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1. GIRIS VE AMAC

Staphylococcus aureus, saglikli insanlarin cilt ve burun florasinda
bulunabilen, deri basta olmak iizere yumusak doku, kemik ve kan dolasimi
enfeksiyonlari, toksik sok sendromu ve besin zehirlenmesi gibi ciddi enfeksiyonlara
da yol agabilen firsat¢1 gram pozitif bir bakteridir (1, 2).

Penisilin 1940’larda S. aureus tedavisinde kullanilmaya baslanmig ancak
birkag yil i¢inde beta-laktamaz enzimi {iretimi ile penisiline kars1 direng gelismistir.
Beta laktamaz enzimi ile olugan direnci yenmek ic¢in metisilin ve kloksasilin gibi
beta-laktamaza dayanikli ilaglar ve beta-laktam antibiyotiklerle kombine edilebilen
klavulanik asit ve sulbaktam gibi beta-laktamaz inhibitorii ilaglar gelistirilmistir.
Daha sonra S. aureus izolatlar1 yeni bir penisilin baglayici protein (PBP) kodlayan
yeni bir gen (mecA, son zamanlarda mecC) ile metisiline kars1 direng kazanmis ve
bu izolatlar metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) olarak
adlandirilmigtir (1).

Vankomisin ve teikoplanin MRSA enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in en sik
tercih edilen antibiyotiklerdir. Ancak vankomisin ve teikoplanine karsi direng
goriilmeye baglanmig ve yeni antibiyotiklere olan ihtiyaci artirmaya baglamistir (3).
1997°de Japonya’da ilk kez vankomisine heterojen direngli Staphylococcus aureus
(hVISA) izolatinin raporlanmasindan sonra glikopeptid antibiyotiklere azalmig
duyarlilik gosteren S. aureus izolatlar1 vankomisin tedavisinin klinik basarisizligi
ile iligskilendirilmis ve bir sorun haline gelmeye baslamistir (4, 5).

Linezolid ve daptomisin sirastyla 1970 ve 1980 yillarinda, MRSA’da yeni
tedavi secenegi olarak gelistirilmis olup ciddi yan etkileri bulunabilen
antibiyotiklerdir. Son birka¢ yilda MRSA'ya kars1 etkinligi olan seftarolin ve
seftobiprol gibi bazi yeni sefalosporinler de gelistirilmistir (1).

Delafloksasin ise yeni bir antibiyotik olup, MRSA’ya kars1 etkili in vitro
aktiviteye sahip, ¢ift hedefli anyonik yeni bir florokinolondur (6).

Florokinolon smifi antimikrobiyal ajanlar, idrar yolu enfeksiyonlari,
solunum yolu enfeksiyonlari, karin i¢i ve akut bakteriyel deri ve deri yapisi
enfeksiyonlarmin (ABDYE) tedavisinde endikedir. Ozellikle ABDYE deki artis,

enfeksiyonlarin polimikrobiyal olmasi ve toplumla iliskili MRSA’nin yayilmasiyla



ampirik tedavide genellikle genis spektrumlu antibiyotikler kullanilmaya
baslamistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) yakin zamanda antimikrobiyal
kullanimina iliskin yapilmis olan bir ¢alismada, levofloksasinin toplum kdkenli ve
saglik hizmeti kaynakli enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in regete edilen {igiincii en
yaygin antimikrobiyal ajan oldugu tespit edilmistir. Bu kadar genis bir kullanim
sonucunda gram pozitif kok ve gram negatif basillerde florokinolon direncinin
ortaya ¢iktig1 gézlemlenmistir. Florokinolonlara karst direncini ortadan kaldirma
cabalari, florokinolon direngli bakterilere kars1 etkin aktiviteye sahip yeni adaylar
gelistirmeye ve bakteriyel direng gelisimi i¢in daha diisiik bir potansiyel saglamaya
odaklanmistir. Delafloksasin, ABD Gida ve Ilag¢ Dairesi (FDA) tarafindan yetiskin
hastalarin ABDYE ve toplum kokenli bakteriyel pndmoni (TKBP) tedavisinde
duyarli patojenler i¢in onaylanmistir. FDA tarafindan belirtilen patojenler arasinda
MRSA ve metisiline duyarli S. aureus’da (MSSA) yer almaktadir (7-10).

Bu c¢alismada S. aureus izolatlarinda metisilin direnci saptamada farkli
yontemlerin performansinin  karsilastirilmasi, altin  standart yontem olan
“popiilasyon analiz profili-egri altinda kalan alan” (PAP-AUC) ile hVISA
aragtirtlmas1 ve yeni bir antibiyotik olan delafloksasinin in vitro etkinliginin sivi

mikrodiliisyon (SMD) yontemi ile degerlendirilmesi amaglanmistir.



2.GENEL BiLGILER

2.1. Staphylococcus aureus’un Tarihgesi ve Simiflandirilmasi

Staphylococcus aureus ilk kez 1880 yilinda, Alexander Ogston tarafindan
cerrahi yara enfeksiyonundan izole edilmis ve kobaylara enjekte edilerek apse
olusumu goriilmiistiir. Louis Pasteur da insanlardaki enfeksiyonlardan izole edilen
S. aureus izolatlarin1 hayvanlara enjekte ederek apse olusumunu gozlemlemistir.
Ogston, 1882 yilinda Staphylococcus (yunanca iiziim salkimi anlaminda) terimini
cins ismi olarak bulmus ve 1884 yilinda S. aureus ve S. albus olarak bakteriyi iki
tire aywrmistir. 1939 yilinda Aziz Cowan koagiilaz testine dayanarak S.
epidermidis’i farkli tlir olarak ayirmistir. Alexander Fleming’in 1928 yilinda
penisilin lireten bir mantarin S. aureus’a karst bakterisidal etkileri hakkindaki
arastirmalar penisilin kesfi ile sonu¢lanmistir. 1940 yilinda penisilinin kullanima
girmesinden onceki yillarda, sistemik S. aureus enfeksiyonlarinda %80 oraninda
Oliim goriilmiistiir. Penisilin kullanimu ile birlikte ilk direngli S. aureus izolat1 1942
yilinda tespit edilmis ve iki y1l sonra penisiline direngli izolatlar baskin hale gelerek
1945 yilinda klinik izolatlarin %80’inin direngli oldugu goriilmiistiir. S. aureus
izolatlar1, penisilinin beta-laktam halkasini hidrolize edebilen plazmid kaynakli
beta-laktamaz tiretmektedir. Beta-laktamaz enzimi, trandiiksiyon veya konjugasyon
yoluyla kolayca aktarilarak diinya ¢apindaki S. aureus izolatlarmin %90-95’inin
penisiline direngli olmasma neden olmaktadir. 1950'lerin sonuna dogru beta-
laktamaza dayanikli metisilin gelistirilmis ve 1960 yilinda ilk MRSA izolat1 tespit
edilmistir (11, 12).

2.2. Staphylococcus’larin Genel Ozellikleri

Stafilokoklar hareketsiz, zorunlu anaerob olan S. saccharolyticus ve S.
aureus subsp. anaerobius tirleri disinda fakiiltatif anaerob, 18-40°C sicaklik
araliginda ve %10 NaCl varliginda iireme 6zelligine sahip, lizostafine duyarli gram
pozitif koklardir. Koagiilaz pozitifligi diger gram pozitif koklardan ayriminda
onemlidir (13). Plazma koagiilaz 1925 yilinda bulunarak, stafilokoklarin koagiilaz
pozitif (S. aureus grup) ve koagiilaz negatif stafilokok (KNS) olarak

gruplandirilmasinda kullanilan temel test olmustur. Stafilokok kolonizasyonu en
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yaygin nazofarenks, burun, deri, vajina, rektum, perinede goriilmektedir. S. aureus,
insanlarin %33’linde burunda ve %10’unda vajende kolonize olabilmektedir.
Insanlarda firsatg1 patojen olarak sik izole edilen mikroorganizmalardandir.
Insandan insana bulas direkt temas veya hava yoluyladir. S. aureus ve S.
lugdunensis insanda en viriilan tiirlerdir. Tasiyicilik ve enfeksiyon goriilme sikligi
kronik hemodiyaliz hastalarinda, diyabet hastalarinda, kronik dermatolojik
hastalig1 olanlarda, intravendz ilag aliskanliklari bulunan ve insan immiin yetmezlik
viriisii pozitif kisilerde daha fazladir. S. aureus’un 6nemli viriilans faktorleri,
kapsiil, peptidoglikan tabaka ve teikoik asit, yiizey adezinleri, biyofilm gibi yapilar;
katalaz, koagiilaz, hyaliironidaz gibi enzimler; hemolizin, 16kosidin, epidermolitik
toksin, enterotoksin ve toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1) gibi toksinlerdir
(14).

Hastane enfeksiyonlarinin sik etkenlerinden olan S. aureus’larin biiyiik
cogunlugu metisiline direnglidir (14). MRSA insanlarda hafif ila ciddi
enfeksiyonlara neden olabilen bir patojendir (15). MRSA izolatlar1 ozellikle
hastanelerde ve bakimevlerinde bakteri ile kolonize hastalar veya hastane
personellerinin elleri ile diger hastalara bulasabilir. Coklu antibiyotik direnci
hastane kaynakli metisiline direncli S. aureus (HK-MRSA) kokenlerinde
yaygindir ve antibiyotik kullanimi ile kolonizasyon artmaktadir. Toplum kaynakli
metisiline direnc¢li S. aureus (TK-MRSA) enfeksiyonlar1 da son yillarda énem
kazanmaya baglamigtir. TK-MRSA’larin ¢ogunda Panton-Valentine 16kosidini
(PVL) bulunmaktadir ve bunlar daha ¢ok deri-yumusak doku enfeksiyonlart ve
pndmoniye neden olmaktadir. Coklu antibiyotik direnci HK-MRSA’larda TK-
MRSA suslarina gore daha sik goriiliir ve insanlarda daha ciddi enfeksiyonlara

neden olur (14, 15).



2.3. Staphylococcus aureus’un Morfoloji, Kiiltiir ve Biyokimyasal
Ozellikleri

Kiiltiirden veya klinik 6rnekten yapilan Gram boyamada, sporsuz, 0.5-1.5
um capinda, tek tek, ciftli-dortlii, kisa zincir yapmis sekilde veya boliinmeleri
sirasinda her yone boliinerek ¢ogaldiklarindan ve ayrilmalari zor oldugundan iiziim
salkimi seklinde gram pozitif koklar olarak goriilebilen bakterilerdir (14, 16).

Stafilokoklar tipik iiremeyi segici olmayan bir besiyeri olan koyun kanli
agarda (KKA) gergeklestirir. Stafilokok tiirlerinin ¢cogunlugu KKA’da optimal
iireme sicaklig1 olan 34-37°C’de, normal atmosfer kosullarinda 24 saatte 1-3 mm,
72 saatte 3-8 mm ¢apinda koloniler olusturur. En ideal iireme potansiyel hidrojen
(pH) aralig1 7 ile 7.5 arasindadir. Pigment olusturmalari i¢in en ideal sicaklik 20-25
°C’dir (14, 17). S. aureus 'un KKA’daki goriiniimii hafif yiiksek ve diizgiin yiizeyli,
sar1 krem-oranj pigmentli, hemolitik koloniler seklindedir. Kapsiil kalinlig1 artmig
baz1 suslar mukoid koloniler yapabilirler (14). S. aureus’un daha siklikla kronik
enfeksiyonu olan hastalardan izole edilen kiigiik koloni varyantlar1 veya baz1 diger
stafilokok tiirleri, 24-72 saatlik inkiibasyon sonucu cogunlukla pigmentsiz,
hemolitik olmayan kii¢iik (igne ucu goriiniimlii) koloniler olusturabilirler. Bu
ireme karigik bir kiiltiir gortinimii verebilir. Pasajlanan kiiltiirlerde tekrar ayni
goriiniimde koloniler olusturabilirler ya da tekrar sokak tipi gorlinlimlerine
ulagabilirler. Besiyerine hemin/timidin ilave edilmesi, karbondioksitli ortamda
inkiibe edilmeleri kolonilerin normale donmesini saglayabilir. S. aureus’un yavas
iireyen kiigiik kolonileri, siklikla beta-laktam veya glikopeptit gibi antibiyotiklere
direng gosterebilir, konak hiicrede hiicreyi par¢alamadan yasayarak tekrarlayan
veya direncli enfeksiyonlara neden olabilen varyantlar olusturabilir (11, 14).

Kontaminasyon riski yiiksek olan klinik Orneklerden S. aureus
izolasyonunda mannitol-tuz agara, yumurta sarisi-telliirit piruvat iceren Baird-
Parker besiyerine, Columbia kolistin-nalidiksik asit agara, lipaz-tuz-mannitol agara
ve feniletil alkol agara ekilmesi izolasyon sansin1 artirir (14).

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda S. aureus’un tanimlanmasinda en sik
kullanilan yontem koagiilaz testidir. Bu yontem S. aureus’un plazmay1

pihtilagtirmasina dayanir. Tiipte ve lamda olmak iizere iki farkli sekilde yapilabilir.



Tip koagiilaz testi, stafilokokal koagiilaz enziminin fibrinojeni fibrine
doniistiirmesi ile ekstraseliiler serbest koagiilaz1 saptamasina dayali bir testtir. 0.5
mL tavsan plazmasi igerisine siiphelenilen koloniden eklenir ve 37°C’de 4 saat
inkiibasyona birakilir. Piht1 olusumu olup olmadig1 degerlendirilir. dort saatte pihti
olusumu goriilmezse inkiibasyon 24 saate kadar uzatilir ve yeniden degerlendirilir.
Lam koagiilaz testinde, tavsan plazmasi bulunan ortamda S. aureus’un kiimelenme
(clumping) faktorii olarak adlandirilan hiicre duvart iligkili fibrinojen baglayici
ylizey repetoriiniin plazmanin fibrinojeni ile etkileserek kiime olusturabilmesi
gozlemlenmeye calisilir. S. lugdunensis ve S. schleiferi de lam koagiilaz testi
yapilirken 6zellikle insan plazmasi tercih edildiginde pozitif olabilir. Tiip ve lam
koagiilaz yontemlerinin bazi olumsuz yonleri mevcuttur. Tiip koagiilaz testinde
inkiibasyon siiresinin uzun olmasi, lam koagiilaz testinin ise diisiik duyarlilik
gostermesi en dnemli olumsuzluklaridir. Lam koagiilaz testinde negatif sonuglanan

izolat tlip koagiilaz testi ile kesinlikle dogrulanmalidir (14).

2.4. Staphylococcus aureus’un Viriilans Faktorleri ve Patogenezi

Enfeksiyonun patogenezindeki temel basamaklar kolonizasyon, viriilans,
enfeksiyonun baslatilmasi, apse olusumu, sistemik enfeksiyon, ¢ok sayida viriilans
faktoriinlin yardimiyla diizenleme ve adaptasyondur. Kolonizasyon, konak
savunmasinin fiziksel bozulma veya diger hastaliklar nedeniyle tehlikeye girmesi
durumunda bakteriyel enfeksiyon riskini artirir (15).

Staphylococcus aureus’un ¢ok farkli viriilans faktorleri olmakla birlikte
tlim izolatlarin yapisi (adezinleri, toksinler veya biyofilm tiretme, fagositoza direng
gosterme yetenekleri) ayni degildir. Yapisal maddeler ve salgilanan iiriinler
enfeksiyonun patogenezinde rol sahibidir. S. aureus'un hastalik olusturmak ve
konak savunmasindan kagmak icin ¢ok ¢esitli mekanizmalar1 vardir. Kiiciik koloni
varyantlari ile kalic1 ve tekrarlayan enfeksiyonlara sebep olabilir, antibiyotiklerden
ve konak savunmasindan kagabilirler (18).

Stafilokokal virlilans  faktorlerinin  ekspresyonunun  diizenlenmesi
patogenezde 6nemlidir. Ekspresyon, asir1 metabolik istekleri azaltmak i¢in yalnizca
gerektigi zaman koordineli bir sekilde gerceklesir. Yapiskan matris molekiillerini

tantyan mikrobiyal ylizey bilesenlerin (MSCRAMM) ekspresyonu genellikle



logaritmik biiylime (replikasyon) sirasinda olurken, toksinler gibi salgilanan
proteinlerin ise sabit faz sirasinda olur. Enfeksiyon sirasinda, MSCRAMM
proteinlerinin erken ekspresyonu doku boélgelerinin ilk kolonizasyonunu
kolaylastirirken, toksinlerin daha sonra  hazirlanmasi yayilmay1
kolaylastirir. Aksesuar gen regiilatorii, stafilokok viriilansinin diizenlenmesinde

kritik bir rol oynayan ¢ekirdek algilama sistemidir (18).

2.4.1. Yapisal Elemanlar
Peptidoglikan

Staphylococcus —aureus hiicre duvart N-asetilglukozamin ve N-
asetilmuramik asidin ¢apraz bagli polimerlerinden olusan peptidoglikanlar igerir.
Peptidoglikan, hiicre duvarinin sert dis iskeletinin olugmasini saglamakta ve
adezinleri sabitlemektedir. Kompleman aktivasyonunda, polimerfoniikleer
hiicrelerin kemotaksisinde, monositler tarafindan iiretilen endojen bir pirojen olan
interlokin-1’in olusumunda, opsonik antikorlarin iiretiminin uyarilmasinda,
endotoksin benzeri aktivitede rol oynamaktadir (17, 19).

Peptidoglikanin parcalanmasi giiclii asitler veya lizozim enzimi ile
gerceklestirilmektedir (19). MSCRAMM adezinleri de dahil diger ¢esitli proteinler,
S. aureus peptidoglikaninin yapisina kovalent olarak baglanmaktadir (17).
Peptidoglikan tabakasi B-laktam ve glikopeptid yapili antibiyotiklerin de etki
yeridir (19).

Teiokoik ve Lipoteikoik Asitler

Teikoik asitleri diger gram pozitif bakterilerden farkli olarak ribitol-fosfat
polimerleri icerir. Gorevleri mukozal ylizeylere yapismayi arttirmak, hiicre duvari
ile iliskili enzimleri sabitlemek, hiicre duvarina sertlik ve esneklik vermek,
viriilansa katki saglamaktir. Plazma zarinda bulunan lipoteikoik asitler,

peptidoglikanin hiicre zarina baglantisinda gérev almaktadir (17).



Protein A ve Yiizey Adezyon Proteinleri

Konak dokularina tutunmay1 saglayan MSCRAMM'ler kollajen, fibronektin
ve fibrinojen gibi molekiilleri baglamaktadir (18). Protein A, S. aureus’un hiicre
duvar yapisinda bulunan bir MSCRAMM dir (19). Protein A, immunglobulin G
(IgG) (IgG3 harig) molekiillerinin Fc kismimi baglayarak opsonizasyonu
onleyebilmektedir. IgG'nin Fab kismi ise spesifik bir antijene baglanmak ig¢in
serbest durumda kalmaktadir (18, 19). Kiimelenme faktorii, fibrinojen ve
trombositlere enzimatik olmayan bir bag ile baglanarak bakterilerin kiimelenmesini
saglayan, hiicre duvar ylizeyinde bulunan bir bagka énemli MSCRAMM dir. S.
aureus enfeksiyon bolgesine kemotaksisi dnleyen hiicre dist yapisma proteinini de

salgilayabilir (18).

Kapsiil

Bazi1 S. aureus izolatlar1 fagositozu engelleyen, viriilansi artiran ve
apse olusumunda gorev alan polisakkarit kapsiile sahiptir. Baskin tip 5 ve 8
olmak tizere en az 11 kapsiiler serotip tanimlanmistir. Bu baskin iki tipi tasiyan
izolatlar kiiltiirlerde mukoid goriinlimde olmadig1 i¢in kapsiilii olmayan

izolatlardan ayirt edilemez (19, 20).

Biyofilm

Staphylococcus aureus’larin ¢ogunlugu, konak hiicrelere ve prostetik
maddelere yapigsmasini saglayan ve fagositozunu Onleyen biyofilmin yapisinda
bulunan ekzopolisakkaritler tiretmektedir (17). Ekzopolisakkaritin ana bileseni
poli-N-asetil-glukozamin olarak bilinen polisakkarit hiicreler arasi adezin (PIA) dir
(21, 22). PIA kolonizasyonda, biyofilm olusumunda ve biyofilmle iliskili
enfeksiyonlarda, immiin sistemden kacista, antimikrobiyallere direngte ve
fagositozda onemli bir rol oynamaktadir (22).

Biyofilmin %97’si su, %3’ii yapisal ve fonksiyonel molekiillerden
olusmaktadir (21).

Biyofilm olusumu, bakterilerin ilk dnce kapsiiler bir polisakkarit/adezinin

kapsiiler aracilik ettigi bir ylizeye yapistigi, ardindan ¢ogalarak PIA iiretimi ile



iligkili cok katmanli bir biyofilm olusturdugu bir siire¢ olarak kabul edilmektedir
(23). Biyofilm olusumu, antimikrobiyal ilaglarin difiizyonunu engelleyerek kronik
enfeksiyona ve sepsise yol agmaktadir (22, 24).

In vivo yapisma, cogu MSCRAMM ailesine ait olan hiicre duvarina baglh
ve diger ylizey proteinleri yoluyla insan matriks proteinlerine gergeklesir (25).
Baglanmaya, adezyon matriks molekiillerini tantyan MSCRAMMler aracilik eder.
Enfeksiyon sirasinda bu proteinler fibrinojen, fibronektin ve kollajen gibi konakg1
faktorlere baglanmada 6nemli rol oynar (26).

S. aureus'ta biyofilm olusumu temel olarak 12 farkli gen tarafindan kodlanir
(22). Hiicreler aras1 adezyon genlerinden olan ica4dBCD, stafilokok tiirlerinde PIA
ve polisakkarit/adezinin sentezine aracilik eden proteinleri kodlayarak hiicreden
hiicreye adezyon siirecini ve biyofilm olusumunu baslatir (22, 23). Ica genlerinden
icad ve icaD, S. aureus ve Staphylococcus epidermidis'teki slaym iiretiminde
onemli bir role sahiptir (24). S. aureus biyofilminin dagilimi, aksesuar gen

regiilatorii sisteminin dort farkli geni tarafindan diizenlenir (22).

2.4.2 Enzimler

Katalaz

Katalaz testi mikroorganizmadaki katalaz enziminin varliginin gosterilmesi
icin kullanilir. Bu enzimi bulunduruyorsa “katalaz-pozitif” olarak degerlendirilir.
Stafilokoklar katalaz pozitif bakterilerdir.

Bakteriler aeorobik solunumla hidrojen peroksit (H2O) aciga cikarirlar.
H>O> bakteriler i¢in toksiktir ve bu etkiden kurtulmak i¢in H>O>’ yi parcalayan
katalaz enzimini Uretirler. Katalaz enzimi H202’yi su ve oksijen molekiillerine
ayrarak toksik etkiyi dnlemektedir.

Bakteri stiriilmiis bir lam tizerine %3’liikk H>O, damlatildiktan sonra 10
saniyede gii¢lii kopiik ya da hava kabarciklar1 gézlenirse katalaz testi pozitif olarak

yorumlanir (14)



Koagiilaz

Koagiilaz enzimi stafilokok apsesinin c¢evresinde bir fibrin tabakasi
olusumunu saglayarak bakterileri fagositozdan koruyan ve enfeksiyonu sinirlayan
onemli bir viriilans faktoriidiir. Bakterinin bu enzimi tirettigini gostermeye yarayan
koagiilaz testi, S. aureus’u diger stafilokoklardan ayirmaya yardimci olan énemli
bir testtir (13, 14).

Staphyloccus aureus izolatlar1 bagli ve serbest olmak {iizere iki farkl
koagiilaz enzimi {iiretmektedir. Hiicre duvarinda bagli koagiilaz (kiimelenme-
clumping faktoér) olarak bilinen bir fibrinojen baglayic1 ylizey reseptori
bulunmaktadir. Fibrinojeni dogrudan ¢6ziinmez fibrine ¢evirrmesi sonucu olusan
kiimelenme lam koagiilaz testi ile tespit edilebilmektedir. Serbest koagiilaz ise
hiicreden salinir ve bir globulin plazma faktdrii ile reaksiyona girerek trombin
benzeri bir madde olusturarak pihtilagsmay1 gerceklestirir. Bu madde fibrinojenin
¢cozlinmez fibrine doniisiimiinde rol oynamaktadir. Serbest koagiilaz, tiip koagiilaz
testi yontemiyle tespit edilebilmektedir. Tiip koagiilaz testinde; 0.5 mL plazma
iceren tiipe siipheli koloninin eklenmesiyle homojen bir siispansiyon elde edilir. Bu
stispansiyon 35-37 °C’de dort saat inkiibe edilir ve saat basi degerlendirmesi yapilir.
Degerlendirmede gevsek fibrin ag1 olusumu veya tam pihtilagsma varligina bakilir.
Eger bu durumlar yoksa 24 saat inkiibasyona devam edilir ve 24. saatte tekrar
degerlendirilir. Lam koagiilaz testinde, tavsan plazmasi bulunan ortamda S.
aureus’un kiimelenme (clumping) faktorii olarak adlandirilan hiicre duvarn iligkili
fibrinojen baglayici yiizey repetoriiniin plazmanin fibrinojeni ile etkileserek kiime
olusturabilmesi gézlemlenmeye ¢alisilir. Lam koagiilaz testinde bir lam iizerine 10-
15 pL distile su konulur ve siipheli koloni 6ze ile almarak bu distile su ile

homojenize edilir, 10 saniye beklenir ve kiimelenme olup olmadig izlenir (13, 14).

Fibrinolizin, Hyaluronidaz

Hyaluronidaz, bag dokusunun hiicre dig1 matriksinde bulunan, hiicrelere
yapisal biitiinliik saglayan bir polisakkarit olan hyaluronik asiti hidrolize eden bir
enzimdir (13, 27). S. aureus ve S. hyicus hyaluronidaz iireten iki stafilokok tiiriidiir.

Fibrinolizin (stafilokinaz) fibrin pihtilarinin pargalanmasinda goérev almaktdir.
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Plazminojeni aktive ederek plazmine doniislimiinii saglamaktadir. Hyaluronidaz ve
fibrinolizin, hiicre dis1 matrikste ve biyofilmlerde bulunan hyaluronik asit ve

fibrinin par¢alanmasiyla S. aureus’un daha kolay yayilmasina yol agmaktadir (27).

Lipaz, Fosfolipaz C, Niikleaz, Proteaz

S. aureus enfeksiyon sirasinda konagin dokularini istila edip tahrip etmesini
ve diger bolgelere yayilimimi saglayan proteazlar, lipazlar ve elastazlar gibi ¢ok
sayida enzim liretmektedir. S. aureus bu invazyon yapici enzimler sayesinde septik
sok tablosuna neden olabilmektedir. Bunu konagin bagisiklik sistemini ve
pihtilagma yollarini aktive ederek yapmaktadir (18).

Niikleaz, hiicre dis1 deoksiriboniikleik asiti (DNA) hidrolize ederek
biyofilmi dagitir, termostabil yapidadir, S. aureus 'un iirettigi bir enzimdir (13, 27).
Niikleazin diger bir rolii ise, 6lmekte olan notrofillerden salinan nétrofil hiicre disi
tuzaklarindan bakteriyel kacisi saglamaktir. Niikleaz apseyi parcalamakta veya
makrofajlarin apoptozuna yol acarak S. aureus’un hayatta kalmasma yardimci
olmaktadir (27).

Staphyloccus aureus, bir ekzotoksin olan B-toksin ve fosfolipaz C olmak
tizere iki farkli fosfolipaz liretmektedir. Fosfolipaz C sadece S. aureus tarafindan
iiretilmektedir. Kompleman aktivasyonunun kisitlanmasina, kanda ve nétrofillerde
S. aureus 'un hayatta kalmasina yardimci olmaktadir (27).

Staphyloccus aureus 12 adet proteaz enzimi liretmektedir. Proteazlarin
bakteriyel yayilimda ve bagisikliktan kagmada rolleri bulunmaktadir (27). Lipaz
enzimi de bakterinin kutandz ve subkutandz dokulara yayilimma yardimci

olmaktadir (17).

Beta-Laktamaz

Staphyloccus aureus birkag farkl: tiirde beta laktamaz enzimi sentezlemektedir. Bu
enzim sadece beta laktam grubu antimikrobiyal ajanlarin varliginda tiretilmektedir.
Bu enzimlere ait genler plazmidler tarafindan kodlanmaktadir. Beta-laktamaz
direng genlerinin diger bakterilere aktarimi transformasyon ve transdiiksiyon

yoluyla olabilmektedir (17).
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2.4.3. Toksinler
Alfa toksin

Staphyloccus aureus’un en 1iyi bilinen toksinidir (28). Alfa toksinin doku
hasarinda 6nemli etkisi oldugu diisiiniilmektedir (13). Dermonekrotik ve ndrotoksik
etkileri vardir (29).

Hem bakteriyel kromozom hem de bir plazmid {izerinde kodlanan, 33 kDa
agirhiginda ve porlar olusturan bir proteindir (13, 21).

Eritrositlere, 16kositlere, hepatositlere ve trombositlere karsi litik etkisi
varken notrofillere karsi litik degildir. Alfa toksinin bir parcalayict ve
metaloproteinaz olan ADAM10'a baglanmasi sonucu fokal adezyonlarin bozulmasi
meydana gelir (28).

Epitelyal hiicrelerde E-cadherinin bdliinmesine neden olarak epitelyal
bariyer hasar1 ile ozmotik sismeye ve bunun sonucunda hiicre lizisine yol agarak
hizli K* akisina ve Na®, Ca®* ve diger kii¢iik molekiillerin gegisine izin verir (13,

28). Alfa toksin insan monositleri, T ve B hiicrelerinde de apoptoza neden olur (28).

Beta toksin

Sfingomyelini hidrolize edebildigi icin sfingomiyelinaz C olarak da
adlandirilir. Eritrositlere karsi litik etkisi diigiik sicakliklarda gergeklestiginden
dolay1 bu toksin digerlerine gore daha az etki gostermektedir. Monositlere karsi litik
etkili ancak lenfositlere ve graniilositlere kars1 litik etkisi olmayan, por
olusturmayan, 35.000-Da agirliginda, 1siya dayanikli bir proteindir (13, 21). -
toksin dermonekrotik etkiye sahip degildir (29).

Grup B streptokoklar1 tanimlamaya yarayan CAMP testinde beta toksin
kullanilir. CAMP testi bir kanli agar plag: {izerine ekilmis beta toksin {ireten S.
aureus izolatina dik olarak ekimi yapilmis siipheli grup B streptokok arasinda
gelisen artmig beta hemolitik aktivitenin ok basi seklinde bolgesi izlenmesidir (29).

Delta-hemolizin

Delta toksini, ¢ogu S. aureus izolatinin tirettigi ve 3000-Da agirliginda bir
polipeptittir. Toksin, eritrositlere, diger birgok memeli hiicresine ve hiicre ici

membran yapilarina kars1 genis bir sitolitik etkiye sahiptir (13).
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Gama-toksin ve PVL

Staphyloccus aureus tarafindan gama-hemolizin ve PVL olmak {izere iki
bilesenli toksin tiretilir (29).

Bu toksinler, konak hiicrelerin hiicre zarina baglanarak hiicre lizisine neden
olan S (bir iyon degisim kolonunda yavas salinan proteinler i¢in, HlgA, HIgC,
LukS-PV) ve konak hiicrelerin fosfatidilkolinine baglanan F (bir iyon degisim
kolonunda hizli salinan proteinler i¢in, HlgB, LukF-PV) olmak iizere iki polipeptit
zincirinden olugmaktadir (21, 29).

Gama-hemolizin neredeyse her S. aureus izolat1 tarafindan tiretilirken,
PVL prevelansi diinya ¢apinda farklilik gostermekte ve klinik 6rneklerden izole
edilen izolatlarin %S5’inden daha azinda bulunmaktadir. PVL tipik olarak
cogunlukla MSSA olmak iizere toplumla iliskili MRSA ve MSSA izolatlarinda
bulunmaktadir (29, 30).

Toksinler notrofillere ve makrofajlara karsi litik etkilidirler. Gama-toksin
bircok memeli eritrosit ¢esitine karsit da litik aktivite gosterir. Bununla birlikte
agarin toksin aktivitesi lizerindeki inhibitor etkisinden dolay1, kanli agar plaklarinda
gama-toksin tanimlanamamaktadir (29).

PVL toksini 16kotoksiktir ancak hemolitik degildir (13). PVL, ¢ogunlukla
deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, osteartikiiler enfeksiyonlar ve nekrotizan

pnomoni gibi hastaliklarla iligkilidir (31).

Eksfolyatif Toksinler

Iki farkli eksfolyatif toksin formu (ETA ve ETB) bulunmaktadir. ETA geni
faj aracili kodlanir, 1siya dayaniklidir. ETB ise plazmid kaynakhdir, 1siya
dayaniksizdir (13). Toksinler sliperantijen 6zelligindedirler (19).

Toksinler epidermisteki stratum granulosum tabakasindaki hiicreler arasi
kopriilerin - olusturulmasindan sorumlu desmozom ailesinin bir iiyesi olan
desmoglein-1'i parcalayarak stafilokokal haslanmis deri sendromuna neden olan
serin proteazlardir. Toksinler sitoliz veya enflamasyon yapmadigi i¢in epidermisin

ilgili tabakasinda bakteriler ve 16kositler bulunmaz (13, 19).
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Enterotoksinler

Farkli ¢esitlerde stafilokok enterotoksini bulunmakta olup, kromozal olarak
kodlanmaktadir (13, 19). Bu toksinler tiim S. aureus izolatlarinin yaklasik yarisi
tarafindan sentezlenmektedir. Siiperantijenik yapida olduklar1 i¢in T hiicre
aktivasyonunun ve masif sitokin saliniminin artmasini saglayabilirler (13).

Enterotoksin A gida zehirlenmesinde siklikla rol alan toksindir.
Enterotoksin B stafilokokal psddomembrandz enterokolit yapar. Enterotoksin C ve
D kontamine siit tirtinlerinde bulunur (13).

Enterotoksinler, 1siya karsi dayanikli olmalar1 ve sindirim enzimlerinin
etkisine kars1 direng gosterebildikleri i¢in gida zehirlenmelerine neden olurlar (19).
Bu nedenle bir besin maddesi stafilokok enterotoksini ile kontamine olmussa,
gidanin yeniden 1sitilmas1 ya da mide asitlerine maruz kalmasi koruyucu

olmamaktadir (13).

TSST-1

pH 7,2 olan tek bir polipeptit zincirinden olusan, 22.000 Da molekiil
agirhginda bir toksindir. TSST-1 daha yogun olarak hidrofobik amino asit
icermesine ragmen suda iyi ¢oziiniir. Toksin genellikle 1s1ya ve proteolize kars1
dayaniklidir (29). Toksin yapiminda ortam aerobik bir atmosferden ve nétral pH’tan
olugmalidir (13).

TSST-1'in siiperantijenik aktivitesi sonucu konagin endotoksine duyarlilig
artarak TNF-o araciligiyla kapiller gecirgenlik artigina, endotel hiicrelerine
baglanarak Oliimiine, aktivasyonuna ve endotoksine karsi asir1 duyarliliga neden

olur (29).

2.5. Staphylococcus aureus’un Epidemiyolojisi

Stafilokoklar her yerde bulunabilen ve insan i¢in patojen olabilen
bakterilerdir (19). S. aureus kolonizasyonu yenidoganlarda gobek deligi, cilt ve
perineal bolgede yaygindir. S. aureus burun delikleri, orofarinks, gastrointestinal
sistem ve {irogenital sistemde de kolonize olur. Cocukluk doéneminde ve

yetiskinlerde gecici veya kalici S. aureus tasiyiciligi nazofarenkste yaygindir.
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Saglikli yetigkinlerin %15°1 kalici nazofarengeal S. aureus tasiyicisidir. Yatan
hastalarda, saglik c¢alisanlarinda, egzamatéz deri hastaligt olan kisilerde,
uyusturucu bagimlilarinda, kronik hemodiyaliz hastalar1 ve insiilin kullanan yani
diizenli enjeksiyona maruz kalan hastalarda bu oran daha yiiksek bulunmustur.
Stafilokoklar ciltte ve nazofarenkste kolonize oldugundan, bakterilerin bulas
kolaydir ve hastane kaynakli enfeksiyonlar sik goriiliir. Stafilokoklar yiiksek
sicakliklara, dezenfektanlara ve antiseptik soliisyonlara kars1 dayanikli degildir
ancak kuru yiizeylerde uzun siirede yasayabilmektedir (13). Bakteri duyarli bir
kisiye ya dogrudan temas yoluyla ya da dokiilen insan lezyonlar1 ve bu lezyonlarla
kontamine olan fomitlerden solunum yolu veya deri ile bulasabilir (19). Boylece
stafilokoklarin saglik calisanlarindan hastalara veya hastalar arasinda gecisi
saglanabilmektedir (13). Hastanelerde, en yiiksek risk altinda olanlar yerler
yenidogan servisleri, yogun bakim servisleri, ameliyathaneler ve kemoterapi
servisleridir. ‘Epidemik’ S. aureus’un bu servislere toplu olarak girmesi ciddi klinik
hastaliklar olusturabilir (19). Bunun i¢in en uygun korunma yontemi saglik
caligsanlarinin el yikamasidir (13).

Metisiline direngli S. aureus ilk kez 1961°de, metisilinin tedavi amagh
kullanimindan kisa bir siire sonra Ingiltere'de tanimlanmistir. Bunu takiben on yil
icinde MRSA, diinyanin ¢ogu yerinde HK-MRSA sorumlu hale gelmistir (32).

1990’lardan  gilinlimiize kadar saglikli kisilerde gorilen MRSA
enfeksiyonlarinin sayisinda bir artig olmustur. 2000'li yillarin ortalarindan itibaren
de ciftlik hayvanlarina maruz kalma ile de iliskilendirilmistir (32). Bu artig
genellikle 2003’te toplum kaynakli deri enfeksiyonlari ve siddetli pndmoni
salginlarindan sorumlu oldugu rapor edilen, TK-MRSA izolatlar1 olarak
isimlendirilen yeni MRSA izolatlarinin tanimlanmasiyla iliskilendirilmistir (12,
13). Toplumdan izole edilen izolatlar son yillarda hastanelere de tasinarak, 6nceden
belirlenen kontrol oénlemlerini uygulamak zor hale gelmis ve hastanede yatan
hastalar artik toplum ya da hastaneden edinilen izolatlarin neden oldugu
enfeksiyonlara kars1 duyarli olmaya baslamistir (13).

MRSA enfeksiyonlarinin tedavisi MSSA enfeksiyonlarinin tedavisinden
zor ve pahalidir. MRSA enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek az sayida

antibiyotik bulunmaktadir. MRSA tedavisinde kullanilabilen birkag¢ antibakteriyel
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ilag smifinin herbirine direngli S. aureus izolatlarinin bildirilmesi ise ¢oklu ilaca
direngli S. aureus enfeksiyonlarmin tedavi edilmemesi ihtimalini artirmaktadir.
MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde vankomisin antibiyotiginin kullaniminin
artmastyla, vankomisin duyarlilif1 azalmis Staphylococcus aureus (VISA) izolati
ilk olarak 1996°da Japonya’da bildirilmis tanimlanmis ve vankomisine direngli S.

aureus (VRSA) rapor edilmeye baglanmistir (12).

2.6. Staphylococcus aureus’un Neden Oldugu Enfeksiyonlar

Staphylococcus aureus dogrudan yaptig1 yikim sonucu dokulara yayilimla
veya olusturdugu toksinler yoluyla olmak tizere iki farkli sekilde enfeksiyona yol
acabilmektedir (13). Neden oldugu lokalize enfeksiyonlar apse veya piyojenik
eksuda seklindedir. Bakteriyemi, endokardit, menenjit, pndmoni, perikardit, septik
artrit, osteomiyelit, toksinleriyle olusan hastaliklar olan besin zehirlenmesi ve
toksik sok sendromu gibi klinik tablolara da yol agar (14).

Staphylococcus aureus saglikli insanlarin  derisinde ve mukozal
ylizeylerinde asemptomatik kolonizasyon yapabilmekle birlikte cesitli
enfeksiyonlara sebep olabilen firsat¢1 bir patojendir. Stafilokokal enfeksiyonlar en
sik yabanci bir cisim girisinden sonra deri veya mukozal bariyerlerin asilmasi
sonucu Ozellikle bagisiklik sistemi zayif olan konaklarda meydana gelir.
Stafilokoklar yara enfeksiyonlarinin énemli bir nedenidir. Osteomiyelit, endokardit
ve bakteriyemiyi tetikleme ve organlarda invaziv ikincil enfeksiyonlara yol agma
potansiyeli vardir. Antibiyotige direncli izolatlarin artmasiyla ve son zamanlarda
ozellikle vankomisine direngli klinik izolatlarin da gozlenmesiyle, S. aureus
enfeksiyonlarinin  kontrolii  giderek zorlasmistir.  Stafilokoklarin  hastane
enfeksiyonlarindaki rolii 6nemlidir ve son zamanlarda stafilokoklar toplum kékenli
enfeksiyonlarin 6nemli bir nedenidir. Toplum kokenli S. aureus enfeksiyonlari
siklikla, yakin zamanda hastanede yatig, ameliyat, uzun siireli bir bakim merkezinde
yasama, devamli damar ici ilag kullanimi gibi risk faktorlerine sahip olmayan
saglikli bireylerde goriilmektedir. Bu toplum kokenli enfeksiyonlara neden olan
izolatlarin, saglikli bireylerde hastalia neden olabilmelerinden dolayr yiiksek

viriilans potansiyeline sahip olduklari diistiniilmektedir (31).
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2.6.1. Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlar:

Akut bakteriyel deri ve deri yapisi enfeksiyonu deriyi ve altta yatan deri alt1
dokuyu, fasyay1 veya kaslar1 kapsayan, heterojen, potansiyel olarak yasami tehdit
eden enfeksiyonlardir. ABDYE’e Ornek olarak follikiilit, fronkiil, impetigo,
karbonkiil, mastit, erizipel, seliilit, nekrotizan fasiit, yara enfeksiyonlar1 verilebilir.
Bu enfeksiyonlara en sik neden olan patojenler arasinda S. aureus ile
birlikte Streptococcus spp. de bulunmaktadir (14, 33). S. aureus diinyada cilt
enfeksiyonlarinda en sik goriilen patojendir. S. aureus hafif (folikiilit, impetigo,
komplike olmayan seliilit gibi) ve ciddi (seliilit, lenfanjit, lenfadenit ve nekrotizan
fasit) olmak {izere bir¢ok deri ve yumusak doku enfeksiyonlarina neden olmaktadir.
Cerrahi alan enfeksiyonlarinda, deri alt1 apselerde ve piiriilan seliilitte izole edilen
en sik patojendir (11, 34).

Deri ve yumusak doku enfeksiyonlarmin en onemli risk faktorii deri
biitiinliiglinlin bozuldugu durumlar veya kronik cilt hastaliklaridir (11).

Haslanmis deri sendromu, S. aureus’un eksfolyatif toksinleri aracigiliyla

olusan, siklikla ¢cocuklari etkileyen, kabarcikli bir cilt hastaligidir (35).

2.6.2. Solunum Yolu Enfeksiyonlari

Oral sekresyonlarin aspirasyonu veya viicudun uzak bir yerinden hematojen
yayillim sonrasi (Intavendz tedavi alan hastalar, sag kapak endokarditler, kronik
hemodiyaliz hastalar1) S. aureus 1ile solunum yolu hastaligt meydana
gelebilmektedir (13, 36). Hem toplum kaynakli hem de hastane kaynakli
pnomonilerde 6nemli bir etkendir (34). Toplum kaynakli S. aureus pndmonileri
ozellikle yash bireylerde, diyabetik ve alkoliklerde goriilmekte olup influenza
salginlarindan sonra artig gostermektedir. Hastane kaynakli S. aureus pnémonileri
entiilbasyon sonrasi veya aspirasyona bagli goriilebilmektedir (36). TK-MRSA
siklikla ¢ocuklarda ve geng erigkinlerde goriilebilen, masif hemoptizi, septik sok ve

ciddi nekrotizan pndmoni ile seyreden bir klinik tabloya neden olabilmektedir (13).
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2.6.3. Diger Enfeksiyonlar

Staphylococcus aureus bakteriyemiyenin en sik etkenlerindendir. S. aureus
bakteriyemilerinin yaklasik {icte birinde enfeksiyon odagi bilinmemektedir.
Cogunlukla iyi huylu cilt enfeksiyonlar1 sirasinda, bakterinin kan dolasimina
yayillim1 sonucu bakteriyemi gelismektedir. S. aureus bakteriyemi vakalarimin
yarisindan fazlasi, cerrahi girisimle ya da uzun siireli kontamine intravaskiiler
kateter kullanimu ile iligkilidir (13). Bakteriyemiye bagli 6liim ise en sik akciger
enfeksiyonu ve enfektif endokarditi olan hastalardaki enfeksiyon odaklarindan
kaynaklanmaktadir (31). S. aureus, gelismis {lkelerde goriilen enfektif
endokarditin en sik nedenidir (37). Endokardit akut baslar, hizla ilerler ve en sik
mitral kapag tutar. Aort kapak tutulumlarinda prognoz daha kétiidiir (36).

S. aureus, osteomiyelit, dogal eklem septik artriti, protez eklem enfeksiyonu gibi
kemik ve eklem enfeksiyonlarin %30-60’inda goriilen en sik etkendir (34). S.
aureus yetiskinlerdeki nongonokoksik artritin de en sik etkenidir (36).

Idrar yolu enfeksiyonlarina nadiren sebep olmaktadir ve siklikla kalic1 idrar
sondas1 bulunan hastalarda rastlanmaktadir. Belirgin idrar odagi bulunmayan
hastalarda idrardan izole edilmesi S. aureus bakteriyemisini yansitabilecegi igin, S.
aureus bakterilirisi olan hastada kan kiiltiirii yapilmas1 dnerilmektedir (34).

Staphylococcus aureus nadir olarak menenjite ve travma veya gogis
cerrahisi sonrast hematojen yayilim ile perikardite de neden olabilmektedir.

Stafilokokal toksik sok sendromu, 1980'lerin basinda ABD'de geng saglikli
kadinlarda yiiksek oranda emici tamponlarin kullanilmasi ile iliskili hizla 6liime
ilerleyen multisistemik bir hastalik olarak farkedilmistir (35, 38). Stafilokokal
toksik sok sendromu vakalariin sadece %5'inden azinda kan kiiltiiriiniin pozitif
olmasi dikkat ¢ekicidir (38).

Istya direngli stafilokokal enterotoksinlerin bulundugu besinlerin
tilketilmesi sonucu, siklikla salgilar seklinde goriilen besin zehirlenmelerine de

sebep olabilmektedir (36).
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2.7. Staphylococcus aureus Enfeksiyonlarimin Tedavisi

Staphylococcus aureus hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarinin 6nde
gelen nedenlerindendir. Hafif cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari, endokardit,
osteomiyelit, bakteriyemi ve pndmoni gibi bir¢ok hastaliga neden olabilir (39). S.
aureus’ta ¢oklu ilag direnci nedeniyle bu enfeksiyonlarin tedavisi giderek
zorlagsmaktadir (40).

Penisilinin kesfi S. aureus enfeksiyonu tedavisinde Onciiliigii yapti.
Penisilinin yaygin kullanimi ile direng hizla gelisti ve penisilaza direngli metisilin
kullanima girdi. Metisilinin tedavide kullanimu ile yaklasik iki y1l gibi bir siirede
metisilin direnci goriildi (39). Bunu tedavide sik kullanilan diger antibiyotiklere
(klindamisin, kloramfenikol, tetrasiklinler, makrolidler, rifampin, aminoglikozidler
ve trimetoprim/sulfometoksazol) kars1 direng gelismesi izlemistir (40).

Penisilin artik vakalarin ¢ogunda S. aureus enfeksiyonlarini tedavi etmek
icin yararl degildir, ancak MSSA suslar i¢in genellikle ¢cok sayida alternatif yari
sentetik antistafilokokal penisilinler ve sefalosporinler gibi diger beta-laktam ilaglar
mevcuttur. MSSA  izolatlarinin neden oldugu enfeksiyonlar genellikle
sefalosporinler, oksasilin veya nafsilin gibi beta-laktam sinifindaki ilaglarla tedavi
edilirken, MRSA enfeksiyonlar1 diger antimikrobiyal siniflarindaki ilaclarla tedavi
edilir ve birinci basamak tedavide glikopeptid antibiyotikler olan vankomisin ve
teikoplanin tedavide en yaygin kullanilan ilaglardir, birgok yeni ilag smifi da
mevcuttur (41).

Vankomisin, MRSA sikliginin arttigi hastane ortamlarindaki hastalarda
veya MRSA pozitif kiiltlir sonucu olan enfeksiyonlarin tedavisinde ampirik olarak
onerilir. Yiiksek diizeyde diren¢ nadir goriilse de vankomisine karsi duyarliligin
azalmasi ve sistemik uygulamadan sonra doku penetrasyonunun zayif olmasi
glikopeptid antibiyotiklerle tedavide basarsizliklara neden olabilir (42).
Vankomisine karst hem diisiik diizeyde hem de yiiksek diizeyde direncli izolatlar
tespit edilmistir. MRSA enfeksiyonlarinin yan1 sira VISA ve VRSA izolatlariyla
olusan enfeksiyonlarin tedavisi i¢in FDA onay1 alan ek antimikrobiyaller

bulunmaktadir (41).
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Daptomisin de stafilokokal enfeksiyon tedavisinde kullanilabilir. Komplike
olmayan MRSA deri enfeksiyonlar1 i¢in doksisiklin, minosiklin, klindamisin,
trimetoprim-siilfometaksazol ve linezolid siirli toksisiteye sahip, iyi bilinen
ajanlardir. Tigesiklin genellikle diger ilaclarin yeterli olmadig1 veya yerine birkag
ilacin gerekli oldugu enfeksiyonlar i¢in ayrilmistir. Tedizolid, oral ve parenteral
preparatlar1 olan umut verici yeni bir oksazolidinondur. MRSA'ya karsi aktif olan
yeni ajanlar arasinda sefalosporinler (seftobiprol ve seftarolin), lipoglikopeptidler
(oritavancin, dalbavancin ve telavancin) ve genis antibakteriyel spektruma sahip

olan delafloksasin bulunmaktadir (41, 43).

2.8. Staphylococcus aureus’da Antimikrobiyal Diren¢

Son yillarda bakterilerin evrim gegirmesi ve yanlis, genis spektrumlu
antibiyotik kullanimi1 S. aureus’un 6zellikle MRS A ’nin ilag direncini de artirmigtir.
S. aureus enfeksiyonu goriilme orani diinyada artmis olup klinik tedavisi de
zorlagmstir (39).

Staphylococcus aureus, ¢oklu ilag direnci ile bilinen bakterilerden olusan ve
insan saglina yonelik bir kiiresel tehdit olusturan ESKAPE patojenleri
(Enterococcus  faecium, S.  aureus, Klebsiella  pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter tiirleri) grubuna dahildir
(44, 45). S. aureus tedavisinde kullanilan ¢ogu antimikrobiyal ilaca karsi ¢esitli
diren¢ mekanizmalar1 gelistirmistir. Bunlardan en Onemlisi, beta-laktamlara,

glikopeptitlere ve oksazolidinonlara karsi olusan direnctir (44).

2.8.1. Penisilin Direnci

Alexander Fleming’in 1928’de penisilini bulmasmin ardindan 1940’larda
tedavide kullanilmaya baslanmustir. {1k peniline direngli S. aureus 1942°de izole
edilmis, 1950’lerde penisilinin tedavide kullaniminin yayginlasmasiyla direng
giderek artmistir (39, 46).

Penisiline direngli S. aureus izolatlari, penisilindeki beta-laktam halkasin
hidrolize edebilen ve ilacin anti-bakteriyel aktivitesini etkisiz hale getiren
penisilinaz (beta-laktamaz) {iretebilmektedirler. Beta-laktamaz enzimi; blaZ

geninde kodlanir ve transpozon Tn 552 veya Tn 552 benzeri elementler
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tarafindan taginmaktadir (47). S. aureus tarafindan sentezlenen beta-laktamazlar
Bush smiflamasinda grup 2a’da, Ambler simiflamasinda ise smf A’da yer
almaktadir. Beta-laktamazlar ¢gogu MRSA olmak tlizere MSSA’lar tarafindan da

sentezlenmektedir (44).

2.8.2. Metisilin Direnci

Penisiline direngli S.  aureus enfeksiyonlarinin  tedavisinde, 1959°da
kullanilmaya baslanan, beta-laktamaz hidrolizine direnc¢li, metisilin isimli yar1
sentetik bir penisilin gelistirilmistir. Patricia Jevons isimli Ingiliz bilim insam
1961°de ilk kez MRSA’y1 izole etmistir (39).

1961°den 1990’lara kadar MRSA hastanelerde goriilmekte iken, 1990’1arda
MRSA enfeksiyonlar1 toplumda da yaygilagsmaya basladi (46).

MSSA izolatlarn PBP1, PBP2, PBP3 ve PBP4 sentezler. PBP2,
transpeptidaz fonksiyonunun inaktive olmast sonucu hiicre 6liimiine sebep olan
bakterinin anahtar bir proteinidir. Beta-laktam grubu antibiyotikler bu PBP’lere
baglanarak peptidoglikan tabakanin sentezinin bozulmasina ve bakteri 6liimiine yol
acar. MRSA izolatlar1 ayrica PBP2A (PBP2a veya PBP2') da sentezler (44).
Metisilin direnci, MSSA’nin hareketli stafilokokal kaset kromozom elementine
(SCCmec) entegre olan PBP2a veya PBP2’ kodlayan mecA geni araciligi ile
gerceklesir. Bu enzimlere beta-laktam grubu antibiyotikler baglanamaz ve
dolayistyla bu antibiyotiklerin hiicre duvart olusumunu bozmasi engellenemedigi
i¢in direng olusur (39).

SCCmec elemanlar1 yapisal ve genetik cesitliligine gore tipI’den tip VII ‘e
kadar siniflandirilmistir (48). mecA geni, konjugasyon veya transdiiksiyon yoluyla
aktarilmaktadir (49).

Ingiltere’de yapilan bir ¢alismada oksasilin ve metisiline direngli ancak
mecA geni bulundurmayan bir S. aureus izolatina genom dizi analizi uygulanmas,
mecA geni ile %69 ve PBP’lerin amino asit kombinasyonu ile %63 benzerlik
gosteren, homolog bir gen tespit edilerek 2012 yilinda mecC (eski adiyla
mecArca2s1) olarak isimlendirilmistir. Saptanan mecC izolatlariin ¢ogunlugu,
cografi bolge ve konaktan bagimsiz olarak tek bir MRSA soyuna yani ST130’a
aittir (50, 51).
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PBP2a bulunan izolatlar, seftobiprol ve seftarolin digindaki tiim beta-laktam
antibiyotiklere direngli olup MRSA olarak isimlendirilir (44).

Staphylococcus aureus’un az bilinen ve ihmal edilen bir alt grubu
ise, sinirda oksasiline direngli S. aureus'tur ( BORSA). Hem toplumdan hem de
hastaneden elde edilen BORSA, penisilinaza direngli penisilinlere orta diizeyde
direng ile karakterizedir ve oksasilin MiK'leri 1 ila 8 mg/L arasindadir. Gergek
anlamda metisiline direngli veya metisiline duyarli degildirler ve mecA geni
bulundurmazlar. Siddetli BORSA enfeksiyonlar: yiiksek dozda oksasiline yanit
veremeyebilecegi icin sik sik yanlis tanimlanmakta ve hastanin tedavisi ag¢isindan

onemli bir tehdit olusturmaktadir (45).

2.8.3. Glikopeptid Direnci

Glikopeptid antibiyotikler, Lipid II monomerlerinin (N-asetil -muramik
pentapeptid) D-alanin D-alanin terminaline hidrojen baglar1 ile baglanarak hiicre
duvarinda  bulunan  peptidoglikan  tabakasinda  transpeptidasyonu  ve
transglikozilasyonu engeller. Gram pozitif bakterilere kars1 etkilidir ancak gram
negatif bakterilerin duvar yapisimin biiyiilk ve karmagsik olmasi, dis zardan
gecememeleri nedeniyle lipid I hedefine ulagilamaz ve glikopeptid antibiyotiklere
kars1 intrensek direng goriiliir (52).

Vankomisin, hastanede yatan ve MRSA izolatlarinin neden oldugu ciddi
enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan giivenilir ve ilk olarak tercih
edilen glikopeptid grubu bir antibiyotiktir (4, 47). Vankomisin, penisiline direngli
stafilokoklar1 tedavi etmek i¢in FDA onay1yla ilk kez 1955 yilinda kullanilmistir.
Vankomisine ilk direngli izolat 1987°de bildirilmistir. Son zamanlarda ise yogun
bakim {initelerinde Enterococcus faecalis enfeksiyonlarin yaklasik %30’dan
fazlasinda vankomisine diren¢ saptanmaktadir. Enterokoklarda en sik karsilagilan
diren¢ mekanizmasi VanA tipi direngtir ve transpozon Tn 1546 varlig1 ile olusur
(52). Vankomisin direngli enterokoklardan VanA transferi sonucu S. aureus’ta
direng gelismis ve ilk VRSA izolat1 (vankomisin MiK> 256 pg/mL; teikoplanin
MIK=128 pg/mL) 2002’de ABD’de bildirilmistir (52, 53). Enterokoklarda

vankomisine yiiksek dilizeyde diren¢ olmasi ve VanA tasiyan plazmidin
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enterokoklardan S. aureus’a transferinin gosterilmis olmasi S. aureus’ta ortaya
c¢ikan direncin nedeni olabilecegini diisiindiirmektedir (4).

Vankomisine direncgli S. aureus’ta tespit edilen tek direng mekanizmasi
VanA tipidir (52).

IIk VISA izolat:1 1996°da, Japonya’da vankomisin tedavisine direngli bir
yara yeri enfeksiyonundan izole edilmistir. Sternal insizyon bolgesindeki piiriilan
akintidan ve debridman 6rneginden izole edilen bu MRSA izolatinin (Mu50), SMD
yontemi ile vankomisin icin MiK degeri 8 mg/L bulunmus ve vankomisine kars1
duyarlilikta azalma saptanmustir (4). Ulkemizde ise ilk hVISA izolat1 1998 yilinda
bildirilmigtir (54).

Ik klinik VISA izolatinin bildirilmesinden 6nce S. aureus'ta teikoplanin
duyarliliginin azaldig: bildirilmistir. Ancak, S. aureus'ta teikoplanin duyarliliginin
azalmasi vankomisin duyarliliginda azalma olmadan olabilir fakat vankomisin
duyarliliginda azalma olan izolatlarda teikoplanin duyarlilifinda azalma
gosterilmistir (53).

VISA’da vankomisine karst azalan duyarliligin bir nedeninin hiicre duvari
sentezini artiran igsel bir mekanizma (hiicre duvarinin iki kat kalin olmasi, PBP 2a,
PBP2 ve hiicre duvart murein onciillerinin iiretiminde {i¢ kat artis olmasi gibi)
olabilecegi diislinilmektedir. VISA izolatlarinda vanA veya vanB genlerine
rastlanilmamaktadir (4). VISA olusumunda bazi walkR, rpoB, vraSR ve mprF gibi
genlerdeki mutasyonlar etkendir. Bu mutasyonlarin hiicre duvari sentezinde ve
kalinliginda artisa neden olmasi, viriilansin zayiflamas1 ve azalmis otoliz gibi
fenotipik degisiklikler sagladigi diigiiniilmektedir (55, 56).

hVISA, VISA’nin dnciisiidiir ve ¢esitli derecelerde vankomisin direncine
sahip hiicre alt popiilasyonlarindan olusur. hVISA MIK degeri 8 mg/L olan mu50
izolat1 ve VISA MIK degeri 2 mg/L olan mu3 izolat: ilk tanimlanan izolatlardir.
Hem VISA hem de hVISA klinik olarak vankomisin direngli enfeksiyona neden
olur (51). Bu izolatlar uzun stireli vankomisin tedavisi goren MRSA enfeksiyonlu
hastalarda daha sik ortaya ¢cikmaktadir (52).

EUCAST’e (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) gore S. aureus vankomisin MIK simir degeri <2 mg/L ise duyarldir. Bir

S. aureus izolat1 vankomisine yiiksek diizeyde (MIK>8mg/L) direng gdsteriyorsa
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VRSA; diisiik diizeyde (MIK 4-8 mg/L) direng gosteriyorsa VISA olarak
tanimlanir. Vankomisine duyarli (MiIK<2 mg/L) bulunan fakat altin standart
yontem olan popiilasyon dizi analizi ile vankomisin MiK>2 mg/L olan heterojen
bir grup bulunur ve hVISA olarak tanimlanir (57).

Avrupa’da yapilan bazi caligmalardan elde edilen verilere gére, MRSA
izolatlarinda VISA oraninin %0.1°den az, hVISA oraninin ise %2’den az oldugu
diistiniilmekte olup heniiz VRSA izolatina rastlanmamuistir. Cografik olarak hVISA
siklig1 degismekte ve bazi bolgelerde yiiksek olabilmektedir. VISA ve hVISA nin
cogunlugu ise MRSA’dir (57). Ancak metisiline duyarli S. aureus (MSSA)
izolatlar1 arasinda da tespit edilebilir (53).

VISA ve hVISA siklig1 6zellikle Amerika ve Asya’da son yillarda artig
gostermektedir. 2020°de Shariati ve ark.’nin yaptig1 bir calisma verilerine gore,
VISA ve hVISA’nin sirastyla 2010 yilindan 6nce prevalanst %1.2 ve %4 olarak
saptanmis, 2010-2019 yillarinda prevalansinin %4.3 ve %5.3’e ¢iktig1 goriilmiistiir.
VISA en yaygin olarak Asya'da (%2,1), ardindan Afrika ve Avrupa (%1,8), Kuzey
ve Gliney Amerika (%1) ve Okyanusya'da (%0,6) goriilmiistiir; hVISA en yaygin
olarak Okyanusya'da (%11,2), ardindan Kuzey ve Giiney Amerika (%5,2), Asya
(%4,7), Avrupa (%4,4) ve Afrika'da (%4) goriilmiistiir (56).

VRSA’nin siklig1 ise son 20 yilda devamli olarak artarak 2006’dan 6nce
%2, 2006-2014 yillar1 arasinda %5, 2015-2020 yillar1 arasinda %7 olmustur. S.
aureus izolatlar1 arasindaki VRSA oraninin ise kitalara gore bakildiginda Afrika'da
%16, Asya'da %5, Kuzey Amerika'da %4, Giiney Amerika'da %3 ve Avrupa'da %1
oldugu goriilmiistiir. Afrika ve Asya gibi diisiik ve orta gelirli kitalarda VRSA’nin
daha sik goriilmesinin nedeni olarak hijyen kosullarinin koti olmasi ve
antimikrobiyal yonetimin daha az uygulanmasi olabilecegi diistiniilmektedir (56).

VISA ve hVISA enfeksiyonu icin en 6nemli risk faktorleri; dnceden
gecirilmis MRSA enfeksiyonu/kolonizasyonu veya daha Onceden vankomisin
tedavisi almis olmaktir. Diyabet, malignite, ameliyat gecirmis olmak gibi altta yatan
hastaligin olmasi, endokardit, derin apse veya protez eklem eklem enfeksiyonu gibi
bakteri yiikiiniin fazla olabilecegi durumlar ve antibiyotiklerin bu enfekte bolgelere

gecisinin az olmasi, yogun bakim {initesinde kalma, glikopeptid antibiyotiklerle
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tedavi basarisizligi, tedavi silirecinin baslarinda diisiikk vankomisin diizeyi

uygulanmasi gibi faktorler VISA ve hVISA olusumunda rol oynamaktadir (53).

2.9. Delafloksasin

Akut bakteriyel deri ve deri yapist enfeksiyonu goriilen ve Onceden
antibiyotik tedavisi almis hastalardaki kronik enfeksiyonlar ¢ogunlukla
polimikrobiyaldir ve genis spektrumlu antibiyotik tedavisine ihtiyag
duyulur. ABDYE’lerde, MRSA basta olmak iizere antibakteriyel direngli
izolatlarin diinyada yaygin hale gelmesi biiyiik bir tedirginlik olugturmustur ve yeni
antibakteriyellere olan ihtiyaci artirmistir (33, 58).

Kinolonlar, idrar yolu enfeksiyonlariin, solunum yolu enfeksiyonlarinin,
ABDYE’lerin ve karin i¢i  enfeksiyonlarin  tedavisinde  kullanilan
mikroorganizmalara kars1 etkindir (59). Fakat yaygin ve yanhs kullanim, kisa bir
stirede tiim bakteri tilirlerinde direncli izolatlarin ortaya ¢ikmasina ve yayilmasina
neden olmustur (8).

Delafloksasin de akut bakteriyel deri ve deri yapist enfeksiyonlarinin ve
TKBP’si olan hastalarin tedavisi i¢in FDA onay1 almis yeni bir kinolon grubu
antibiyotiktir (7).

Delafloksasin, MRSA (hem kinolonlara duyarli hem de direngli) dahil
olmak iizere S. aureus'a ve c¢oklu ilaca direngli izolatlara karsi etkilidir (59).
Delafloksasin, ¢ok ¢esitli bakterilere karsi hem in vitro hem de in vivo genis bir
antibakteriyel spektruma sahiptir. Gram-pozitiflere (florokinolona duyarli olmayan
MRSA ve MSSA izolatlarina karsi aktivite dahil olmak {izere S. aureus,
Staphylococcus ~ haemolyticus, Staphylococcus ~ hominis,  Staphylococcus
lugdunensis,  Streptococcus  agalactiae,  Streptococcus  anginosus grubu,
Streptococcus  disgalactiae, Streptokok mitis grubu, Streptococcus pyogenes,
Enterococcus faecalis), gram-negatiflere (Escherichia coli, Enterobacter cloacae,
Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis ve Pseudomonas
aeruginosa), anaeroblara (Siprofloksasin ve levofloksasinin aksine Clostridium
perfrigens, Bacteriodes fragilis, Prevotella
sp , Peptostreptococcus ve Bacteroides thetaiotamicron'a kars etkili), atipik

solunum patojenlerine (Legionella spp, Chlamydia pneumoniae ve
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Mycoplasma pneumoniae dahil), cinsel yolla bulasan hastalik patojenlerine
(Neisseria gonorrhoea ve Ureaplasma tiirleri de dahil olmak iizere) karsi
aktiviteye sahiptir. Ayrica delafloksasinin asidik ortamda artan antibakteriyel
etkinligi, Helicobacter pylori enfeksiyonlarinin tedavisine de kullanima olanak
saglar. (7, 33, 60-62).

Delafloksasin bakterilerin hem bakteriyel DNA giraz (topoizomeraz II,
gram negatif bakterilerde florokinolon inhibisyonuna daha duyarli)) hem de
topoizomeraz IV (Gram pozitif bakterilerde inhibisyona daha duyarli) enzimlerini
esit afinite ile hedefleyen tamamen sentetik anyonik bir florokinolondur. Her iki
topoizomeraz enzimini etkileyen cesitli mutasyonlarin birikmesi sonucu direng
geligebilir. Kimyasal yapis1 1-(6-amino-3,5-difloro-2-piridinil)-8-kloro-6-floro-7-
(3-hidroksi-1-azetidinil)-4-okso-1,4-dihidro-3-kinolinkarboksilattir ~ (Sekil 2.1).
Kinolonlarin kimyasal yapisindaki ii¢ degisiklik, delafloksasini diger kinolonlardan
ayirir ve ona cesitli antimikrobiyal avantajlar saglar. N1 pozisyonunda daha genis
bir molekiiler ylizey saglayan heteroaromatik halkanin varlig1 diger kinolonlara
gore antibakteriyel aktivitesini arttirir. C8 pozisyonunda zayif bir polarite olmasi
kinolon direngli gram-pozitif bakterilere karsi potansiyel antibakteriyel etkisini
arttirtr ve ayrica anaerobik bakterilere karsi etkinligini artiran, giiglii polarite
saglayan bir klor atomuna sahiptir. C7 pozisyonunda bazik bir grubun bulunmamasi
ise onu zayif asidik bir molekiil yapar ve asidik pH ile antibiyotik yliksiiz kalarak
biriktigi bakteri hiicresine transmembran transferine yardimci olmasi sonucu asidik
ortamlarda (6rnegin fagolizozomlarda; biyofilmde ve ayrica ciltte; yumusak

dokuda ve apselerde) antibakteriyel aktivitesini artirir (33, 61, 62).

F. o-
oy
HO Cl N X F
H,N L~

Sekil 2.1. Asidik pH'a gore delafloksasinin benzersiz anyonik yapist (Kocsis’den,
(62).
Siprofloksasin ve moksifloksasin gibi diger kinolonlarin MiK'leri pH

diistiikge artarken, delafloksasin icin zaten giiclii olan MiK'ler azalan pH'da daha
da diisiik degerlere kayar (59).
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In vitro ¢alismalara gore, delafloksasinin ilag-ilag etkilesimi potansiyeli
diistiktiir (33). Delafloksasinin oral biyoyararlanimi %59 kadar olup gidayla
degismez ancak ilaclarla veya Al, Mg, Fe, Zn gibi ¢cok degerlikli metal katyonlar1
iceren triinlerle birlikte alindiginda 6nemli Ol¢lide azalabilir (61). Delafloksasin
temel olarak glukuronidasyon yoluyla (esas olarak UGTI1A1l, UGT1A3 ve
UGT2B15 ile) metabolize edilir. Degismemis ana ilag plazmadaki baskin bilesendir
ve dolasimda 6nemli metabolitleri yoktur (33).

Delafloksasin intravendz ve oral formiilasyon olarak mevcuttur, QTc
araligimmi klinik agidan anlamli 6l¢lide degistirmez ve olumlu bir farmakokinetik
profile sahiptir (iyi oral biyoyararlanim, diisiik ilag-ilac¢ etkilesimi potansiyeli ve
giinde iki keze uygun bir rejim). Siddetli bobrek yetmezligi olan hastalarda
intravendz yolda (oral degil) delafloksasin doz ayarlamasi yapilmasi gereklidir
(33). Karaciger yetmezligi olan hastalarda doz ayarlamasi gerekli degildir.
Hamilelerde ve emziren kadinlarda delafloksasin ile ilgili herhangi bir ¢aligma

bulunmamaktadir (61). Pediatrik yas grubunda ise kullanimi1 kontrendikedir (62).

2.9.1. Delafloksasin ve Diger Florokinolonlar’a karsi1 Direng

Florokinolonlara karsi olusan direng florokinolon kullanimini kisitlamis ve
diinyada bir sorun haline gelmistir. Florokinolon direnci kromozomal mutasyonlar,
plazmid aracil1 direng genlerinin edinilmesi ve efflux pompalarinin (NorA, NorB,
NorC) asir1 ekspresyonu ile olusabilmektedir. Efflux pompalarinin asiri
ekspresyonu ile olusan diren¢ MIK degerini dort ila sekiz kat artirmaktadir.
Kromozomal mutasyonlar ana direng mekanizmasidir ve Oncelikli hedef olan
topoizomeraz IV’iin (ParC en yiiksek duyarliliga sahip bir topoizomerazdir) ve
ikincil hedef olan DNA girazin (gyrA) kinolon direncini belirleme bdlgesinde
olusmaktadir (47, 63).

Stafilokoklar florokinolonlara genellikle duyarli mikroorganizmalardir.
MIK kirilma noktasini asan bir direng olusmasi icin hem topoizomeraz hem de
DNA girazda bir mutasyon olmas1 gerekir. Siklikla tek bir aminoasitteki degisim
MIK degerini sekiz ila 16 kat artirir. iki mutasyonel degisim, iki farkli hedefe etki

eden antibiyotigin kombinasyonuyla direncin ortaya ¢ikisini engeller (47).
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Delafloksasinin diger florokinolonlara kiyasla gram pozitif
bakterilerdeki hedef enzim mutasyonlarina karsi daha fazla stabilitesi
oldugu goriilmektedir. Bu stabilitenin ilacin molekiiler sekli, polaritesi ve ¢ift
hedefleme aktivitesinin varlig tarafindan saglanildig: diistiniilmektedir (64).

Delafloksasin diger florokinolonlar gibi DNA giraz ve topoizomerazin
birini segmez, aksine her ikisini de ayn1 anda hedefler. Bu durum her iki hedefte de
es zamanli c¢oklu mutasyonlar gerektireceginden, delafloksasin direngli
mutasyonlarin ~ olugsma  olasiligm1  azaltir.  Delafloksasine  direngli .
aureus izolatlarindaki gyr4  genindeki S84L ve parC  genindeki S80Y/F
mutasyonlart en sik goriilen mutasyonlardir. Bu mutasyonlar levofloksasin ve
siprofloksasine direncli, delafloksasine duyarli S. aureus izolatlarinda da goriildigi
icin delafloksasin direnci i¢in Onemli olmakla birlikte yeterli olmadig
goriilmektedir. Hem DNA giraz hem de topoizomeraz IV'te tek bir es zamanli
mutasyon yalmzca hafif bir MIK artisgina yol agmaktadir. S. aureus i¢in daha
yilksek MIK degerleri hem gyrd'da (cogunlukla ESSK ve S84L) hem
de parC'de (cogunlukla E84G ve S80Y/F)en az iki mutasyonla birlikte ortaya
cikmaktadir. Farkli olarak, parC'deki 84. pozisyondaki mutasyon yiiksek diizeyde
dirence yol ac¢tigindan, delafloksasine karsi azalmis duyarlilikta 6nemli bir nokta
gibi goriinmektedir. Plazmid ile kodlanan gacC geni de (MFS tipi bir effluks
pompasini  kodlar) S. aureus izolatlarinda delafloksasin  direncinde rol
oynayabilmektedir (59, 63). S. aureus'ta da effluks tastyicilari florokinolon
direncine katkida bulunur ancak delafloksasin direncinde in vitro aktiviteyi
etkiledigi gosterilememistir. Bir in vitro duyarlilik ¢aligmasinda, NorA efflux
pompasinin up-regiilasyonu ile birlikte tek bir topoizomeraz nokta mutasyonu

olan, delafloksasine direngli bir adet S. aureus izolati tanimlanmistir (64).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Cahsmanin izni

Bu ¢alisma Hitit Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 28/02/2023 tarihinde 2023-20 karar numarasi ile onaylanmistir.

3.2. Staphylococcus aureus Izolatlarinin Toplanmasi

Calismaya Haziran 2021 ve Ekim 2023 tarihleri arasinda Hitit Universitesi
Corum Erol Olgok Egitim ve Aragtirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvar1 bakteriyoloji bdliimiine gonderilen klinik 6rneklerden (yara, doku,
derin trakeal aspirat [DTA], balgam) izole edilen toplam 105 S. aureus izolat1 dahil
edildi. Bir hastanin farkli klinik 6rnek kiiltiirtinde de S. aureus izole edildiginde

ornek tiirlerinden sadece ilki ¢aligmaya dahil edildi.

3.3. Staphylococcus aureus Izolatlarinin Tammlanmasi

Laboratuvarimiza gelen hasta numunelerinden besiyerinde iireyen
kolonilerden stafilokok morfolojisi ile uyumlu koloniler konvansiyonel yontemler

ve kiitle spektrometrisi birlikte kullanilarak tanimlandi.

3.3.1. Konvansiyonel Yontemlerle Staphylococcus aureus’un

Tanimlanmasi

Laboratuvarimiza gelen balgam, DTA, yara kiltiri ve doku kiiltiirii
ornekleri normal atmosferik sartlar altinda, 37 °C’de ve 18-24 saat inkiibe
edildikten sonra, KKA’da tlireyen S. aureus kolonilerine benzeyen kolonilere Gram
boyama yapildi. Gram boyamada gram pozitif kiimeler olusturmus koklarin
goriildiigii kolonilere katalaz ve tiipte koagiilaz testleri uygulandi ve pozitif ¢ikan

bakteriler S. aureus olarak isimlendirildi.
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3.3.2. Kiitle spektrometrisi temelli yontemlerle Staphylococcus

aureus’un Tanimlanmasi

Caligmamizda konvansiyonel yontemle S. aureus olarak tanimlanan
izolatlarin tamami Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda Bruker Microflex Matrix Assisted Laser Desorption Ionization
Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) (Bruker Daltonics,
Almanya) ile de tanimlandi. Koloni 6ze ile alinarak MALDI-TOF MS (Bruker
Daltonics, Almanya) metal plakasi tizerindeki isaretli bolgeye konuldu, {izerine 1
ul formik asit eklenip (Formik Asit hiicre duvarimi "sindirir" ve matriksin
tanimlama i¢in kullanilan ribozomal proteinleri ¢evrelemesine ve iyonize etmesine
olanak tanir) kurumaya birakildir ve kuruma gerceklesince tekrar koloni tizerine 1
ul matriks soliisyonu (10 mg/ml a-siyano-4-hidroksisinamik asit, %50 asetonitril,
%2,5 trifloroasetik asit) (mikrobiyal molekiillerin ayrigsmasini saglayarak
parcalanmasini Onler) pipetlenerek oda 1sisinda kurumaya birakildi. Hazirlanan
metal plak MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Almanya) cihazina konularak Flex
Analysis bilgisayar programi ile kiitle spektrometreleri elde edildi. Elde edilen
protein profilleri Bruker BioTyper v3.1 yazilimi ve rutin veri tabani kullanilarak
incelendi ve mikroorganizmalar tanimlandi.

MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Almanya) cihazina tanimlama igin
yiikklenen bakteri, lazer 1sinlar1 ile iyonize hale gecip hizlandirilarak
elektromanyetik alandan gecer. Burada serbest forma gegen genellikle tek yiiklii
iyonlar ugus tiipiine ilerler ve iyonlarin gegirdikleri zamana gore kiitle spektrumu
elde edilir. Hiicrelerde bol bulunan, ¢cevre ve bakterilerin iireme kosullarindan en az
etkilenen ribozomal proteinler sayesinde her bakteri i¢in ayr1 bir kiitle spektrumu

elde edilir (65).

3.4. Staphylococcus aureus Izolatlarin Saklanmasi ve Canlandirilmasi
Calismaya dahil edilen izolatlar ¢alisma giiniine kadar -80°C’de, %15

gliserol igeren Beyin Kalp Infiizyon (BKI) broth besiyeri igerisinde sakland.

Calisma giinii, stok bakteri kiiltiirlerinin oda sicakliginda ¢6ziinmesi saglandi ve %5
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KKA plagina seyreltme ekim ile pasajlar1 yapilarak 18-24 saat 37°C’de inkiibe
edildi.

SS3.5. Staphylococcus aureus Izolatlarinda Metisilin Direncinin

Belirlenmesi

3.5.1. Sefoksitin Disk Difiizyon Yontemi ile Metisilin Direncinin

Belirlenmesi

Calismamizda, S. aureus izolatlarinin metisilin direnci Kirby-Bauer disk
difiizyon testi yontemi ile belirlendi. Izolatlar serum fizyolojik igerisinde
homojenize edilerek 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonu
hazirlandiktan sonra, steril bir ekiivyonla Miiller Hilton Agar (MHA) plagina ii¢
farkli yonde homojen bir sekilde inokiile edildi ve sefoksitin (30 pg) (Bioanalyse,
Tiirkiye) antibiyotik diski yerlestirildi. MHA plaklar etiivde 37°C sicaklikta 18-24
saat normal atmosferik kosullarda inkiibe edildi. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra
sefoksitin’e ait zon c¢aplar1 Olglildii ve EUCAST uluslararast antimikrobiyal
duyarlilik rehberine gore metisilin direnci belirlendi. Sefoksitin zon ¢ap1 >22 mm
olan S. aureus izolatlar1 metisilin duyarli, zon ¢ap1 <22 mm olan S. aureus izolatlar

metisilin direngli olarak degerlendirildi (66, 67).

3.5.2. Otomatize Antimikrobiyal Duyarhhik Sistemi ile Metisilin

Direncinin Belirlenmesi

Izolatlarin otomatize antimikrobiyal duyarlilik sistemi ile metisilin
direncinin belirlenmesi Hitit Universitesi Erol Olgok Egitim ve Arastirma Hastanesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’'nda VITEK 2 Compact (bioMérieux, Fransa)
otomatize sistemi kullanilarak yapildi. VITEK 2 AST GP kartlarindaki (P664-
P640) sefoksitin tarama ve oksasilin MIK sonuglari EUCAST onerileri
dogrultusunda degerlendirilmektedir. Oksasilin MIK>2 mg/L olan izolatlar

metisilin  direngli, MIK<2 mg/L olan izolatlar metisilin duyarli olarak
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degerlendirildi. Sefoksitin tarama sonucu pozitif olan izolatlar metisilin direngli,

negatif olan izolatlar metisilin duyarl olarak degerlendirildi.

3.5.3. Molekiiler Yontemle mecA ve mecC Saptanmasi

DNA ekstraksiyonu yapilacak izolatlar bir giin Oncesinden stok
besiyerinden alinip KKA besiyerine ekimleri yapilarak normal atmosferik sartlar
altinda 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Saf iireyen S. aureus izolatlarinin gen
analizi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi kullanildi. DNA izolasyonu
yapildiktan sonra mecA ve mecC’ye 6zgli primerler ile PZR yontemi uygulandi.
PZR ile cogaltilan DNA bdlgeleri agaroz jel elektroforezi ile yiiritiiliip

transilliiminator lizerine alinarak ultraviyole 151k altinda bantlar goriintiilendi.

DNA Ekstraksiyonu

DNA’y1 izole etmek i¢in EURx GeneMATRIX TISSUE & BACTERIAL
DNA Purification kiti (v. 1.3 EURx, Gdansk, Poland) iiretici firmanin talimatlar

dogrultusunda kullanildi.

PZR Yontemi ile DNA’nin Cogaltilmasi

S. aureus izolatlart icin mecA ve mecC gen bolgesi PZR yoOntemi ile
arastirildi. Pozitif kontrol olarak metisilin direngli S. aureus NCTC 12493 (mecA
pozitif) izolati ve metisilin direngli S. aureus NCTC 13552 (mecC pozitif)
kullanild1. Liyofilize haldeki mecA ve mecC primerleri (Metabion) distile su ile 5
uM  konsantrasyonda olacak sekilde sulandirildi. Primer siispansiyonlari

alikotlanarak ¢alisma giiniine kadar -20°C’de saklandi.

Her bir izolat i¢in ependorflara 24 ul PZR karigimi ve 1 pl ekstraksiyonu
yapilmis bakteri DNA’s1 toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde hazirlandi.
PZR islemi, Thermal Cycler (Master Cycler, Eppendorf, Germany) cihazinda
gerceklestirildi. mecA ve mecC igin kullanilan primer dizisi Tablo 3.1°de, mecA4 igin
kullanilan protokol Tablo 3.2°de, mecC i¢in kullanilan protokol Tablo 3.3’te, her

bir reaksiyon i¢in hazirlanan PZR karigimi igerigi ise Tablo 3.4’te agiklandu.
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Tablo 3.1. mecA ve mecC gen bdlgesi i¢in kullanilan primer dizisi

Hedef Oligoniikleotid dizisi (5°-3”) Baz cift Referans
Gen (be)
mecA F: TCCAGATTACAACTTCACCAGG 162 bg
(Cikman’dan,
R: CCACTTCATATCTTGTAACG (48)
mecC F: GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC | 138 bg
R: GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC

Tablo 3.2. mecA gen bolgesi i¢in amplifikasyon prosediirii (Cikman’dan, (48)

[k denatiirasyon 94 0C 4 dakika 1 dongii
mecA Denatiirasyon 94 °C 30 saniye 30 dongii
Baglanma 53 °C 30 saniye
Uzama 72 °C 1 dakika
Son uzama 72 °C 4 dakika 1 dongii
Tablo 3.3. mecC gen bolgesi icin amplifikasyon prosediirii
[k denatiirasyon 94 0C 4 dakika 1 dongii
C
mee Denatiirasyon 94 °C 30 saniye 35 dongii
Baglanma 55 °C 30 saniye
Uzama 72 °C 1 dakika
Son uzama 72 °C 10 dakika 1 dongii

Tablo 3.4. mecA ve mecC PZR reaksiyon igerigi

PZR bilegenleri Her bir reaksiyondaki | Karigimdaki son
hacim konsantrasyon

DNA 1wl

Primer-F 1l 200 nM

Primer-R 1 ul 200 nM

DNA polimeraz 0,25 ul 0,05 U/ul

dNTP 1l 200 uyM

10X Tampon 2,5 ul 1X

MgCl2 1,5 ul 1,5 mM

dH20 16,75 ul

Toplam 25 ul
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Agaroz Jel Elektroforezi

PZR ile amplifikasyonun sonunda ¢ogalan DNA’larin goriintiilenmesi igin
% 2’lik agaroz iceren 1 litre hacimde 1x Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) ile agaroz
jel hazirlandi. %2 konsantrasyonda agaroz jel elde etmek icin hassas terazide
tartilan 1,6 gr agaroz, 80 mL 1x TAE tampon c¢ozeltisinde mikrodalga firin
kullanilarak homojen sekilde ¢ozdiiriildii ve 45- 50°C’ye sogumaya birakildi. 7 pl
etidyum bromid soliisyonu eklendi ve tank havuzuna dokiildii, taraklar yerlestirildi
ve tamamen sogumaya birakildi. Soguma gergeklesince taraklar ¢ikarildi. Hibrigen
100 b¢ DNA Ladder Plus belirteci birinci kuyucuga yiiklendi. 10 pl mecA ya da
mecC pozitif izolat amplifikasyon iirlinii loading buffer ile karistirildi ve ikinci
kuyucuga yiiklendi. Geri kalan kuyucuklara diger 6rneklerin 10 pl amplifikasyon
iiriinleri loading buffer ile karistirilarak yiliklendi. DNA bantlar1 100 b¢ DNA ladder
belirteci ve mecA ve mecC nin pozitif kontrolii ile karsilastirildi. MecA igin
amplifikasyon triinleri elektroforez tankinda (Biorad) 100 voltta 60 dakika ve
mecC igin 130 voltta 45 dakika yiiriitiildii ve agaroz jel, transilliminatére (Major

Science) aktarilarak ultraviyole 151k altinda bantlar goriintiilendi.

3.6. Staphylococcus aureus izolatlarinin Glikopeptid Duyarhhklarinin

Sivi Mikrodiliisyon Yontemi ile Tespiti

S. aureus izolatlarmin teikoplanin ve vankomisin MIK degerleri SMD
yontemi ile EUCAST 0nerilerine uyularak tespit edildi.

Katyon Ayarl1 Miiller Hinton Broth (KAMHB) besiyeri (BD BBL Miiller-
Hinton II Broth) ile vankomisin (Carbosynth, ingiltere) ve teikoplanin (Carbosynth,
Ingiltere) antibiyotiginin toz sekli sivi mikrodiliisyon yonteminde kullanilmistir.
Antibiyotik stok ¢ozeltileri, tiretici firmalarin onerileri ile EUCAST’in ve Clinical
and Laboratory Standards Institute’nin (CLSI) 6nerileri dogrultusunda hazirlandi

(68, 69).
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3.6.1. Vankomisin ve Teikoplanin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

1280 mg/L konsantrasyonda (C) vankomisin ve teikoplanin stok ¢dzeltisi
olusturmak i¢in tretici firmanin talimatlari uygulandi. Distile su antibiyotik
tozlarin ¢oziicli ve sulandirici olarak kullanildi. Her iki antibiyotik i¢in iglem ayr1
ayr1 gergeklestirildi.

Agirlik (mg) = Hacim (mL) x Istenen konsantrasyon (C, ug/mL) / Potens
(hg/mg)

Tartilan antibiyotik tozlar1 10 mL distile su ile homojen olana kadar
karistirildi ve 1’er mL olacak sekilde alikotland1 ve ¢aligma giiniine kadar -20°C’de

saklanda.

3.6.2. Bakteri Inokulumunun Hazirlanis1

KKA’daki S. aureus kolonilerinden 0,5 McFarland bulanikliginda (10®
koloni olusturan birim [CFU]/mL) hazirlanan siispansiyondan 10 pl alinarak 990
mikrolitre (ul) KAMHB besiyeri ile diliie edildi ve bakteri siispansiyonunun
konsantrasyonu 1 x 10® CFU/mL oldu. Antimikrobiyal duyarlilik testinde S. aureus
ATCC 29213 kalite kontrol susu kullanildi.

3.6.3. Mikrodiliisyon Plaklarinin Hazirlanmasi ve Degerlendirilmesi

1280 mg/L konsantrasyondaki stok antibiyotik ¢dzeltisinden 1 mL alinarak
9 mL distile su ile 1/10 oraninda diliie edilerek 128 mg/L konsantrasyonda
antibiyotik ¢ozeltisi elde edildi. SMD yontemi i¢in steril U tabanli 96’lik
mikroplaklar kullamldi. Ik olarak sekizli pipet kullanilarak son iki siitundaki
besiyeri kontrolii ve iireme kontrolii haricindeki tiim kuyucuklara 50 pl KAMHB
pipetlendi. Besiyeri kontrolii olan 11. siitundaki kuyucuklara 100 pl KAMHB,
iireme kontrolii olan 12. slitundaki kuyucuklara 50 ul KAMHB ve 50 pl bakteri
inokulumundan pipetlendi ve her iki siitundaki kuyucuklara antibiyotik stok
¢ozeltisinden ilave edilmedi. Ilk siitundaki kuyucuklara sekizli pipet kullanilarak
128 mg/L konsantrasyonundaki antibiyotik stok ¢dzeltisinden 50 ul pipetlendi. ilk
stitundaki kuyucuklardan sekizli pipet kullanilarak 50 pl alinip 10. siitundaki
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kuyucuklar dahil olmak iizere iki kat seri dillisyon yapildi. 10. siitundaki
kuyucuklardan 50 pl almip disart atildi. ilk siitundaki kuyucuklarda antibiyotik
konsantrasyonu 64 mg/L, 10. stitundaki kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonu
0,125 mg/L oldu. Ik 10 siituna 8li pipet yardimi ile 1 x 10° CFU/mL
konsantrasyondaki bakteri siispansiyonu 50 pl pipetlendi ve ilk 10 siitundaki her
kuyucukta bakteri siispansiyonunun konsantrasyonu 5 x 10> CFU/mL’ye diisti.
Antibiyotik konsantrasyonu ise birinci siitunda 32 mg/L, 10. siitunda ise 0,06 mg/L
oldu. Steril kapakla mikroplaklarin iizeri kapatildi ve 35+2°C’de 24 saat
inkiibasyona birakild1.

Inokiilasyondan hemen sonra iireme kontrol kuyusundan es zamanl
inkiibasyon i¢in KKA’a pasaj yapilarak inokulumun saflig1 kontrol edildi. Ayrica
dogru inokulum varlhiginin (5 x 10° CFU/mL) kontrolii i¢in baslangi¢ inokulumdan
(10 CFU/mL) 10 pL alinarak 10 mL tuzlu suda seyreltildi ve KKA’a 100 pL
ekilerek inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra koloni sayisi yaklasik 20-80 ise;
inokulum saf ise; pozitif kontrol kuyusunda lireme var ise test gecerli kabul edildsi,
test degerlendirildi. Kuyucuklarda bulaniklik veya kuyucugun dibinde hiicre
birikiminin goriilmesi tireme varlig1 olarak degerlendirildi, organizmanin gozle
gorillen {iremesini tamamen engelleyen en diisiik antimikrobiyal madde
konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlendi (68). Belirlenen MIK degerleri
EUCAST’da belirtilen S. aureus izolatlarinin vankomisin ve teikoplanin MIIK
degerlerine gore yorumlandi. S. aureus igcin EUCAST te belirlenen vankomisin ve

teikoplanin MiK sinir degerleri Tablo 3.5’te agiklanmustir (66).

Tablo 3.5. EUCAST’in S. aureus i¢in belirlenmis vankomisin ve teikoplanin MiK
sinir degerleri (66)

MIK Degerleri S. aureus
(mg/L) S R
Vankomisin <2 >2
Teikoplanin <2 >2

S: duyarli, R: direncli
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3.7. Staphylococcus aureus izolatlarinda hVISA Taramasi

3.7.1. Teikoplanin Tarama Agar Yontemi ile hVISA Taramasi

5 mg/L teikoplanin i¢ceren Miiller Hinton plagi EUCAST ’in Onerileri ile
hVISA taramasi i¢in kullanildi. 5 mg/L teikoplanin iceren Miiller Hinton plagi
hazirlarken oncelikle iiretici firma talimatlar1 dogrultusunda balon jojede toz MHA
besiyeri (Condalab, Ispanya) distile su ile homojen sekilde ¢dzdiiriildii. MHA
besiyeri otoklavda 15 dakika 121°C’de steril edilip oda sicakliginda 45°C’ye kadar
sogutuldu. MHA besiyerine eklenmesi gereken 1280 mg/L konsantrasyonundaki
teikoplanin stok ¢dzeltisi miktar1 C1 x V1 = C2 x V2 formiilii ile hesaplandi. Iki
litre 5 mg/L teikoplanin iceren Miiller Hinton plagi elde etmek icin 7,81 ml 1280
mg/L  konsantrasyonundaki teikoplanin stok ¢ozeltisinden MHA besiyerine
eklenerek homojen sekilde karigmasi saglandi. Besiyerleri, EUCAST onerilerine
gore 90 mm capindaki steril petri kaplarina 4 mm + 0.5 mm olacak sekilde dokiildii.
S. aureus kolonileri %0.9 serum fizyolojikle siispanse edilerek 2.0 McFarland

bulaniklikta bakteri inokulumu elde edildi. Bu bakteri siispansiyonundan agar

yiizeyine 10 pl steril bir pipet ile bir nokta seklinde damlatildi. 35°C’de normal
atmosferde 48 saat inkiibe edilen plaklarda inokulum damlatilan alanda bir veya
daha fazla koloninin varligi azalmig glikopeptid duyarliligi siiphesi olarak
degerlendirildi. Negatif kontrol olarak S. aureus ATCC 29213 susu kullanirken
pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 700698 (Mu3) (hVISA) ve S. aureus ATCC
700699 (Mu50) (VISA) suslar1 kullanildi (57, 70)

3.7.2. Makro Gradiyent Test Yontemi ile hVISA Taramasi

Bu test ile elde edilen MIK degerleri S. aureus’un vankomisin ve
teikoplanin MIK degerlerini vermez, azalmis vankomisin duyarliligini
degerlendirmek i¢in kullanilir (57)

Tim S. aureus izolatlarinda Makro Gradiyent Test Yontemi Wootton ve
ark.’nin  (70) uyguladig1 sekilde calisildi. KKA’da iireyen saf S. aureus
kolonilerinden 2,0 McFarland bulanikliginda bakteri stispansiyonu MHB igerisinde
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hazirlandi. 90 mm’lik steril petrilere iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda
hazirlanan BKi (Condalab, Ispanya) agara 100 pl 2,0 McFarland bulanikliginda
bakteri siispansiyonu inokiile edildi. Ilk olarak sadece teikoplanin gradyent test
seritleri (bioMérieux, Fransa) konuldu. 48 saat boyunca 35°C’de normal atmosferik
kosullar altinda inkiibe edildi. Teikoplanin i¢in MIK <8 mg/L olan izolatlar hVISA
siipheli olarak degerlendirilmedi, teikoplanin MiK >12 mg/L olan izolatlar hVISA
siipheli olarak degerlendirildi. Teikoplanin icin MIiK >8 mg/L olan izolatlara
vankomisin ve teikoplanin gradyent test seritleri (bioMérieux, Fransa) birlikte
konuldu. Eger vankomisin ve teikoplanin sonucu >8 mg/L ise izolatlar hVISA
siipheli seklinde yorumlandi. Calismada, pozitif kontrol icin Mu3 (ATCC 700698)
ve negatif kontrol icin ATCC 29213 S. aureus izolat1 kullanildi.

3.8. Staphylococcus aureus izolatlarinda Populasyon Analizi Profili-

Egri Altinda Kalan Alan Yontemi fle hVISA Varhgi Arastirilmasi

hVISA varligmi dogrulamak icin Wootton ve ark.’nin (70) uyguladigi
yontem modifiye edilerek hVISA tarama testleri ile siipheli bulunan S. aureus
izolatlarma PAP-AUC (Popiilasyon Analizi Profili -Egri Altinda Kalan Alan)
yontemi c¢alisildi. PAP-AUC uygulanmasi i¢in 0,5; 1; 2; 2,5; 4 ve 8 mg/L
konsantrasyonunda vankomisin icerecek sekilde farkli konsantrasyonlarda BKI
besiyerleri hazirlandi. Oncelikle iiretici firma talimatlar1 dogrultusunda toz halde
bulunan BKI besiyeri (Condalab, ispanya) hazirlandi. BKI besiyeri otoklavda 15
dakika 121°C’de steril edilip oda sicakliginda 45°C’ye kadar sogutuldu.

Alt1 farkll balon jojeye 500 mL 0,5; 1; 2; 2,5; 4; 8 mg/L konsantrasyonda
vankomisinli BKI elde etmek igin eklenmesi gereken 1280 mg/L
konsantrasyonundaki vankomisin stok ¢ozeltisi miktar1 C1 x V1 =C2 x V2 formiili
ile hesaplandi. 1280 mg/L konsantrasyonundaki stok ¢o6zeltisinden hesaplanan
miktarlar eklenerek homojen sekilde karigmasi saglandi. Besiyerleri, EUCAST
onerilerine gore 90 mm ¢apindaki steril petri kaplarina 4 mm +0.5 mm olacak
sekilde dokiildii. Her izolat igin 0,5; 1; 2; 2,5; 4 ve 8 mg/L vankomisin iceren BKI

agar hazirlandi. Besiyerleri kullanilacagi zamana kadar +4°C’deki dolapta saklandi.
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izolatlarin 0,5 McFarland bulaniklikta siispansiyonlari hazirlandi (10°
CFU/ml). Bu 108 ‘lik konsantrasyondaki siispansiyondan steril salinle diliie edilerek
107, 10°, 10%, 10* 10° konsantrasyonlar hazirlandi. Ik olarak hVISA siipheli
bulunan izolatlarin her birinden hazirlanan 108, 10° ve 103 bakteri
konsantrasyonundaki siispansiyonlardan 100’er pl alinarak 0; 0,5; 1; 2; 2,5; 4 ve 8

mg/L vankomisin iceren BKI agara pipetle tek bir damla seklinde birakild. 48 saat

35 °C’de normal atmosferik kosullarda inkiibe edilen besiyerlerindeki koloniler
sayildi. Koloni sayisi net sayilamayan iiremelerde farkli konsantrasyonlarda
(103,107, 108, 10°, 10% 10°) bakteri stispansiyonu farkli (100 pl 10 pl, 1 ul)
miktarlarda, pipetle tek damla olacak sekilde damlatildi ve inkiibasyon tekrarlandi.
Degerlendirme su formiile gore yapildi:

Koloni sayisinin CFU/ml: Koloni sayisi / Diliisyon katsayis1 x Inokulum
vollimii

Stipheli hVISA bulunup PAP-AUC ¢alismasina alinan her S. aureus izolatt
icin farkli vankomisin konsantrasyonlarina kars1 gelen koloni sayisinin logaritmasi
alinmis grafikler ¢izildi. Her izolatin grafiginin egri altinda kalan alan1 Microsoft
Excel programiyla hesaplandi. Grafikler pozitif kontrol Mu3 (ATCC 700698) ve
negatif kontrol ATCC 29213 i¢in de ¢izildi ve egri altinda kalan alanlar hesaplandi.
Her izolatin egri altinda kalan degeri Mu3 susunun egri altinda kalan degerine
oranlandi. Bu deger 0.90-1.3 ise hVISA olarak yorumlandi. Bu deger <0.90 ise
VSSA, >1.3 ise VISA olarak yorumlanda.

3.9. Staphylococcus aureus izolatlarimn Delafloksasin Duyarhliginin

Sivi Mikrodiliisyon Yontemi ile Tespiti

Calismaya alinan S. aureus izolatlarinin tamamina (n:105) delafloksasin
duyarlilig1 calisildi. Delafloksasin MiK degerleri SMD yéntemi ile EUCAST
Onerilerine gore yapildi. KAMHB besiyeri (BD BBL Miiller-Hinton II Broth) ile
delafloksasin (Carbosynth, ingiltere) antibiyotiginin toz sekli sivi mikrodiliisyon
yonteminde kullanildi. Antibiyotik stok ¢ozeltileri, iiretici firmalarin Onerileri ile

EUCAST’in ve CLSI’ 1n 6nerileri dogrultusunda hazirlandi.
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3.9.1. Delafloksasin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

160 mikrogram (ug)/mL konsantrasyonda delafloksasin stok ¢dzeltisi
olusturmak i¢in {iretici firmanin talimatlari, CLSI ve EUCAST’in Onerileri dikkate
alinarak antibiyotik stok ¢ozeltisi hazirlandi. Coziicii olarak 1/2 hacim distile steril
su (5 ml) eklendi ve kalan 1/2 hacim ise damla damla 0,1 mol/L NaOH (5 ml) ile
tamamlandi. Sulandirict olarak distile su kullanildi. 10 mL homojen olarak elde
edilen antibiyotik ¢ozeltisi 1’er mL olacak sekilde alikotland1 ve calisma giiniine
kadar -20°C’de sakland.

Agirlik (mg) = Hacim (mL) x Istenen konsantrasyon (C, pg/mL) / Potens

(ng/mg)

3.9.2. Bakteri Inokulumunun Hazirlanisi

KKA’daki S. aureus kolonilerinden 0,5 McFarland bulanikliginda (10®
CFU/mL) hazirlanan siispansiyondan 10 pl alinarak 990 ul KAMHB besiyeri ile
diliie edildi ve bakteri stispansiyonunun konsantrasyonu 1 x 10 CFU/mL oldu.
Antimikrobiyal duyarlilik testinde S. aureus ATCC 29213 kalite kontrol susu
kullanildz.

3.9.3. Mikrodiliisyon Plaklarinin Hazirlanmasi ve Degerlendirilmesi

160 mg/L konsantrasyondaki stok antibiyotik ¢ozeltisinden 1 mL alinarak
19 mL distile su ile 1/20 oraninda diliie edilerek 8 mg/L konsantrasyonda
antibiyotik ¢ozeltisi elde edildi. SMD yontemi i¢in steril U tabanli 96’lik
mikroplaklar kullanildi. i1k olarak 8’li pipet kullanilarak son iki siitundaki besiyeri
kontrolii ve tireme kontrolii haricindeki tiim kuyucuklara 50 ul KAMHB pipetlendi.
Besiyeri kontrolii olan 11. siitundaki kuyucuklara 100 ul KAMHB, iireme kontrolii
olan 12. siitundaki kuyucuklara 50 ul KAMHB ve 50 pl bakteri inokulumundan
pipetlendi ve her 2 siitundaki kuyucuklara antibiyotik stok ¢ozeltisinden ilave
edilmedi. Ilk siitundaki kuyucuklara sekizli pipet kullanilarak 8 mg/L
konsantrasyonundaki antibiyotik stok ¢ozeltisinden 50 pl pipetlendi. Ilk siitundaki
kuyucuklardan 8’1i pipet kullanilarak 50 pl almip 10. siitundaki kuyucuklar dahil
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olmak {izere iki kat seri diliisyon yapildi. 10. stitundaki kuyucuklardan 50 pl alinip
disar1 atildi. 1k siitundaki kuyucuklarda antibiyotik konsantrasyonu 4 mg/L, 10.
stitundaki kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonu 0,008 mg/L oldu.

Ik 10 siituna 8’li pipet yardimi ile 1 x 10° CFU/mL konsantrasyondaki
bakteri siispansiyonu 50 pl pipetlendi ve ilk 10 siitundaki her kuyucukta bakteri
slispansiyonunun  konsantrasyonu 5x 10° CFU/mL’ye diistii. Antibiyotik
konsantrasyonu ise birinci siitunda 2 mg/L, 10. siitunda ise 0,004 mg/L oldu. Steril
kapakla mikroplaklarin tizeri kapatildi ve 35+2°C’de 18 saat inkiibasyona birakildu.
Inokiilasyondan hemen sonra iireme kontrol kuyusundan es zamanli inkiibasyon
icin KKA’a pasaj yapilarak inokulumun safligi kontrol edildi. Ayrica dogru
inokulum varhginin (5 x 10° CFU/mL) kontrolii i¢in baslangi¢ inokulumdan (10°
CFU/mL) 10 pL alinarak 10 mL tuzlu suda seyreltildi ve KKA’a 100 pL ekilerek
inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra koloni sayis1 yaklasik 20-80 ise; inokulum saf
ise; pozitif kontrol kuyusunda iireme var ise test valid kabul edildi, test
degerlendirildi. Kuyucuklarda bulaniklik veya kuyucugun dibinde hiicre
birikiminin goriilmesi tireme varlig1 olarak degerlendirildi, organizmanin gozle
gorillen {iremesini tamamen engelleyen en diisiik antimikrobiyal madde
konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlendi (68). EUCAST’in S. aureus igin
belirlemis oldugu delafloksasin MIK smir degerlerine gore toplum kdkenli
pnémoni i¢in MIK<0,016 mg/L bulunan izolatlar duyarli, MiK>0,016 mg/L
izolatlar direngli olarak kabul edildi. Deri ve deri ekleri enfeksiyonlar1 i¢in MIK
<0,25 mg/L izolatlar duyarli, >0,25 mg/L izolatlar direncli olarak kabul edildi (66).
(Sekil 3.1)
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Sekil 3.1. Delafloksasin SMD MIiK sonuglarinin degerlendirilmesi
3.10. Otomatize Antimikrobiyal Duyarhlik Sistemi ile Levofloksasin

Duyarhhiginin Belirlenmesi

Izolatlarin otomatize antimikrobiyal duyarlilik sistemi ile levofloksasin
direncinin belirlenmesi Hitit Universitesi Erol Olgok Egitim ve Arastirma Hastanesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda VITEK 2 Compact (bioMérieux, Fransa)
otomatize sistemi kullanilarak yapildi. VITEK 2 AST GP kartlarindaki (P664-
P640) levofloksasin MIK sonuglari EUCAST 6nerileri  dogrultusunda
degerlendirilmektedir. EUCAST in S. aureus igin belirlemis oldugu levofloksasin
MIK smir degerlerine gére MIK<0,001 mg/L bulunan izolatlar duyarl, MiK>1
mg/L izolatlar direngli olarak kabul edildi (66).

3.11. istatiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS versiyon 23.0 kullanilarak yapildi. Veriler tanimlayici
istatistikler kullanilarak analiz edildi. Kategorik veriler say1 (n) ve yiizde (%) olarak
hesaplandi. Yontemlerin etkinlik karsilastirmalar1 duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif ve
negatif prediktif deger analizleri yapilmistir. Duyarlhilik i¢in gercek pozitiflik
/gercek pozitif+ yanlis negatif; 6zgiilliik icin dogru negatif/yanlis pozitif+dogru
negatiflik; pozitif prediktif deger i¢in gercek pozitif/gergek pozitif+ yanlis pozitif;
negatif prediktif deger i¢in gergek negatif/ gercek negatif+ yanlis negatif formiilleri

kullanilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Calismaya Dahil Edilen Staphylococcus aureus Izolatlarinin

Ozellikleri

Calismamiza toplam 105 S. aureus izolat: dahil edildi. izolatlarin 18’i
(%17,1) poliklinik, 46’s1 (%43,8) yataklt servis ve 41’1 (%39) yogun bakim
iinitesinden gonderilen ¢esitli 5rneklerden izole edilmistir. izolatlarin 15°i (%14,3)
balgam, 37°si (%35,2) derin trekal aspirat, 50’si (%47,6) yara siiriintii 6rnegi ve ti¢ii
(%2,9) de doku orneginden olugmaktadir. Calismaya dahil edilen S. aureus
izolatlarinin %60°1 2023 yilinda gelmistir. S. aureus izolatlarinin izole edildigi

yillara gore dagilimi Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. S. aureus izolatlarinin izole edildigi yillara gore dagilim

Yil n (%)
2021 2 (1,9)
2022 40 (38,1)
2023 63 (60)

4.2. Staphylococcus aureus Izolatlarmm Disk Difiizyon, VITEK 2 ve

Molekiiler Yontemlerle Metisilin Direnci Sonuglari

4.2.1. Sefoksitin Disk Difiizyon Yontemi ile Metisilin Direnci Sonuc¢lari

Sefoksitin diski zon ¢ap1 65 (%61,9) izolatta <22 mm, 40 (%38,1) izolatta

> 22 mm olarak saptandi.

4.2.2. Otomatize Antimikrobiyal Duyarhlik Sistemi ile Metisilin Direnci

Sonuclari

Sefoksitin tarama sonucu; 69 (%65,7) izolat i¢in pozitif, 36 (%34,3) izolat
icin negatif olarak saptandi. Oksasilin MIK sonuglari ise 67 (%63,8) izolatta MIK>
2 mg/L, 38 (%36,2) izolatta MiK < 2 mg/L olarak saptandi.
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4.2.3. PZR ile Metisilin Direnci Sonuclari

Tiim izolatlarda (n:105) mecA ve mecC geni arastirildi. Multipleks PZR
sonucunda 64 (%61) izolatta mecA geni tespit edilirken, 41 (%39) izolatta mecA
geni tespit edilmedi. Higbir izolatta mecC geni tespit edilmedi. mecA ve mecC geni

icin yapilan PZR’ ye ait agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii Sekil 4.1°’de ve

4.2°de gosterilmektedir.

PK
PK: Pozitif kontrol

Sekil 4.1. mecA geni i¢in yapilan PZR’ ye ait agaroz jel elektroforezindeki
goruntisi

138 bp

PK

PK: Pozitif kontrol

Sekil 4.2. mecC geni i¢in yapilan PZR’ye ait agaroz jel elektroforez goriintiisii
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Metisilin direnci saptamada dort farkli yontem tiim izolatlarda ¢alisiimistir.
PZR ile metisilin direnci saptanmasi altin standart yontem olarak kabul edilerek
istatistiksel olarak duyarlilik ve 6zgiilliik hesaplanmistir. Pozitif mecA izolatlarinin
tamami (n:64) diger yontemlerle de pozitif sonu¢ vermis ve duyarlilik %100
bulunmustur. Bununla birlikte, 6zgiilliikleri agisindan farklilik gostermislerdir.
Negatif mecA sonucu olan bir izolat sefoksitin disk difiizyon ile metisilin direncli
saptanmig ve testin 6zgilligii %97,6 bulunmustur. Negatif mecA sonucu olan bes
izolat ise VITEK 2 sefoksitin tarama ile pozitif sonu¢ vermis ve 6zgiilliik %87,8
bulunmustur. Negatif mec4 sonucu olan ii¢ izolat ise VITEK 2 oksasilin MiK ile
direncli saptanmis ve 0zgilligi %92,7 bulunmustur. VITEK 2 sefoksitin tarama
ozgilligli ve pozitif prediktif degeri diger yontemlerden daha diisiik bulundu.
Genel olarak, sefoksitin disk diflizyonun performansi daha iistiindii. PZR ile mecA
gen tespiti ile birlikte sefoksitin disk difiizyon, VITEK 2 oksasilin MIK’ten ve
VITEK 2 sefoksitin taramadan daha iyi performans gdsterdi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Metisilin direnci saptamada sefoksitin diskinin ve VITEK 2 sonuglarinin
mecA geni varligina gore karsilastirilmast

Yontem | Duyarlilik | Ozgiilliik Pozitif prediktif | Negatif preditiktif
(%) (%) deger (%) deger (%)

D-FOX | 100 97,6 98,5 100

V-FOX | 100 87,8 92,7 100

V-OXA | 100 92,7 95,5 100

D-FOX: Sefoksitin disk difiizyon, V-FOX: VITEK 2 Sefoksitin tarama, V-OXA: VITEK 2 Oksasilin MIK
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PZR ile mecA geni saptanmayan toplam alt1 izolatta diger yontemler ile
uyumsuzluklar saptandi (Tablo 4.3).

480., 579., 850. stok numaral izolat: Sefoksitin tarama pozitif saptanarak
uyumsuz kalmustir. Bu izolatlarin sefoksitin disk difiizyonu ve oksasilin MIK
sonuglar1 uyumludur.

35. stok numaral izolat: Sefoksitin disk difiizyon ve VITEK 2 sistemi
(sefoksitin tarama ve oksasilin MIK) yontemlerinin ii¢iinde de direncli olarak
saptanmuistir.

430. stok numaral izolat: Sefoksitin disk difiizyon ile uyumlu ancak
VITEK 2 sistemi (sefoksitin tarama ve oksasilin MiK) ile metisilin direncli tespit
edilmisgtir.

463. stok numaral izolat: Sefoksitin disk diflizyon ve sefoksitin tarama ile

duyarli bulunmus bu izoltta oksasilin MIK uyumsuz sonug saptamistir.

Tablo 4.3. Farkli yontemlerle tespit edilen metisilin direncinde uyumsuz sonuclar

[zolat stok numarast | PZR | D-FOX V-FOX V-OXA

35 NEG | R (18mm) | POZ R (>2 mg/L)
430 NEG | S (25 mm) | POZ R (>2 mg/L)
463 NEG | S (27 mm) | NEG R (>2 mg/L)
480 NEG | S (26 mm) | POZ S (0,5 mg/L)
579 NEG |S (30mm) | POZ S (2 mg/L)
850 NEG |S (30mm) | POZ S (0.5 mg/L)

D-FOX: Sefoksitin disk difiizyon, V-FOX: VITEK 2 Sefoksitin tarama,
V-OXA: VITEK 2 Oksasilin MIK NEG: Negatif, POZ: Pozitif
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Sonug olarak PZR ile metisilin direnci saptanmasi altin standart yontem
olarak kabul edilerek 64 izolat MRSA, 41 izolat MSSA olarak degerlendirilmistir.
MRSA ve MSSA olarak degerlendirilen izolatlarin geldigi boltimler incelendiginde
orneklerin cogunlugunu yatakli servis ve yogun bakim {initelerinden gelen 6rnekler

olusturmustur (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. MRSA ve MSSA izolatlarinin kliniklere gére dagilimi

MRSA ve MSSA olarak degerlendirilen izolatlarin izole edildigi 6rnek
tiirlerinin dagilim1 Sekil 4.4’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.4. MRSA ve MSSA izolatlarinin izole edildigi 6rnek tiirlerinine gore
dagilimi
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4.3. Staphylococcus aureus Izolatlarmin Sivi Mikrodiliisyon Yéntemi ile

Glikopeptid Duyarhlik Sonug¢lar:

Tim S. aureus izolatlarmin (n:105) glikopeptid duyarliliklar1 ¢alisildi.
Calismadaki MRSA izolatlar1 vankomisin 0,5-2 mg/L ve teikoplanin 0,125-2 mg/L
MIK araliklarinda duyarli bulunurken bir izolatta teikoplanin 4 mg/L MIK
degerinde direncli bulundu. MSSA izolatlar1 vankomisin 0,5-2 mg/L ve
teikoplanine 0,125- 2 mg/L MIK araliklarinda duyarli bulunurken, direngli izolat
bulunmadi. Calismadaki toplam 11 izolatin vankomisin MiK degeri 2 mg/L ve 4
izolatm teikoplanin MIK degeri 2 mg/L’dir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. S. aureus izolatlarinin vankomisin MiK degeri dagilimi

MIK (mg/L) | MSSA (n) MRSA (n) | S. aureus (n %)
Vankomisin | 0,5 7 4 11(10,5)

1 23 34 57 (54,3)

2 11 26 37 (35,2)
Teikoplanin | 0,125 1 2 3(2,9)

0,25 11 16 27 (25,7)

0,5 21 35 56 (53,3)

1 6 8 14 (13,3)

2 2 2 43,8

4 0 1 1(1)

Calismamizda S. aureus izolatlarmin vankomisin i¢in MIK50 (izolatlarn
%50 sini inhibe eden antibiyotik konsantrasyonu) degeri 1 mg/L ve MIK90
(izolatlarin %90 1n1 inhibe eden antibiyotik konsantrasyonu) degeri 2 mg/L olarak
bulundu. Teikoplanin i¢in MIK50 degeri 0,5 mg/L iken MiK90 degeri 1 mg/L

olarak bulundu.
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4.4. Staphylococcus aureus izolatlarimin hVISA Tarama Sonuglar

Caligmamizdaki tim S. aureus izolatlarma (n:105) 5 mg/L teikoplanin

iceren miiller hinton tarama yontemi ve makro gradiyent test yontemi uygulandi.

4.4.1. 5 mg/L Teikoplanin iceren Miiller Hinton Tarama Yéntemi

Calismamizdaki 105 S. aureus izolatina EUCAST o6nerileri dogrultusunda
5 mg/L Teikoplanin Iceren Miiller Hinton Tarama Yontemi uygulandi. Pozitif
kontrol olarak S. aureus ATCC 700698 (Mu3) (hVISA) ve S. aureus ATCC 700699
(Mu50) (VISA) suslari, negatif kontrol olarak S. aureus ATCC 29213 susu
kullanildi. Mu3 pozitif kontrol susu, S. aureus ATCC 29213 negatif kontrol susu
negatif ve pozitif izolatlara ait teikoplanin tarama agar goriintiisii Sekil 4.5’te
gosterildi. 48 saatlik inkiibasyon sonrasi toplam 12 izolatta hVISA siipheli olarak
degerlendirildi. hVISA siipheli degerlendirilen 12 izolatin dokuzunda metisilin

direnci tespit edilmis olup, iiclinde metisilin direnci saptanmamugtir.

Negatif 6rnek

Sekil 4.5. S. aureus ATCC 29213 negatif kontrol sus, mu3 pozitif kontrol susu,
negatif ve pozitif orneklere ait 5 mg/L teikoplanin iceren Miiller Hinton tarama
yontemi goriintiisii
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4.4.2. Makro Gradiyent Test Yontemi

Caligmamizdaki 105 S. aureus izolatina teikoplanin gradyent test seritleri
(bioMérieux, Fransa) konuldu. Teikoplanin i¢in siipheli sonug¢ veren 10 izolata
vankomisin ve teikoplanin gradyent test seritleri (bioMérieux, Fransa) birlikte
konuldu. Makro gradiyente yontemine gore hVISA saptanmadi. Pozitif kontrol
olarak S. aureus ATCC 700698 (Mu3) (hVISA) ve S. aureus ATCC 700699
(Mu50) (VISA) suslari, negatif kontrol olarak S. aureus ATCC 29213 susu
kullanild1. Sekil 4.6’da Mu3 pozitif kontrol susu gosterildi.

6aegRl
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)
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Sekil 4.6 Makro gradiyent yontemine gore mu3 pozitif kontrol 6rneginin E-test
goriintiisii, Teikoplanin MIK: 16 mg/L

hVISA siipheli degerlendirilen ve PAP-AUC ¢aligsmasina alinan 12 izolatin
ozellikleri ve hVISA igin risk faktorleri tablo 4.5’te verilmistir. Hastalarin dosya
bilgileri incelendiginde daha onceden vankomisin tedavisi almadig1 ve pozitif
kiiltiir sonucu ile iki hastanin (369-797) vankomisin, iki hastanin (503-744)

teikoplanin tedavisi aldig1 gdzlenmistir.
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Tablo 4.5. hVISA siipheli degerlendirilen ve PAP-AUC c¢alismasina alinan 12 izolatin 6zellikleri

Izolat Klinik Ornek mecA mecC Vankomisin MIK Teikoplanin MIK MHAST MET Gegirilmis MRSA enfeksiyonu PDiabet Malignite dykiisii Ameliyat oykiisii

Stok Tiirt

Numara
232 YB DTA POZ NEG 1 mg/L 0,25 mg/L POZ NEG HAYIR HAYIR HAYIR HAYIR
346 YB DTA POZ NEG 2 mg/L 0,5 mg/L POZ NEG HAYIR HAYIR HAYIR HAYIR
361 YB DTA POZ NEG 1 mg/L 0,5 mg/L POZ NEG HAYIR HAYIR EVET EVET
369 YB YARA POZ NEG 2 mg/L 0,25 mg/L POZ NEG EVET HAYIR HAYIR HAYIR
391 YB BALGAM POZ NEG 2 mg/L 4 mg/L POZ NEG EVET HAYIR HAYIR HAYIR
430 YB DTA NEG NEG 1 mg/L 2 mg/L POZ NEG HAYIR HAYIR HAYIR HAYIR
469 SERVIS YARA POZ NEG 2 mg/L 2 mg/L POZ NEG EVET HAYIR HAYIR EVET
503 YB YARA POZ NEG 2 mg/L 1 mg/L POZ NEG HAYIR HAYIR HAYIR HAYIR
744 SERVIS BALGAM NEG NEG 2 mg/L 0,25 mg/L POZ NEG HAYIR HAYIR HAYIR HAYIR
797 YB DTA POZ NEG 1 mg/L 2 mg/L POZ NEG HAYIR HAYIR HAYIR HAYIR
835 SERVIS BALGAM POZ NEG 1 mg/L 0,5 mg/L POZ NEG HAYIR EVET EVET EVET
843 POLIKLINIK YARA NEG NEG 1 mg/L 0,5 mg/L POZ NEG HAYIR HAYIR HAYIR HAYIR

POZ: Pozitif, NEG: Negatif, YB: Yogun Bakim, MHAST: 5 mg/L Teikoplanin igeren Miiller Hinton Tarama Y6ntemi, MET: Makro
Gradiyent Test Y Ontemi
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4.5. Staphylococcus aureus izolatlarimn Populasyon Analizi Profili-

Egri Altinda Kalan Alan Yontemi Sonugclar::

hVISA varligini dogrulamak i¢in 5 mg/L Teikoplanin i¢ceren Miiller Hinton
Tarama Yontemi ile pozitif bulunan 12 izolata ve pozitif kontrol olarak S. aureus
ATCC 700698 (Mu3) (hVISA), negatif kontrol olarak S. aureus ATCC 29213
izolatina altin standart yontem olan PAP-AUC c¢aligildi. 430 stok numarali izolata
ait PAP-AUC yontemi Sekil 4.7°de gosterilmektedir. Her bir izolat i¢in elde edilen
grafiklerdeki egri altinda kalan alan, Mu3 (ATCC700698) hVISA standart susunun
grafiginden elde edilen egri altinda kalan alana oranlandi. Wootton ve ark. (69) bu
oran degeri >0,9 olan izolatlar1 hVISA olarak kabul etmislerdir. Caligmadaki
izolatlar arasinda PAP-AUC analizi ile iki izolata (430 ve 469 stok numaral) ait
oran >0,9 bulundu ve hVISA olarak degerlendirildi. izolatlar arasinda PAP-AUC
degeri Mu3’iinki ile oranlandiginda elde edilen en diisiik deger 0,28, en yiiksek
deger 1,12 bulundu. hVISA olarak degerlendirilen izolatlarin ise degerleri 1,12 ve
0,97 olarak bulundu. >1.3 olan izolat tespit edilmedi. En diisik PAP-AUC alanina
sahip izolat (232 stok numarali izolat), hVISA olarak degerlendirilen 2 izolat (430
ve 469 stok numarali izolat) ve mu3 pozitif kontrol izolatina ait PAP-AUC grafigi
Sekil 4.8°de verilmistir. Ayrica hVISA olarak degerlendirilen iki izolatin 6zellikleri
Tablo 4.6’da goriilmektedir.
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e) 4 mg/L Vankomisin BKI Agar f) 8 mg/L Vankomisin BKI Agar

Sekil 4.7. PAP-AUC Yontemi’'ne gore 430 stok numarali izolatin farkli
konsantrasyonlardaki bakteri siispansiyonlarmin farkli konsantrasyonlardaki
vankomisin BKI agarda iireyen kolonilerin gériintiisii. a) 0,5 mg/L vankomisin BKI
Agar, b) 1 mg/L vankomisin BKI Agar, ¢) 2 mg/L vankomisin BKI Agar, d) 2,5
mg/L vankomisin BKI Agar, €) 4 mg/L vankomisin BKI Agar, f) 8 mg/L
vankomisin BKI Agar
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Sekil 4.8. En diisiik PAP-AUC alanina sahip izolat (232 stok numarali izolat),
hVISA olarak degerlendirilen iki izolat (430 ve 469 stok numarali izolat) ve mu3
pozitif kontrol izolatina ait PAP-AUC grafigi

Tablo 4.6. hVISA olarak degerlendirilen iki izolatin 6zellikleri

izolat Klinik Vankomisin Teikoplanin MET MHAST PAP-AUC degeri mecA mecC
Stok No SMD MiK ~ SMD MiK

430 Yogun Bakim 1 mg/L 2 mg/L Neg Poz 1,12 Neg Neg
469 Servis 2 mg/L 2 mg/L Neg Poz 0,97 Poz Neg

MET: Makro gradiyent test yontemi, MHAST: 5 mg/L teikoplanin i¢ceren miiller
hinton tarama yontemi, Neg: Negatif, Poz: Pozitif

Sonu¢ olarak Staphylococcus aureus izolatlarinin hVISA tarama
yontemlerinden Makro Gradiyent Test Yontemi ile hVISA siipheli izolat
bulunmazken, 5 mg/L Teikoplanin igeren Miiller Hinton Tarama Yéntemi ile 12
hVISA siipheli izolat bulundu. Bu 12 siipheli izolat PAP-AUC yo6ntemine alindi ve
iki izolat hVISA olarak degerlendirildi (Sekil 4.9).
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105 S. aureus izolat1

— /"~

Vankomisin sivi mikrodliiisyon ’N\ikoplanin sivi mikrodliiisyon
105 S. aurues vankomisin duyarh 104 S. auries teikoplanin duyarh
/ 1 S. auruesteikoplanin direncli
5 mg/L teikoplanin iceren MH tarama yontemi Makro gradiyent test yontemi
12 S. aureus izolat1 hVISA siipheli hVISA siipheli izolat yok

N\

12 S. aureus izolat1 PAP-AUC

v

2 izolat hVISA

Sekil 4.9. hVISA caligsma algoritmasi
4.6. Staphylococcus aureus izolatlarinin S1vi Mikrodiliisyon Yéntemi ile

Delafloksasin ve Otomatize Sistem ile Levofloksasin Duyarhlik Sonug¢lar:

Bu caligsmada 105 S. aureus izolatinin 19°u (%18,1) delafloksasine direngli
bulundu. Delafloksasin duyarlilik orant S. aureus izolatlarinda %81,9, MRSA
izolatlarinda %75, MSSA izolatlarinda %92,7 saptandi. Caligmamizda
levofloksasin direng oran1 S. aureus izolatlarinda %19 (MRSA izolatlarinda %26,6,

MSSA izolatlarinda %7,3) saptandi (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. S. aureus izolatlarin delafloksasin antibiyotik duyarlilik dagilimi ve
metisilin direnci karsilagtirilmasi

Antimikrobiyal duyarlilik S. aureus (%n) MSSA (%n) MRSA (%n)
Delafloksasin S 86 (%81,9) 38 (%92,7) 48 (%75)
Delafloksasin R 19 (%18,1) 3 (%7,3) 16 (%25)
Levofloksasin I 85 (%81) 38 (%92,7) 47 (%73,4)
Levofloksasin R 20 (%19) 3 (%7,3) 17 (%26,6)

Balgam-DTA izolatlarinin %21,2’si, yara-doku izolatlarinin ise %15,1°1

delafloksasine direngli bulundu (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. S. aureus izolatlariin 6rnek tiirii ve delafloksasin duyarlilik oranlarinin
karsilastirilmast

Calismadaki balgam ve DTA’dan izole edilen S. aureus’lardan birinde
0,128 mg/L, dokuzunda 0,5 mg/L ve birinde 1 mg/L MIK degeri saptanarak toplam
11 izolat direngli olarak degerlendirildi. Yara ve doku 6rneklerinden izole edilen
S. aureus’lardan sekizinde 0,5 mg/L MIK degeri saptanarak toplam sekiz izolat
direngli olarak degerlendirildi. Balgam ve DTA’dan izole edilen MRSA ve MSSA
izolatlarmin delafloksasin icin MiK degeri dagilimlar: Sekil 4.11°de; yara ve doku
orneklerinden izole edilen MRSA ve MSSA izolatlarinin delafloksasin i¢in MIK
degeri dagilimlar Sekil 4.12°de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Balgam-DTA o&rneklerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin
delafloksasin MIK degeri dagilimi
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Sekil 4.12. Ygra-doku orneklerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin
delafloksasin MIK degeri dagilimi

Calismamizda balgam-DTA orneklerinden ve yara-doku orneklerinden
izole edilen S. aureus izolatlarmin delafloksasin icin MiK50 degeri 0,008 mg/L ve
MIK90 degeri 0,5 mg/L saptandi. MSSA izolatlar1 icin MiK50 degeri 0,008 mg/L
ve MIK90 degeri 0,016 mg/L; MRSA izolatlar1 igin MIK50 degeri 0,008 mg/L ve
MIK90 degeri 0,5 mg/L saptandi.
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5. TARTISMA

Son yillarda MRSA diinyada ve iilkemizde yaygin olarak goriilmekte olup
antibiyotik direncinde ve mortalitede artisa neden olmaktadir. Bu nedenle metisilin
direncinin dogru bir sekilde tespiti nem tagimaktadir (71, 72). MRSA izolatlar1
mecA geni ile kodlanan ve beta-laktam antibiyotiklere diisiik afiniteli bir PBP2a
iiretir (73, 74). Biiyiik ¢cogunlugunu heterojen direncin olusturdugu mecA geni ile
kontrol edilen S. aureus’taki metisilin direnci homojen direngle de olusmaktadir
(75). Heterojen diren¢ mekanizmasi tam anlagilamamis olup femA, femB (PBP2a
ile hiicre duvar1 peptidoglikan sentezinde gorevli) gibi diger genler ile de olusabilir
(76, 77). Uyumsuz sonuglarin en sik goriildiigii ve direnci belirlemede zorluklarin
en sik yasandig1 izolatlar heterodirengli mecA pozitif izolatlar ve diisiik diizey
oksasilin direncine yol acan mecA dis1 mekanizmalara sahip izolatlardir (78, 79).
Bu ylizden mecA geninin tespiti metisilin direnci saptamada altin standart olarak
gosterilmektedir (79). Bizim calismamizda MRSA izolatlarin1 belirlemek igin
mecA geni referans yontem olarak alinmistir.

Metisilin direnci tespitindeki yanlig sonuglar yetersiz tedaviye, vankomisin
gibi glikopeptid tlirevi antibiyotiklerin gereksiz kullanimina ve vankomisin
direncine yol agmaktadir. Molekiiler yontemlerle mecA4 geninin tespiti zaman alici
ve pahalidir; giivenilir, kolay ve hizli uygulanabilir fenotipik testlere gereksinim
duyulmaktadir. Bu nedenle bu testlerin karsilastirilmasinin yapildigi caligmalar
onem kazanmaktadir (80). Bizim ¢alismamizda da molekiiler yontemlerle fenotipik
yontemler karsilastirilmistir.

Sefoksitin, heterojen metisilin direncinin saptanmasinda mecA4 genini
kodlayan PBP2a'nin daha iyi bir indiikleyicisi oldugu i¢in oksasilinden daha iyi bir
belirleyici olarak kabul edilmektedir ve bir¢ok komite ve CLSI tarafindan
onerilmektedir (73, 76). Bu nedenle bizim ¢alismamizda disk diflizyon yonteminde
sefoksitin tercih edilmistir. Ulkemizde ve diinyada metisilin direnci tespitinde
¢esitli yontemlerin kullamldig1 bazi galismalar mevcuttur. Ulkemizde yapilan ve
PZR ile mecA geninin tespiti altin standart kabul edilen ¢aligmalarda sefoksitin diski

ile metisilin direncinin 6zgiilliigl, duyarliligi, pozitif prediktif degeri, negatif
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prediktif degeri sirasiyla; Ozel ve ark.’nm (81) yaptig1 ¢alismada %100, %94,3,
%100, %96, Uzun ve ark.’nin (80) yaptig1 calismada %100, %98,3, %100, %97.4,
Hanci ve ark.’nin (82) yaptigt calismada 9%81,6, %98,7, %91,7, %96.,9
bulunmustur. Hindistan'da yapilan bir ¢alismada ise duyarlilik %97,2 ve 6zgiilliik
%100 bulunmustur (76). Bizim c¢alismamizda da PZR ile mecA geninin tespiti
metisilin direnci tespitinde altin standart kabul edilmistir ve sefoksitin disk
diflizyon yontemi ile metisilin direncinin 6zgiilliigii %97,6, duyarliligi %100,
pozitif prediktif degeri %98,5, negatif prediktif degeri %100 bulunmustur. PZR
yontemi ile mecA gen tespiti referans yontem olarak alindiginda en iyi performans
diger yontemlere gore sefoksitin disk difiizyon yontemi i¢in bulunmustur.
Metisilin ~ direnci  tespitinde  otomatize  sistemler  gilinlimiizde
laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (74). Otomatize sistemlerle mecA
ve mec C aracili metisilin direnci tespitinde ¢esitli kartlar kullanilmaktadir. VITEK
2 (bioMérieux, Durham, NC) sistemi ve BD Phoenix (BD Diagnostics, Sparks,
MD) sistemi bir¢ok laboratuvarda kullanilmaktadir. Her iki sistem de oksasilin
MIK ve sefoksitin tarama iceren paneller ile metisilin direnci tespiti yapmaktadir.
Her biri tek basina test edildiginde ise her zaman dogru sonuclar vermemektedir
(74, 83, 84). Bizim c¢alismamizda da VITEK 2 sistemi ile oksasilin MIK ve
sefoksitin tarama sonuglar1 elde edilmigtir. PZR ile mecA gen tespiti referans
yontem olarak aliman Uzun ve ark.’nin (80) yaptig1 calismada otomatize sitemin
(Phoenix, BD, ABD) duyarliligt %100, 6zgiilliigii %97.,4; Atay ve ark.’nin (85)
yaptig1 calismada otomatize sistemin (VITEK) duyarliligi %100, 6zgilligi %80
olarak saptanmistir. Alan ve ark.’nin (83) yaptig1 calismada mecA PZR ve oksasilin
SMD referans yontem olarak alinmig ve bu iki yontem arasindaki uyum %100
gelmistir. Oksasilin SMD MiK’e gore; VITEK 2 oksasilin MIK ile metisilin
direncinin 6zgilligii %99,4, duyarliligir %98,2, VITEK 2 sefoksitin tarama ile
metisilin direncinin 6zgilligii %100, duyarlilign ise %99,1 saptanmistir.
Hindistan’da yapilan bir calismada; VITEK ile sefoksitin tarama ve oksasilin MIK
sonuglar1 birlikte yorumlanmis ve duyarlilik %97,2 ve 6zgiilliik %100 bulunmustur
(76). Yine baska bir calismada VITEK 2 sefoksitin tarama testi %100 duyarlilik ve
ozgiillik, VITEK 2 oksasilin MIK testi %97 duyarlilk ve %100 ozgiillik
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gdstermistir (74) John ve ark.’nin (73) yaptig1 calismada VITEK 2 oksasilin MIK
ile metisilin direncinin 6zgilliigi %77,9, duyarlilig1 %93,8, pozitif prediktif degeri
%67,2, negatif prediktif degeri %96,3, VITEK 2 sefoksitin tarama ile metisilin
direncinin 6zgilligi %93,5, duyarliligi %94,6, pozitif prediktif degeri %87,5,
negatif prediktif degeri %97,3 saptanmistir. Bizim ¢alismamizda ise mecA PZR
referans yontem olarak alinmis ve VITEK 2 oksasilin MIK ile metisilin direncinin
ozgiilliigi %92,7, duyarlilig1 %100, pozitif prediktif degeri %95,5, negatif prediktif
degeri %100, VITEK 2 sefoksitin tarama ile metisilin direncinin 6zgiilligi %87,8,
duyarliligr %100, pozitif prediktif degeri %92,7, negatif prediktif degeri %100
saptanmuigtir.

hVISA prevalansinin belirlenmesi enfeksiyon kontrolii ve vankomisin
tedavisindeki basarisizliktaki rolii nedeniyle onemlidir fakat ¢cogu hastanede bu
oran bilinmemektedir (56). Bakteriyel endokardit ve kemik eklem enfeksiyonlari
gibi bakteri yiikiinin yogun oldugu enfeksiyonlarda vankomisin tedavi
basarisizliginda hVISA izolatlarinin sorumlu olabildigi bildirilmektedir (5).
Calismamizda hVISA saptanmasinda EUCAST o6nerileri dogrultusunda tarama
yontemi olarak makro gradiyent test ve teikoplanin agar tarama yontemi, dogrulama
yontemi olarak da PAP-AUC uygulanmustir. Ulkemizde ve diinyada farkli
oranlarda hVISA bilidirilmistir. PAP-AUC yontemi ile yapilan ¢aligmalarda Kuscu
ve ark. (86) (n=107) %0,9, Ucar ve ark. (87) (n=68) %1,5, Sancak ve ark. (88)
(n=256) %17.9, Tung ve ark. (89) %17,5 oraninda hVISA bildirmistir. Ulkemizde
farkli merkezlerin dahil edildigi agar tarama yontemi ve makro gradiyent yontem
kullanilarak yapilan bagka bir caligmada ise, %5 oraninda hVISA saptanmaistir (90).
Cin’de ¢ok merkezli bir ¢calismada PAP-AUC yontemi ile hVISA orant %13-16
arasinda saptanmistir (5). Calismamizda makro gradiyent yontem ile hVISA
stipheli izolat saptanmamis olup, agar tarama yontemi ile 12 (%11,4) hVISA
stipheli izolat saptanmistir. PAP-AUC yontemi ile %1,9 oraninda hVISA
saptanmugtir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda farkli oranlar olmakla birlikte bizim
sonuclarimiza benzeyen c¢alismalar da bulunmaktadir.

hVISA arastirmalart S. aureus i¢in cogunlukla MRSA izolatlar1 lizerinde

yapilmaktadir ancak bizim c¢alismamizda oldugu gibi MSSA’larda hVISA
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arastirilan caligmalar da bulunmaktadir. Hu ve ark.’nin (91) yaptig1 calismada,
MRSA (60/369) izolatlar1 arasinda hVISA oranm1 %16,3 iken MSSA (16/388)
izolatlar1 arasindaki hVISA orani %4,1°dir. Bizim c¢aligmamizda hVISA orani
MRSA (1/64) izolatlarinda %1,6 ve MSSA (1/41) izolatlarinda ise %2,4 olarak
saptanmigtir. MRSA izolatlarinin yan1 sira MSSA izolatlarinin da hVISA
aragtirtlmas1 yapilmast hVISA’nin ger¢cek prevalansini saptamada faydali
olabilecegi kanisina varilmistir.

Vankomisin MIK degeri ile hVISA arasinda iliskiyi arastiran gesitli
calismalar bulunmaktadir. Hindistan’da yapilan bir calismada vankomisin MIK
degeri 1 mg/L ve iizeri olan izolatlarda hVISA orani daha yiiksek bulunmustur (55).
Kanada’da yapilan bir calismada vankomisin MIK degeri 2 mg/L olan izolatlarin
%8,1°1, MIK degeri 1 mg/L olan izolatlarin %1,5’i hVISA olarak saptanmistir (92).
ABD’de yapilan bir ¢alismada ise tiim izolatlarin %0,3’{i, vankomisin MiK degeri
2 mg/L olan izolatlarin ise %10,5’1 hVISA olarak saptanmistir (93). Calismamizda
tiim izolatlarin %1,9’u, MIK degeri 1 mg/L olan izolatlarin %1,8°i, MIK degeri 2
mg/L olan izolatlarin %2,7’si hVISA olarak saptanmistir. Calismalar MiK degeri
artist ile hVISA orani arasinda korelasyon olabilecegini diisiindiirmektedir. Sonug
olarak caligmalarda hVISA oranlarin farkli olmasmin nedenleri; ¢aligmalarda
tarama icin farkli yontemlerin kullanilmis olmasi, bazi ¢aligmalarda referans
yontem olan PAP-AUC’nin uygulanmamis olmasi, calismaya sadece MRSA
izolatlarmin dahil edilmesi veya vankomisin MiK degeri 1 mg/L ve iizeri izolatlarin
alinmig olmasi olabilir.

Calismamizda teikoplanin MiK degeri 4 mg/L direngli, vankomisin MiK
degeri 2 mg/L duyarli bir MRSA izolat1 saptanmistir. Benzer sekilde yayinlarda
teikoplanine direngli olup vankomisine duyarlt MRSA izolatlar1 bildirilmistir (55,
94). Italya’da S. aureus izolatlarinda vankomisin ve teikoplanin in vitro etkinliginin
karsilastirildigi bir ¢alismada teikoplanine direngli dokuz izolatin dordiiniin
vankomisin MIK degeri 2 mg/L, birinin MK degeri 1,5 mg/L bulunmus, diger dért
izolat ise vankomisine direng¢li bulunmustur (95). Teikoplanin direngli S. aureus 'ta

teikoplanin direncinden teikoplanin direngli operon (tca RAB), tca A geni ve tca B
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geni sorumlu tutulmustur (55, 96). Calismamizdaki teikoplanin direngli izolat i¢in
de benzer direng genleri olabilecegi diigtiniilmiistir.

Calismanmizda delafloksasin MIK degerleri referans yontem olan SMD
yontemi ile arastirilmistir. Ayni yontemle yapilan ¢alismalar bulunmaktadir. Pfaller
ve ark.’nin (8) yaptig1 calismada delafloksasin duyarlilii, S. aureus izolatlarinin
%92,8'inde (MSSA'nin %98,5’1 ve MRSA'nin %83,6's1) saptanmistir. Nicola ve
ark.’nin (97) yaptigi ¢alismada delafloksasin i¢in duyarlilik oranlar1t MRSA
izolatlarinda %97,5, MSSA izolatlarinda %97,7 oraninda saptanmistir. ABD ve
Avrupa S. aureus izolatlariyla yapilan bir caligmada ise ABD izolatlarinda %95,6
(MRSA %91,2, MSSA %99,5), Avrupa izolatlarinda %98,4 (MRSA %95,3, MSSA
%99,5) oraninda duyarlilik saptanmistir (9). Calismamizda delafloksasin duyarlilik
orani S. aureus izolatlarinda %81,9, MRSA izolatlarinda %75, MSSA izolatlarinda
%92,7 olarak saptanmis olup; diger calismalara gore daha diisiik duyarlilik orani
gozlenmigtir. Pfaller ve ark.’nin (8) yaptig1 ¢alismada levofloksasin direnci, S.
aureus izolatlarin %28,1'inde  (MSSA'min %7,7'si ve  MRSA'min %61,3")
saptanmistir. Levofloksasin direngli izolatlarinin %74,6's1 (levofloksasin direngli
MSSA'nin %80,8'i ve levofloksasin direngli MRSA'nin %73,3") delafloksasine
duyarli saptanmistir. Nicola ve ark.’nin (97) yaptig1 ¢alismada levofloksasin igin
diren¢ MRSA izolatlarinda %10, MSSA izolatlarinda %2,3 oraninda saptanmistir.
Calismamizda levofloksasin diren¢ orani S. aureus izolatlarinda %19 (MRSA
izolatlarinda %26,6, MSSA izolatlarinda %7,3) saptandi. Levofloksasin direngli S.
aureus izolatlarmin %10’u (MRSA izolatlarmin %5,8’1, MSSA izolatlarinin
%33,3’1) delafloksaisine duyarli saptandi. Calismamizda levofloksasin direng
oranlar1 diger calismalarla benzer iken, levofloksasin direngli izolatlarda
delafloksasinin direng orani yiiksek saptanmaistir.

S. aureus izolatlarinin delafloksasin i¢in MIK50/90 degerlerinin saptandig
caligmalar bulunmaktadir. Pfaller ve ark.’nin (8) yaptig1 calismada S. aureus
izolatlarinin MiK50/90 degeri 0,008 mg/L /0,25 mg/L olarak saptanmistir. ABD ve
Avrupa izolatlari ile yapilan bir ¢alismada; ABD izolatlar1 i¢in MIK50/90 degeri
strastyla S. aureus’ta <0,004 mg/L /0,25 mg/L (MSSA’da <0,004 mg/L /0,03 mg/L,
MRSA’da 0,06 mg/L/0,5 mg/L) saptanmis; Avrupa izolatlar1 igin MiK50/90 degeri
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sirastyla S. aureus’ta <0,004 mg/L/0,12 mg/L. (MSSA’da <0,004 mg/L/<0,004
mg/L, MRSA’da 0,12 mg/L /0,25 mg/L) saptanmistir (9). McCurdy ve ark.’nin (58)
yaptig1 calismada delafloksasin S. aureus, MIK50/90 degerleri sirasiyla 0,008
mg/L/0,25 mg/L (MRSA’da 0,12 mg/L/0,25 mg/L) saptanmistir. Flamm ve ark.’nin
(93) yaptig1 calismada S. aureus, delafloksasin MIK50/90 degeri sirasiyla 0.008
mg/L/0.5 mg/L (MRSA’da 0,12 mg/L/1 mg/L) saptanmistir. Nicola ve ark.’nin (97)
yaptig1 calismada S. aureus, delafloksasin MiK50/90 degeri MRSA izolatlari igin
0.004 mg/L/0.064 mg/L, MSSA izolatlar1 i¢in 0.002 mg/L/0.004 mg/L
saptanmistir. Calismamizda S. aureus izolatlar i¢in delafloksasin icin MIK50/90
degerleri sirastyla 0,008 mg/L/0,5 mg/L (MSSA’da 0,008 mg/L/0,016 mg/L,
MRSA’da 0,008 mg/L/0,5 mg/L) olarak diger calismalara benzer degerlerde MiK
50/90 degerleri saptanmugtir.

63



6. SONUCLAR

1. Calismamiza 2021-2023 yillar1 arasinda izole edilen toplam 105 S. aureus izolat1
dahil edildi.

2. izolatlarin elde edildigi &rneklerin %43,8’i yatakli servis, %39’u yogun bakim
iinitesi ve %17,1°1 poliklinikten gonderilmis olup; %47,6’s1 yara siirlintii 6rnegi,
%35,2’si derin trekal aspirat, %14,3’0 balgam, %2,9’u doku Orneginden
olusmustur.

3. Calismaya dahil edilen 105 S. aureus izolatinin 64’tinde (%61) mecA geni tespit
edilirken, 41’inde (%39) mecA geni tespit edilmedi. Higbir izolatta mecC geni tespit
edilmedi.

4. Metisilin direnci saptamada mecA PZR referans yontem alinarak sefoksitin disk
difizyon yontemi, VITEK 2 oksasilin MIK, VITEK 2 sefoksitin tarama
degerlendirildiginde 6zgiilliigii ve duyarlilig1 sirastyla %97,6,%100; %92,7, %100;
%87,8, %100 saptanmustir. En iyi performans sefoksitin disk difiizyon yontemi igin
bulunmustur.

5. Tiim S. aureus izolatlar1 (n:105) SMD yontemi ile vankomisine duyarli bulundu.
Bir izolat teikoplanine (MiK: 4 mg/L) direngli saptandi.

6. hVISA saptanmasi i¢in kullanilan tarama testlerinden makro gradiyent
yontemiyle hVISA siipheli izolat saptanmazken; teikoplanin tarama agar yontemi
ile toplam 12 izolat (dokuz MRSA, ii¢c MSSA) hVISA siipheli olarak saptandi.

7. 12 hVISA siipheli izolatin altin standart yontem olan PAP-AUC ile dogrulanmasi
sonucu bir MRSA ve bir MSSA izolati olmak iizere iki izolat hVISA olarak
degerlendirildi.

8. hVISA olarak degerlendirilen iki izolatin biri servis biri yogun bakim hastasiydi,
vankomisin MIK degerleri 2 mg/L ve 1 mg/L olarak saptandi. Dosya bilgileri
incelendiginde her iki hastanin da daha 6nceden vankomisin tedavisi almadig
gortldii.

9. 105 S. aureus izolatmin 19’u ((%18,1) delafloksasine direncli bulundu. (Ug
MSSA, 16 MRSA)

10. Delafloksasin i¢in MIK50/90 degerleri sirasiyla 0,008 mg/L/0,5 mg/L
(MSSA’da 0,008 mg/L /0,016 mg/L, MRSA’da 0,008 mg/L 0,5 mg/L) saptand.
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7. OZET

Staphylococcus aureus (S. aureus), saglikli insanlarin cilt ve burun
florasinda bulunabilen, deri basta olmak iizere yumusak doku, kemik, kan dolagimi1
ve solunum yolu enfeksiyonlari, toksik sok sendromu ve besin zehirlenmesi gibi
ciddi enfeksiyonlara da yol acabilen firsat¢1 gram pozitif bir bakteridir.

Vankomisin ve teikoplanin metisilin diren¢li S. aureus (MRSA)
enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in en sik tercih edilen antibiyotiklerdir. Ancak,
vankomisin ve teikoplanine karsi diren¢ artmaktadir, bununla iliskili olarak yeni
antibiyotiklere olan ihtiyag¢ vardir. Delafloksasin yeni bir antibiyotik olup, metisilin
duyarl S. aureus (MSSA) ve MRSA’ya kars1 etkili in vitro aktiviteye sahip, ¢ift
hedefli anyonik yeni bir florokinolondur. Amerika Birlesik Devletleri gida ve ilag
dairesi (FDA) tarafindan yetiskin hastalarin akut bakteriyal deri ve ve deri yapisi
enfeksiyonlari (ABDYE) ve toplum kokenli bakteriyal pnomoni (TKBP)
tedavisinde duyarli patojenler i¢in onaylanmaigtir.

Bu ¢alismanin amaglari, S. aureus izolatlarinda metisilin direnci saptamada
farkli yontemlerin performansinin karsilastirilmasi, popiilasyon analiz profili-egri
altinda kalan alan (PAP-AUC) ile vankomisine heterojen direngli Staphylococcus
aureus (hVISA) arastirilmasi ve delafloksasinin in vitro etkinliinin sivi
mikrodiliisyon (SMD) yontemi ile degerlendirilmesidir.

Caligmaya Haziran 2021 ve Ekim 2023 tarihleri arasinda yara, doku, derin
trakeal aspirat ve balgam Orneklerinden izole edilen toplam 105 S. aureus izolati
dahil edildi. Tanimlama konvansiyonel yontemlerle ve matrix assisted laser
desorption ionization time off flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) (Bruker
Daltonics, Almanya) ile yapildi. Metisilin direnci, sefoksitin (30 pg) (Bioanalyse,
Tiirkiye) diski, VITEK 2 otomatize sistem (BioMerieux, Fransa) ve polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile mecA ve mecC gen bolgesi arastirilarak tespit edildi. S.
aureus izolatlarinda vankomisin, teikoplanin ve delafloksasin minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) degerleri SMD yéntemi ile tespit edildi. hVISA varhig
teikoplanin agar tarama yontemi ve makro gradiyent test yontemi ile arastirildi ve

altin standart yontem olan PAP-AUC ile dogrulamasi yapildi.
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mecA geni PZR ile 64 (%61) izolatta saptandi. mecC geni higbir izolatta
tespit edilmedi. Metisilin direnci saptamada referans yontem olarak mecA PZR
alindiginda, sefoksitin disk diflizyon yonteminin 6zgiilligii, duyarliligi, pozitif
prediktif degeri ve negatif prediktif degeri sirastyla %97,6, %100, %98,5, %100;
VITEK 2 oksasilin MiK igin 6zgiilliik, duyarlilik, pozitif prediktif deger ve negatif
prediktif deger sirasiyla%92,7, %100, %95,5, %100; VITEK 2 sefoksitin
taramanin 6zgiilliik duyarlilik, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif degerleri
sirastyla %87,8, %100, %92,7, %100 saptandi. Sefoksitin disk difiizyon yontemi
en iyi performansa sahipti.

S. aureus izolatlarinda vankomisin 0,5-2 mg/L ve teikoplanin 0,125-2 mg/L
MIK degeri araliklarinda duyarli bulunurken bir izolatta teikoplanin 4 mg/L MIK
degerinde direngli bulundu. Vankomisin i¢in MIK50 degeri 1 mg/L ve MIK90
degeri 2 mg/L, teikoplanin i¢in MIK50 degeri 0,5 mg/L ve MIK90 degeri 1 mg/L
olarak bulundu.

Makro gradiyent test yontemi ile hVISA siipheli izolat yoktu. Teikoplanin
agar tarama yontemi ile 12 izolat hVISA siipheli saptandi. PAP-AUC yontemi ile
sadece iki izolatta (1 MRSA izolat1 ve 1 MSSA izolat1) hVISA varlig1 dogrulandi.

Izolatlarin 19’unda (%18,1) delafloksasin diren¢i bulundu. S. aureus
izolatlarinda delafloksasin duyarlilik oran1 %81,9 idi (MRSA izolatlarinda %75,
MSSA izolatlarinda %92,7). Levofloksasin direng orani S. aureus izolatlarinda
%19 (MRSA izolatlarinda %26,6, MSSA izolatlarinda %7,3) tespit edildi. Tiim
izolatlarda delafloksasin icin MIK50/90 degeri 0,008 mg/L/0,5 mg/L; MSSA
izolatlarinda 0,008 mg/L/0,016 mg/L; MRSA izolatlarinda 0,008 mg/L/0,5 mg/L
bulundu.

Sonug olarak, S. aureus izolatlarinda metisilin direnci tespitinde sefoksitin
disk diflizyon yontemi en iyi performansa sahiptir; enfeksiyon kontroliinde ve
vankomisin tedavi basarisizligindaki rolii nedeniyle klinikte dnemli olan hVISA
varlig1 izolatlarin %1,9 oraninda saptanmistir; delafloksasin duyarlilik orani,
ozellikle de levofloksasin direngli izolatlarda, diger calismalara gore daha diisiik

bulunmustur.
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8. ABSTRACT
Staphylococcus aureus (S. aureus) is an opportunistic gram-positive
bacterium that can be found in the skin and nasal flora of healthy people and can
cause serious infections, including skin, soft tissue, bone, bloodstream, respiratory
tract, toxic shock syndrome, and food poisoning.

Vancomycin and teicoplanin are the most commonly preferred antibiotics
for the treatment of methicillin resistant S. aureus (MRSA) infections. However,
resistance to vancomycin and teicoplanin is increasing, resulting in a need for new
antibiotics. Delafloxacin is a novel antibiotic, a dual-target anionic fluoroquinolone
with in vitro activity against methicillin sensitive S. aureus (MSSA) and MRSA. It
is Food and Drug Administration (FDA)-approved for the treatment of susceptible
pathogens in adult patients with acute bacterial skin and skin structure infections
(ABSSSI) and community-acquired bacterial pneumonia (CABP).

The aims of this study are to compare the performance of different methods
in detecting methicillin resistance in S. aureus isolates, to investigate (population
analysis profile-area under the curve) PAP-AUC using heteroresistant vancomycin
intermediate S. aureus (hVISA), and to evaluate in vitro activity of delafloxacin
with the broth microdilution (BMD) method.

A total of 105 S. aureus isolates isolated from wound, tissue, deep tracheal
aspiration and sputum samples between June 2021 and October 2023 were included
in the study. Identification was performed by conventional methods and matrix
assisted laser desorption ionization- time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF
MS) (Bruker Daltonics, Germany). Methicillin resistance was determined by
investigating the mecA and mecC gene regions using cefoxitin (30 pg) (Bioanalyse,
Turkey) disk, VITEK 2 automated system (BioMerieux, France), and polymerase
chain reaction (PCR). Vancomycin, teicoplanin, and delafloxacin minimum
inhibitory concentration (MIC) values in S. aureus isolates were determined by the
BMD method. The presence of hVISA was investigated by the teicoplanin agar
screening method and the macrogradient test method, and confirmated by using

PAP-AUC as the gold standard method.
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The mecA gene was detected in 64 (61%) isolates by PCR. The mecC gene
was not detected in any isolate. Using mec4A PCR as the reference method for
detecting methicillin resistance, the specificity, sensitivity, positive predictive
value, and negative predictive value of the cefoxitin disk diffusion method were
97.6%, 100%, 98.5%, and 100%, respectively; the specificity, sensitivity, positive
predictive value, and negative predictive value for the VITEK 2 oxacillin MIC were
92.7%, 100%, 95.5%, and 100%, respectively; and the specificity, sensitivity,
positive predictive value, and negative predictive values of the VITEK 2 cefoxitin
screening were 87.8%, 100%, 92.7%, and 100%, respectively. The cefoxitin disk
diffusion method had the best performance.

S. aureus isolates were found susceptible to vancomycin at MIC values
between 0.5 and 2 mg/L and teicoplanin at MIC values between 0.125 and 2 mg/L,
while one isolate was found resistant to teicoplanin at MIC values of 4 mg/L. The
MIC50 for vancomycin was 1 mg/L and the MIC90 was 2 mg/L. The MIC50 for
teicoplanin was 0.5 mg/L and the MIC90 was 1 mg/L.

There were no isolates suspected of hVISA using the macrogradient test
method. The teicoplanin agar screening method identified 12 isolates as suspected
of hVISA. The presence of hVISA was confirmed in only two isolates (1 MRSA
isolate and 1 MSSA isolate) using the PAP-AUC method.

Delafloxacin resistance was found in 19 (18.1%) of the isolates. The
delafloxacin susceptibility rate in S. aureus isolates was 81.9% (75% in MRSA
isolates, 92.7% in MSSA isolates). Levofloxacin resistance was 19% in S. aureus
isolates (26.6% in MRSA isolates, 7.3% in MSSA isolates). The MIC50/90 value
for delafloxacin was found to be 0.008 mg/L/0.5 mg/L in all isolates; 0.008 mg/L
/0.016 mg/L in MSSA isolates; and 0.008 mg/L/0.5 mg/L in MRSA isolates.

In conclusion, the cefoxitin disk diffusion method had the best performance
in detecting methicillin resistance in S. aureus isolates; the presence of hVISA,
which is clinically important due to its role in infection control and vancomycin
treatment failure, was detected in 1.9% of the isolates; the delafloxacin
susceptibility rate, especially in levofloxacin-resistant isolates, was found to be

lower than in other studies.
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