmistir. Modifikasyonun faydali oldugu
belirtilmis, standart FISH icin seaFAST Sepsis Kit (SeaPro International B.V., Lelystad, The
Netherlands) kullanilmis, hedef rRNA ile hibridize olan oligoniikleotid problar kullanilmistir.
Baglanmayan problar yikamayla uzaklastirilmis ve floresan mikroskobi ile incelenmistir.
Yazarlar sonuclarin standart FISH ile ayni oldugunu tespit etmislerdir.

Son olarak Tavares ve ark. (85) 4.5 saat icinde pozitif sinyal veren kan kiiltiirlerinde

stafilokoklarin varhigini tespit eden, S.aureus ve koagiilaz negatif stafilokoklar1 ayirt edebilen
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bir FISH testi diizenlemislerdir. 5° ucundan fluorochrome Cy3 (Thermo Hybaid, Ulm,
Germany) ile isaretli oligoniikleotid problar kullanilmistir. Rutin kullanim i¢in bu metodu
tavsiye etmisler, spesifik bir ekipman gerektirmemesi nedeniyle de avantajli oldugunu
vurgulamislardir. Yapilan caligmalar degerlendirildiginde, FISH metodu gelistirildikce ileride
gelecek vadeden bir tan1 metodu olarak goriilmektedir.

Bu calismada yeni bir teknoloji olan Genotype® BC grampositive testi kullanilmustir.
DNAe+ STRIP® teknolojisine dayali bu test, 17 Gram pozitif bakteri tiiriiniin identifikasyonuna
imkan tanimaktadir. Test ayn1 zamanda metisilin direncine aracilik eden mecA genini ve
vankomisin direncine aracilik eden vanA, vanB, vanCl ve vanC2/C3 genlerini de tespit
edebilmektedir.

Genotype® BC grampositive test prosediirii kolaydir ve ortalama 15 pl’lik bir baglangic
materyali gerekmektedir. Test prosediirii iiretici tarafindan tamimlanan 3 fazi1 icermektedir. ik
olarak pozitif kan kiiltiirinden DNA izolasyonu 6zel bir teknoloji ile Geno + CARD® lar
kullanilarak yapilmaktadir. Burada kagida dayali bir DNA izolasyon sistemi saglanmaktadir.
Ardindan biyotinlenmis primerler kullanilarak multiplex amplifikasyon yapilmakta, son olarak
ta strip bazli revers hibridizasyon ile sonuglar degerlendirilmektedir. Sonuclar strip lizerindeki
reaksiyon zonlarinin okunmasiyla degerlendirilmekte ve bu Gram boyamadan sonra 4.5 saatlik
bir zaman almaktadir. Testin calisilmas: i¢in thermocycler cihazi disinda bir cihaz
gerekmemektedir.

Literatiirde bu test kullanilarak yapilan iki ¢alisma mevcuttur. Bunlardan ilki Eigner ve
ark. (2) tarafindan yapilmistir. Eigner ve arkadaslar1 bu calismada degerlendirilen Genotype®
BC grampositive test kitlerini (Hain Life Science, Germany) kullanmislardir. Analitik
duyarlilig1 degerlendirmek icin referans suslar1 kan kiiltiir siselerine siringa etmisler ve 10*
CFU’nun tespit edilebildigini bildirmislerdir. Gram boyama sonucu Gram pozitif kok olarak
tanimlanan 152 Ornekten 148’ini (%97.4) dogru olarak identifiye etmislerdir. 13 MRSA
izolatin 12’°si dogru olarak identifiye edilmistir. Bir adet Enterococcus faecium izolatinda vanA
geni bulunmustur. Mikroskobik analizden sonra sonucun elde edilmesi 4 saat stirmiistiir. Sonug
olarak yazarlar bu testin hizli ve giivenilir sonug¢lar verdigini rapor etmislerdir. Ayrica diger
testlere gére manuplasyonun ¢ok kolay olmasi, kagit stripler kullanilmas: ve otomatize olarak
calisilabilmesi avantajini da vurgulamiglardir.

Ikinci calisma Prére ve ark. (6) tarafindan yapilmistir. Genotype® BC Gram-pozitif test
kitlerini (Hain Life Science, Germany) kullanmiglar, BacT/ALERT siselerinde pozitif sonug
veren 60 kan kiiltiiriinde bu testi calismiglardir. Gram boyama sonucu Gram pozitif koklarin

goriildigii 25 sise calismaya alinmis, sonuclar 4.5 saat gibi bir siirede degerlendirilmistir.
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Biitiin sonuclar1 biyokimyasal identifikasyonlarla ve fenotipik antibiyotik duyarhlik testleriyle
uyumlu bulmuglardir. Bu testin rutin tanida kolayca kullanilabilecegini vurgulamislardir.
Sadece bir panelde hibridizasyon bandi olugsmamis, ancak biyokimyasal identifikasyonda
S.capitis oldugu anlasilan susun panelde olmamasi nedeniyle bandin olusmadigi1 anlagilmistir
(2).

Kan kiiltiirlerinde molekiiler yontemlerle taniya gidilirken karsilasilan 6nemli bir problem
de PCR inhibitorleridir (58,86). Al-Soud ve ark. (87,88) iki ayr1 calismada insan plazma
immunoglobulin G ve laktoferrin gibi major PCR inhibitorlerinden bahsetmistir. Ancak Prere
ve arkadaslar1 inhibisyon gozlememislerdir. GenoCard DNA izolasyon sistemiyle potansiyel
inhibitorlerin elimine edildigini iddia etmislerdir. Bu teknoloji Gram pozitif bakterilerin yiiksek
kalitede bakteriyel lizisine izin vermistir. Prere ve ark. (6) BacT/ALERT siselerinin organik
komiir icermesi nedeniyle Gram boyamada problem yasandigini bakterilerin komiir tozlarinin
altinda kaldigini bildirmislerdir. Bu problemin daha cok Gram pozitif bakteriler i¢in soz
konusu oldugunu Gram negatiflerde problem olmadigini da bildirmislerdir. Standart
thermocycler disinda spesifik bir ekipman gerektirmemesi, elektroforetik bir sistem
gerektirmemesi, herhangi bir boyamaya ve goriintiileme sistemine gerek olmamasi avantajlar
olarak bildirilmistir. Ayrica GenoCard teknolojisiyle DNA izolasyonunda da zaman kazanimi
olmustur.

Bu calismada da Genotype® BC grampositive test ve PHOENIX PMIC/ID Panel ile elde
edilen sonuglar karsilastirildiginda sonuclar genelde uyumlu bulunmustur. Ancak burada testin
polimikrobiyal infeksiyonlar1 tespit etmede otomatize sisteme gore listiin oldugu goriilmiistiir.
PHOENIX ile metisiline direncli S. hominis olarak identifiye edilen ii¢ 6rnekten test ile mecA
geni ve S.hominis’e ek olarak S.epidermidis’te tespit edilmistir. Yine PHOENIX ile metisiline
direncli S.epidermidis olarak identifiye edilen iki Ornekten, mecA ve S.epidermidis’e ek olarak
bir Ornekte S.hominis diger Ornekte S.aureus saptanmugtir. Kanli agar besiyeri
degerlendirilirken iki farkli stafilokok susunu ayirt etmek miimkiin olmamis, ayrica Gram
boyama da bu konuda yetersiz kalmigtir. Bu tiir infeksiyonlarm tespitinde test istiin
bulunmustur. PHOENIX ile S.saprophyticus olarak identifiye edilen 2 Ornekten test sadece
mecA genini tespit edebilmis, tiir diizeyinde identifikasyon yapamamustir. Bunun iizerine sonug
beklenmis ve oOrneklerden izole edilen susun panelde olmayan S.saprophyticus oldugu
gorilmiistiir. Panel PHOENIX ile metisilin direncinin tespit edilemedigi 5 Ornekte mecA
genini tespit etmistir. Oksasilin disk difiizyon testi ile de sonuglar kontrol edilmis, otomatize
sistemle ayn1 sonug¢ elde edilmistir. Metisilin direncinin tespitinde mecA geninin altin standart

oldugu gbz Oniine alinirsa otomatize sistemin bu konuda bazen yetersiz kaldig1 yoniinde bir
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izlenim olugmustur. Ancak bunun otomatize sistemin eksikliginden degil izole edilen suslarin
baz1 6zelliklerinden kaynaklanabilecegi ihtimali de diisiiniilmiistiir. Ciinkii bazi suslar mecA
genini tagimalarina ragmen metisiline duyarh olarak goriilebilmektedir (7). Populasyon i¢inde
heterojen direng 6zelligi bulunmasi durumunda da boyle problemler yasanabilmektedir. Yine
pentaglisin kopriilerinin olusumundan sorumlu fem mutasyonlarinda mecA varligina karsin
beta-laktam MIK diizeylerinin yiikselmedigi goz oniine almirsa bu suslarda fem genindeki bir
mutasyonun olmasi da ihtimal dahilindedir (13).

Kan Kkiiltiirlerinden direk tani amaciyla bir ¢ok arastirmaci farkli molekiiler metodlar
kullanmislardir. Bir ¢cok caliymada, maliyetteki yiiksekligin artmis mortalite ve hastanede yatig
stiresi ile gelen ekstra maliyetler gbz Oniine alindiginda ashinda fazladan bir masraf olmadigi,
aksine hastane maliyetleri yoniinden de bir azalma sagladig: ispat edilmistir. Biitiin yonleriyle
ele alindiginda tedavinin erken baslanmasi, daha basarili ve kisa siiren bir tedavi, azalmig
komplikasyonlar, mortalite ve morbiditenin azalmasi1 nedeniyle hizli testlerin maliyet
yOniinden de fazladan bir yiik getirmedigini soylemek miimkiindiir.

Testin ayn1 giin i¢inde ve dogru sonug¢ verebilme 0zelligiyle sagladigi zaman kazanci ¢cok
onemli bulunmustur. Normalde subkiiltiirler yapilip ertesi giin plaklarin degerlendirilmesi ve
sonrasinda bir giin daha vakit alan identifikasyon ve antibiyogram siirecini beklemek
gerekirken ayni giin i¢inde sonu¢ alinmasi sepsis hastalarinin tam1 ve tedavisinde gerekli
gorilmiistiir.

Ayrica bu test diger molekiiler yontemlerle karsilastirildiginda bir cok yonden daha iistiin
bulunmustur. Oncelikle bu testte termal sikluslar yapan thermocycler disinda bir cihaz
gerekmemektedir. Ayrica bagka hicbir testte olmayan bir DNA izolasyon sistemi olan kagida
dayal1 bir sistem kullanilmistir. Bu sistemle DNA izolasyonu 15 dakika gibi bir siirede ve ¢ok
kolay bir bicimde yapilmaktadir. PCR yine delgecler yardimiyla direk olarak bu kagitlar
kullanilarak yapilmaktadir. Bir ¢ok arastirmaci PCR inhibitorlerini elimine etmek icin
calistiklar1 materyalleri belli islemlerden gecirmek zorunda kalmaktadir. Ancak Geno e
CARD® teknolojisi kullamldiginda bu inhibitorler elimine edilmektedir. Hibridizasyon
asamasinda da kolayliklar bulunmaktadir. Hibridizasyon manuel yapilabildigi gibi auto-lipa
cihaziyla da yapilabilmektedir. Diger sistemlerde bulunmayan stripe dayali revers
hibridizasyon yapilmaktadir. Ek olarak agaroz jel elektroforezine gerek duyulmamaktadir.
Ayrica stripler icerdikleri iki ayr1 kontrol zonu ile de iki asamali bir kontrol saglamakta
reaksiyonun dogru bir sekilde gerceklesip gerceklesmedigi izlenebilmektedir. Bu test diger
testlere gore identifiye ettigi sus sayist olarak daha iistiin bulunmustur. Ayrica bu suslara ek

olarak mecA ve van genlerinin varligini da tespit edebilmistir.
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Sonuglar degerlendirildiginde de bu testin Onemli sepsis patojenlerini, mecA ve van
genlerini direk olarak pozitif kan kiitiirlerinden hizli ve giivenilir bir sekilde saptadigi sepsisin
hizl1 tanis1 ve tedavinin yonlendirilmesi hususunda giivenilir oldugu anlasilmaktadir. Sepsis
diistiniilen hastalarda DNA strip teknolojisine dayali bu testin kolay bir sekilde rutin tanida

kullanilabilecegi kanisina varilmigtir.
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OZET

Septisemik  hastalarin  kan kiiltiirlerinden  bakteriyel izolatlarmm tespiti diagnostik
mikrobiyolojide hasta morbidite ve mortalitesi acisindan énemli bir role sahiptir. Hastalardaki
bakteriyel patojenlerin hizli rapor edilmesinin sonuclar ve hastane maliyetleri acisindan pozitif
etkisi 6nceden ifade edilmistir.

Su an kullandigimiz otomatize kan kiiltiir sistemleri bakterilerin tespit edilme zamanini
kisaltmigtir. Ancak bununla birlikte optimum tedaviye yonlenmek icin hizli identifikasyon
sistemleri gerekmektedir.

Genotype teknolojisi biotinlenmis primerlerle DNA’nin multiplex amplifikasyonunu
takiben membrana bagl problar kullanilarak hibridizasyona dayali, sepsisin hizli tanisi i¢in
kullanilan hizli bir genetik testtir. Calismamizda yeni Genotype® BC grampositive test kitleri
(Hain Life Science, Germany) kullanilmistir. Bu test 17 Gram pozitif bakteri tiiriiniin
identifikasyonu yapmakta, aym1 zamanda metisilin ve vankomisin direncini (mecA ve van
genleri) belirleyebilmektedir. Vankomisin direncini kodlayan genler olan vanA, vanB, vanCl1
ve vanC2/C3 genleri metisilin direncini kodlayan gen olan mecA geninde oldugu kadar iyi bir
sekilde ve ayn1 basamakta tespit edilebilmektedir.

Caligma BACTEC™ Plus kan kiiltiir siseleri (aerobic ve pediatrik ) kullanilarak pozitif
olan 55 kan kiiltiiriinde yapilmistir. ilk olarak Gram boyama yapildi ve Gram pozitif kok
morfolojisi goriilen siselerden Genotype®BC grampositive test ile identifikasyon, ayni
zamanda Orneklerin subkiiltiirleri yapilarak PHOENIX PMIC/ID Panel (Becton Dickinson
Diagnostic Instrument Systems, Spark, Md, USA ) ile identifikasyon ve antibiyotik
duyarlhiliklar: belirlenmistir. Operasyon prosediirii gayet kolaydir ve kiigiik bir miktar baslangi¢
materyali gerektirmektedir (15 pl kan kiiltiirti). Sonuglar mikroskobik analizden 4.5 saat sonra
degerlendirilebilmistir. ~ Sonuclar ~ PHOENIX  otomatize  sistemindeki  sonuclarla
karsilastirildiginda genel olarak dogru bulunmustur. Iki Staphylococcus saprophyticus izolati
strip tizerindeki spesifik problarin eksikliginden dolay1 identifiye edilememistir. Ayrica 5
ornekte otomatize sistemle tespit edilemeyen polimikrobiyal infeksiyonlar bu testle identifiye
edilebilmektedir. Polimikrobiyal infeksiyonlarin tespitinde bu test iistiin bulunmustur. vanA
geni tastyan bir Enterococcus faecium izolat1 bu testle dogru bir sekilde ayirt edilebilmistir.

Bu calisma BACTEC kan Kkiiltiir siselerinden Genotype®BC grampositive test ile ilk
degerlendirmeyi saglamaktadir. Sonug¢ olarak degerlendirilen GenoType kan kiiltiir testi, direk
olarak pozitif kan kiiltiir siselerinden, en 6nemli Gram pozitif sepsis patojenlerini, mecA ve

van genlerini hizli ve giivenilir bir sekilde tespit ettigi ispat edilmistir. Sonuc¢larimiza
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dayanarak sepsis diisiiniilen hastalarda DNA strip teknolojisine dayali bu testin kolay bir

sekilde rutin tanida kullanilabilecegi kanisina vardik.
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SUMMARY

Detection of bacterial isolates in blood cultures of septicemic patients plays an important role
in diagnostic microbiology, due to high rates of patient morbidity and mortality. The positive
impact of rapid reporting of bacterial pathogens on patient outcomes and hospital costs have
been previously stated.

Current automated continuous monitoring blood culture systems marked a significant
advance in reducing bacteria detection time. However, rapid identification systems are also
required to optimise treatment orientation.

The Genotype technology, a rapid molecular genetic assay based on DNA multiplex
amplification with biotinylated primers followed by hybridization to membrane bound probes,
complies with the requirements for a fast diagnosis of sepsis. We evaluated the new
Genotype®BC Gram-positive test kits (Hain Life Science, Germany). The test includes a panel
of probes for identification of 17 Gram-positive (GP) bacteria species and simultaneous
determination of methicillin and vancomycin resistance (mecA and van genes). The
vancomycin resistance mediating genes vanA, vanB, vanCl, and vanC2/C3 as well as the
methicillin resistance mediating mecA gene can be detected in the same step.

The study was performed on 55 positive blood cultures from BACTEC blood culture vials
(aerobic and pediatric vials). First, a Gram stain was carried out to select Genotype® BC GP,
then identification were performed by the Genotype®BC GP test, and by PHOENIX PMIC/ID
Panel (Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Spark, Md, USA ) after subculture
and phenotypic susceptibility determination. The operating procedure was very easy to carry
out and required a small amount of starting material (15 pl of blood culture). The results were
available 4.5 hours after the results of microscopic analysis. Results are generally founds
correct as compared with PHOENIX automatize system. Two izolates were CoNS
(Staphylococcus saprophyticus) not identifiable by the lack of specific probes on the strip. Also
succesfully identified of polimicrobial infections by this test in 5 blood culture specimens that
not determined automatize system. Detection of polimicrobial infections were excellent by this
test. One Enterococcus faecium isolate with a positive vanA gene isolated was correctly
differentiated by the assay.

This study provides the first evaluation of genotypeBC tests directly from BACTEC blood
cultures vials. In conclusion the evaluated GenoType blood culture assay proved fast and

reliable results in detecting the most important Gram positive sepsis pathogens and the mecA
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and van genes directly from positive blood culture bottles. According to our results, this DNA

strip technology based assay can easily be incorporated into routine diagnosis.
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