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ÖZET

Metisilin dirençli stafilokoklar, giderek artan s›kl›kta ciddi nozokomiyal

ve toplum kökenli enfeksiyonlara neden olmaktad›r. Antistafilokokal beta-

laktam antibiyotiklere fenotipik heterojen ilaç direnci (heterorezistans),

duyarl›l›k testlerinin sonuçlar›n› etkilemektedir. Rutin oksasilin disk difüzyon

testleri, metisiline dirençli stafilokoklarda heterojen direnci belirlemede

yetersiz kalabilmektedir.

Bu çal›flmada 100 metisiline dirençli S aureus (MRSA) ve 100 koagülaz

negatif stafilokok klinik izolat›nda, bir sefamisin antibiyotik olan sefoksitin

(30µg) (BD) kullan›larak disk difüzyon yöntemiyle de¤erlendirmesi yap›ld›.

Stafilokoklarda metisilin direncini tarama amac›yla; oksasilin (1 µg) (BD),

sefoksitin (30 µg) (BD) disk difüzyon ve oksasilin, sefoksitin E-testi (AB

Biodisk Sonia, Sweden) çal›fl›larak sonuçlar karfl›laflt›r›ld›. Farkl› yöntemlerin

performanslar› irdelendi ve di¤er testler ile karfl›laflt›r›ld›. Sonuçlar; sefoksitin

disk difüzyon testinin, oksasilin disk difüzyon ve E-test yöntemleri ile

irdelendi¤inde, metisilin direncini saptamak için rutin çal›flmada

kullan›labilece¤ini gösterdi. PCR (Polymerase Chain Reaction)  ile mecA

geninin saptanmas› alt›n standart olarak kabul edilmektedir. Metisilin direncini

kodlayan mecA genini içeren ve staphylococcal cassette chromosome mec

(SCCmec) olarak isimlendirilen mobil genetik elementin tiplendirilmesi yap›ld›.

SCCmec tiplendirilmesinde multiplex PCR yöntemi kullan›larak, 100 MRSA

suflundan 93’ünde tip III SCCmec saptand›, befl sufl tiplendirilemedi ve 2

suflda mecA geni saptanmad›.

Anahtar Kelimeler: Metisilin direnci, SCCmec, multipleks PCR
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SUMMARY

Methicillin-resistant staphylococci are responsible for an increasing

number of serious nosocomial and community-acquired infections. Phenotypic

heterogeneous drug resistance to antistaphylococcal beta-lactams affects the

results of susceptibility testing. Routine oxacillin disk diffusion tests often fail

to detect heterogeneous methicillin-resistant staphylococcus populations.

In the present study, a recently proposed disk diffusion method that

employs a cephamycin antibiotic (cefoxitin 30 µg; BD) was evaluated using

100 clinical isolates of Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)

and 100 clinical isolates of Coagulase-Negative Staphylococci (CoNS). The

results were compared with those of other Methicillin-resistant Staphylococci

screening techniques: a disk diffusion test with oxacillin 1 µg and cefoxitin 30

µg (BD), an E-test with oxacillin and cefoxitin (AB Biodisk Sonia, Sweden).

The performances of the different methods were determined and compared

with each other. The results showed that the cefoxitin disk diffusion test is

suitable to the oxacillin disk diffusion and E-test method for routine screening

to detect methicillin-resistant staphylococci. Detection of the mecA gene by

polymerase chain reaction was considered the gold standard. SCCmec typing

analyzes a mobile genetic element called the staphylococcal cassette

chromosome mec (SCCmec), which contains the mecA gene encoding

methicillin resistance. The SCCmec types were determined by a multiplex

PCR strategy, out of the total of 100 strains, 93 had SCCmec type III. Five

strains were nontypeable and two strains had not found mecA gene.

Key words: Methicillin resistance, SCCmec, multiplex PCR



1

G‹R‹fi

Staphylococcus spp. çok say›da tür içeren, deri ve mukozalarda

kolonize olabilen, de¤iflik türleri ile farkl› hastal›klar yapan önemli bir bakteri

cinsi; Staphylococcus aureus (S aureus) ise, çok say›daki patojenik faktörü ile

çeflitli doku ve organlarda ciddi enfeksiyonlar oluflturabilen en önemli türüdür.

S aureus d›fl›nda kalan türler koagülaz negatif stafilokoklar (KNS) olarak

isimlendirilir. KNS’lar, geçmiflte sadece flora eleman› olarak kabul edilirken;

günümüzde özellikle hastane kaynakl› enfeksiyon etkenleri aras›nda yer

almalar› nedeniyle, önemleri giderek artmaktad›r (1,2). Stafilokoklar›n genom

yap›s› ile ilgili olarak yap›lan çal›flmalar, evolüsyonu s›ras›nda farkl›

bakterilerden gen transferi yapt›¤›n› ortaya koymufltur. Transfer etti¤i gen

bölgeleri patojenitesi yan›nda antibiyotik direnci ile de ilgilidir. Özellikle

hastane kaynakl› sufllar çoklu antibiyotik dirençleri ile tedavi aç›s›ndan önemli

sorunlar oluflturmaktad›r. Son y›llarda toplum kaynakl› olarak da dirençli

sufllar›n saptanmas› konunun önemli bir di¤er boyutunu oluflturmaktad›r (3-6).

S aureus  son yar›m yüzy›l içinde, spektrumunda yer alan hemen tüm

antimikrobiyal ajana karfl› direnç gelifltirmifltir. Penisilinin yayg›n olarak

kullan›m›n›n ard›ndan k›sa sürede penisilin direnci, metisilin kullan›m›ndan bir

y›l sonra da metisiline karfl› direnç tan›mlanm›flt›r (6-8). Metisilin direncinin

genetik mekanizmas›, son y›llarda oldukça ayr›nt›l› olarak ortaya konmufltur.

Metisilin direncini sa¤layan mecA geni, Staphyococcal cassette chromosome

mec (SCCmec) ad› verilen 21-67 kb bir DNA bölgesinde yer al›r. Bakteri

kromozomunun replikasyona bafllama noktas› olan oriC bölgesine, SCCmec

bölgesinin transfer edilmesi ile genoma tafl›nmakta ve MRSA sufllar› pratik

olarak tüm _-laktam antibiyotiklere dirençli hale gelmektedir (5-7,9-11).

SCCmec gen bölgesinin, genom üzerindeki lokalizasyonu önemlidir.

Replikasyona bafllama bölgesine yak›n olarak yer almas›, di¤er bakteri
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cinslerinden gelecek olan ve kendisi için yararl› olacak direnç geni içeren

bölgeleri yap›s›na almas›n› kolaylaflt›rmaktad›r. SCCmec gen bölgesi mobil

genetik elementtir. Faj iliflkili gen, özgül transpozaz ve tra genleri içermezler.

Hareket edebilmeleri, kaset kromozom rekombinaz A ve B (cassette

chromosome recombinase A ve B – ccrA ve  ccrB) gibi iki spesifik gen bölgesi

ile sa¤lanmaktad›r. Bu sayede SCCmec kromozomda uygun bölgeye integre

olup, ayr›labilmektedir (6,7,9,10,12,13).

SCCmec bölgesi bir genomik adad›r. Virulans geni tafl›mamakla

beraber, yap›s›n›n büyük olmas› nedeniyle patojenite adas›na benzedi¤i,

ancak antibiyotik direnç adas› olarak tan›mlanmas›n›n daha do¤ru olaca¤›

görüflü hakimdir. Zira SCCmec bölgesi, mec gen kompleksi yan›nda, non _-

laktam antibiyotiklere karfl› da direnç genleri tafl›yabilmektedir (9,10,12,14).

Yap›lan çal›flmalar, SCCmec gen bölgesinin farkl› allotipik formlar›

oldu¤unu, ancak ccrA ve ccrB genlerini mutlaka içerdi¤ini göstermektedir.

mec gen kompleksinin; IS431mec, mecA ve regülatör genler olarak mecR1,

mecI  temel iki genetik komponenti vard›r. Günümüzde, SCCmec gen bölgesi,

mec  gen ve ccr gen komplekslerinin kombinasyonuna göre 4 tipe

ayr›lmaktad›r. Bugüne kadar yap›lan çal›flmalarda, Tip I, II ve III sadece

hastane kaynakl› izolatlarda saptanm›fl, toplum kaynakl› MRSA sufllar›nda ise

sadece Tip IV SCCmec varl›¤› bildirilmifltir (6,9,10,14,15). Baz› çal›flma

sonuçlar›, bu özelli¤in bir epidemiyolojik marker olarak kullan›labilece¤i

görüflünü ortaya koymufltur (9,14,16).

MRSA izolatlar›n›n çoklu antibiyotik dirençleri nedeniyle, tedavide

yaratt›klar› sorunlar giderek artmaktad›r. Metisilin direnci grup direncini temsil

etti¤i için, MRSA ve MRSE izolatlar›nda tek tedavi seçene¤i glikopeptidler

olmaktad›r. Glikopeptidlerin yayg›nlaflan kullan›mlar›, duyarl›l›¤› azalm›fl sufllar

(GISA) ve enterokoklarda glikopeptid direncini gündeme getirmifltir

(5,8,13,17). Hem glikopeptidlerin gereksiz kullan›m›ndan kaç›nmak hem de
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hastaya en k›sa zamanda en etkili tedaviyi verebilmek için metisilin/oksasilin

duyarl›l›¤›n›n h›zl› ve do¤ru olarak tan›mlanmas› gerekmektedir (5,14).

Çal›flmam›z›n amac›; stafilokoklarda konvansiyonel yöntemlerle

saptanan metisilin direncinin, moleküler yöntemler ile araflt›r›larak sonuçlar›n

karfl›laflt›r›lmas›, metisilin/oksasilin duyarl›l›¤›n› saptamak için laboratuar›m›za

en uygun olan yöntemi belirlemek ve SCCmec gen tiplerini belirleyerek

literatüre katk›da bulunmakt›r.
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GENEL B‹LG‹LER

Stafilokok Türlerinin Genel Özellikleri

Micrococcaceae ailesinde yer alan Staphylococcus cinsi bakteriler, 0.5-

1.5 µm çap›nda gram pozitif koklard›r. Birden fazla düzlemde bölündü¤ü için

genellikle üzüm salk›m› fleklinde kümeler oluflturur. Bazen tek tek, ikili, veya

dörtlü kümeler fleklinde görülebilir. Hareketsiz ve sporsuzdurlar.

Staphylococcus saccharolyticus ve Staphylococcus aureus subsp. anaerobius

türleri d›fl›nda katalaz pozitif, oksidaz negatifdirler. Staphylococcus

saccharolyticus ve Staphylococcus aureus subsp. anaerobius zorunlu

anaerob, di¤er stafilokoklar›n hepsi aerob veya fakültatif anaerob bakterilerdir.

Ço¤unlu¤u %7,5-10 NaCl içeren basit besiyerlerinde ve 18-45°C’de kolayl›kla

ürerler. Basitrasin, furazolidon ve lizostafine duyarl› olmalar›na karfl›n, lizozime

dirençlidirler. S aureus kanl› agarda beta hemoliz oluflturur (1,2,14,18).

Stafilokoklar›n, güncel olarak 35 tür ve 17 alt türü mevcuttur. S aureus,

S epidermidis, S haemolyticus, S lugdunensis, S saprophyticus insanlarda en

s›k enfeksiyona neden olan türlerdir (2,14,18)

Tür Tan›m›

Stafilokoklar, katalaz ve koagülaz enzimlerine sahiptir. Katalaz

enziminin saptanmas›,  streptokoklardan ayr›m› için önemlidir. Koagülaz,

ekstrasellüler bir proenzimdir. Plazmada bulunan Coagulase reacting

factor(CRF) ile birleflerek plazmay› p›ht›laflt›r›r. Koagülaz testi insan veya

tavflan plazmas› ile tüpte veya lam üzerinde yap›l›r. S aureus idantifikasyonu

için tüp koagülaz testi referans yöntemdir. S aureus d›fl›nda tüp ve/veya

koagülaz pozitif olabilen stafilokok türleri; S intermedius, S hyicus, S
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lugdunensis, S schleiferi subsp. coagulans, S schleiferi subsp. Schleferi’dir

(1,14,19).

S aureus’tan temel olarak koagülaz testinin negatif olmas› ile ayr›lan ve

bu nedenle koagülaz-negatif stafilokoklar (KNS) olarak adland›r›lan 40’a yak›n

stafilokok tür ve alt türü bulunur. KNS insan mikrofloras›n›n önemli üyeleridir.

Ayr›mlar› için bir seri test yap›lmas› gerekir. S epidermidis en s›k karfl›lafl›lan

ve klinik olarak önemi kabul edilen türdür (2,14,18).

Klinik Önemleri

S aureus, içerdi¤i çeflitli virulans faktörleri ile stafilokoklar aras›ndaki en

patojen türdür. Pek çok klinik tablodan sorumlu olabilir. Toplum veya hastane

kaynakl› olufluna göre klinik formu, morbidite ve mortalitesi yönünden farkl›l›k

gösterir. Deri ve yumuflak doku enfeksiyonlar›, yara enfeksiyonu, pnömoni,

ampiyem, osteomyelit, septik artrit, endokardit, bakteriyeminin yan› s›ra, toksin

etkisi ile besin zehirlenmesinden toksik flok sendromuna kadar de¤iflen

hastal›k tablolar›na yol açabilir (1,14).

‹nvazif ifllem uygulanan ve ba¤›fl›kl›k sistemi bask›lanm›fl hasta

say›s›ndaki art›fla paralel olarak, KNS türleri ile oluflan özellikle hastane

kökenli enfeksiyonlar›n önemi giderek artmaktad›r. KNS’lar›n neden oldu¤u

enfeksiyonlar aras›nda yabanc› cisim ile ilgili bakteriyemi, flant, protez,

pacemaker ve vasküler greft enfeksiyonlar›, kalp kapakç›¤› endokarditleri,

osteomyelit, septik artrit, ventrikülo-peritoneal flant ve periton diyalizine ba¤l›

peritonit, mediastinit, prostatit say›labilir (1,2,14,18,20). KNS türleri, klinik

mikrobiyoloji laboratuvar›nda en s›k izole edilen bakteriler aras›ndad›r. Ancak

normal deri ve mukoza floras›nda da yer almalar› nedeniyle, gerek

mikrobiyolog gerekse klinisyen için kontaminant-patojen ayr›m›n› yapmak

ço¤u zaman zor olabilmektedir (2,14).



6

MRSA sufllar›, duyarl› S aureus’a göre daha fazla virulans faktörüne

sahip olmamakla beraber, önemli bir morbidite nedenidir. Hayat› tehdit eden

klinik tablolara yol açabilir ve tedavisi güçtür. Uzun süre hastanede yatma

gere¤i, ciddi mali yük ve mortalite nedeni olur (14,21).

Birçok hastanede endemik hale gelmifl olan MRSA’un bulafl›nda en

önemli neden direkt temast›r. Kaynak, s›kl›kla MRSA ile kolonize veya enfekte

olan hastalar ve MRSA tafl›y›c›s› olan sa¤l›k çal›flanlar›d›r. MRSA

kolonizasyonu burun, aksilla, perine, kronik yara veya dekübit ülseri üzerinde,

gastrostomi veya trakeostomi alan› çevresinde, balgam veya idrarda olabilir.

Hastalar ve sa¤l›kl› kiflilerde kolonizasyonun en s›k görüldü¤ü yer burundur.

Ancak hastaya MRSA bulafl›nda, sa¤l›k çal›flanlar›n›n elleri en önemli arac›d›r

(14,21). Hastanede yatarken MRSA kolonizasyonu geliflen kiflilerde % 30-60

oran›nda MRSA enfeksiyonu ortaya ç›kabilmektedir. MRSA’n›n neden oldu¤u

hastane salg›nlar› birçok kurulufl için önemli sorunlar yaratabilir. Küçük

salg›nlar›n kontrol alt›na al›nmas› üç ay kadar sürerken, genellikle üçüncü

basamak sa¤l›k kurulufllar›nda ortaya ç›kan daha büyük boyutlu salg›nlar›n

y›llarca sürdü¤ü bilinmektedir. Önemli bir boyut da, bir hastanedeki salg›n›n

hasta sevk ve nakilleri nedeniyle bölgedeki di¤er hastaneleri etkilemesidir.

Hasta ile do¤rudan temas› olan ve hasta bak›m› ile ilgili kifliler, al›nacak

önlemler, önlemlerin uygulanmas› ve uygulamalar›n kontrolü konusunda

sürekli olarak e¤itilmelidir. ‹zolasyona al›nan hasta ve ailesi, izolasyonun

nedeni, kontrol önlemleri ve önemi konusunda bilgilendirilmelidir (14).

Enfeksiyon kontrol politikalar›n›n çok önemli bir boyutu antibiyotik

kullan›m›n›n kontrolüdür. MRSA prevalans›n›n yüksek oldu¤u ülkelerde,

enfeksiyon kontrol önlemlerine ek olarak antibiyotik kullan›m›n›n

k›s›tlanmas›n›n öncelikli bir uygulama olmas› gerekti¤i gösterilmifltir. MRSA’n›n

yayg›n oldu¤u sa¤l›k kurulufllar›nda, kap›daki tehlike glikopeptid direncidir.

Glikopeptidlerin kontrollü kullan›m› gram pozitif bakterilerde vankomisin direnci
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geliflmesi riskinin azalt›lmas› aç›s›ndan önemlidir. Vankomisin ve teikoplaninin

uygun endikasyonda sadece tedavi amac›yla kullan›lmas›, zorunlu özel

koflullar d›fl›nda profilakside kullan›lmamas›, tafl›y›c›l›¤›n tedavisinde yeri

olmad›¤›n›n bilinmesi MRSA kontrol programlar›n›n önemli bir amac›d›r (14,21-

23). MRSA enfeksiyonlar›n›n tedavisi, kullan›lan antibiyotiklerin maliyetinin

yan› s›ra hastanede uzun süre yat›fl gerektirmesi ve ifl gücü kayb› nedeniyle

ciddi mali yük oluflturmaktad›r. Oysa MRSA kontrol programlar›n›n baflar›yla

uyguland›¤› merkezlerde yap›lan çal›flmalar, bu programlar›n getirdi¤i mali

yükün, enfeksiyonun tedavisi için gerekenden çok daha az oldu¤unu ortaya

koymufltur (14,21).

Bakteri Duvar›n›n Yap›s›

Hücre duvar›, bakteri hücresine flekil veren ve hücre içi yüksek ozmotik

bas›nc›na karfl› bakterinin parçalanmas›n› önleyen önemli bir yap›d›r (1,14,24).

Di¤er Gram pozitif bakterilerde oldu¤u gibi, stafilokoklarda da hücre duvar›

kuru a¤›rl›¤›n›n % 50’sini peptidoglikan tabaka oluflturur. Peptidoglikan tabaka

ana iskeleti; N-asetilglikozamin (NAG) ve N-asetilmuramik asit (NAM)

moleküllerinin ß1-4 ba¤lar› ile ard arda ba¤lanmas› ile oluflur. N-asetilmuramik

asite ba¤l› olan pentapeptid yan zincirleri, pentaglisin köprüleri ile bir zincirde

D-alanin ile di¤er zincirdeki L-lizin aras›nda olacak flekilde birbirlerine ba¤lan›r

ve bu yap› çok katl› tabakalanma gösterir. Stafilokoklar›n peptidoglikan

tabakas›; makrofajdan sitokin sal›n›m›n› uyar›r, kompleman›n aktivasyonuna

yol açar, trombosit agregasyonuna neden olur. Ayr›ca monositlerden interlökin

1(IL-1) sal›n›m›n› uyararak polimorfonükleer lökositlerin enfeksiyon bölgesine

toplanmalar›na ve sonuçta apse oluflumuna da yol açar (1,14,18,21). Lizozim

(muramidaz) enzimi ter, göz yafl› ve lökositlerde bulunur ve hedefi stafilokok

ve di¤er gram pozitif bakterilerin peptidoglikan tabakas›n›n ß1-4 ba¤lar›d›r.

Stafilokoklar›n peptidoglikan tabakas›nda bulunan pentaglisin köprülerinin

lizostafin enzimine özgül bir duyarl›l›¤› vard›r, bu nedenle stafilokok türü
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bakterileri tan›mlamak amac›yla kullan›l›r (1,2,14). Bir di¤er hücre duvar›

komponenti, sadece gram pozitif bakterilerde bulunan ve fosfat içeren

polimerler olan teikoik asittir. Teikoik asit, konak mukozalar›ndaki özgül

reseptörleri (fibronektin, fibrinojen, laminin, trombospondin, vitronektin, elastin,

sialoprotein ve kollajen) ile birleflerek stafilokoklar›n kona¤a adherensini

sa¤lar. Teikoik asit tek bafl›na zay›f bir immunojendir, ancak peptidoglikan ile

birlikte iken özgül antikor yan›t›n› uyarabilir (1,2,14,20). Stafilokoklar›n

peptidoglikan tabakas›n›n d›fl yüzeyinde baz› önemli yüzey proteinleri yer al›r.

Protein A, elastin, kollajen ve fibronektin ba¤layan proteinler ile kümeleflme

faktörü (clumping faktör), kimyasal yap›lar› ve hücre duvar› yerleflimleri

birbirlerine benzeyen stafilokoksik yüzey proteinleridir. MSCRAMM (microbial

surface proteins recognizing adhesive matrix molecules) olarak tan›mlanan bu

proteinler stafilokoklar›n konak dokular›nda kolonize olmas›nda en önemli

faktörlerdir. 42.000 Da molekül a¤›rl›¤›ndaki protein A bu grubun prototipidir.

En önemli özelli¤i baz› immunglobulinlerin (IgG1, IgG2, IgG4) Fc reseptörleri ile

birleflebilmesidir. Böylece protein A bakteriyi antikora ba¤l› fagositozdan,

ayr›ca hücre d›fl›na salg›lanan protein A da ayn› reseptörlere ba¤lanarak

komplemana ba¤l› vücut savunmas›ndan korur (1,14,20,25).

Peptidoglikan Yap›m›

Peptidoglikan sentezi üç ana basamaktan oluflur: sitoplazmada ilk

olarak UDP-N-asetil-glukozamin (NAG) ve UDP-N-asetilmuramil-pentapeptid

(NAMP) sentezlenir. N-asetil-muramik aside (NAM) ba¤lanan pentapeptid

yap›s› s›ra ile; L-alanin, D-glutamik asit, L-lizin, D-alanin, D-alanin fleklindedir.

Daha sonra NAG ve NAMP lipidik yap›daki bir transportör arac›¤›yla

sitoplazmik membran› geçer. Bu geçifl s›ras›nda NAG ve NAMP birleflerek

dimerler oluflturur ve periplazmik aral›¤a geçer. Ard›ndan bu disakkarid

pentapeptidler, transglikozilasyon arac›l›¤›yla birleflerek bir glikan zinciri

olufltururlar. Son basamakta, bir pentapeptiddeki son D-alanin ile di¤er
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pentapeptiddeki L-lizin aras›nda transpeptidasyon olur, bu reaksiyon s›ras›nda

L-lizinin ait oldu¤u pentapeptiddeki D-alanin, L-lizinden ayr›l›r. Transglikozilaz,

disakkarid pentapeptidlerin birbirlerine ba¤lanmalar›n›, transpeptidaz

pentapeptid köprüler oluflturarak peptidoglikan yap›n›n retiküler bir yap›

kazanmas›n› ve D-D karboksipeptidaz L-Xaa’n›n ait oldu¤u pentapeptid yap›

içindeki son D-alaninin zincirden ayr›lmas›na neden olur. Beta-laktam

antibiyotikler, peptidoglikan sentezini, spesifik olarak karboksipeptidaz ve

özellikle de transpeptidazlar› inhibe ederek durdururlar. Bu enzimlere penisilin

ba¤lay›c› proteinler (PBP) ad› verilir, çünkü inhibisyon beta-laktam

antibiyotiklerin bu enzimlere fiske olmas› sonucu geliflir. S aureus’da PBP1,

PBP2, PBP3, PBP4 olmak üzere dört tane PBP vard›r (1,2,14).

Metisilin Direnci

Penisilinin 1940’l› y›llarda stafilokokal enfeksiyonlar›n tedavisinde

kullan›lmas› morbidite ve mortaliteyi çok k›sa bir sürede azaltm›fl, ancak 1944

y›l›nda ‹ngiltere’de, beta-laktamaz üretimine ba¤l› ilk penisilin direnci

bildirilmifltir. Alternatif ilaçlar olarak kullan›lan tetrasiklin, makrolid, sülfonamid

gibi ilaçlara da çok k›sa zamanda direnç geliflmifltir (6,10,11,14). Avrupa’n›n

di¤er ülkelerinde de durum benzer flekilde seyretmifl,  ABD ve Avustralya için

1970’li y›llar›n ortalar›na kadar MRSA sorun oluflturmazken, bu tarihten sonra

çeflitli merkezlerde neden oldu¤u salg›n ile gündeme girmifltir (6,26).

Penisilinaz enziminin amid ba¤a ulafl›m›n› engellemek amac›yla,

benzilpenisilindeki fenoksi grubunun yerine metoksi grubunun eklenmesiyle

1959 y›l›nda metisilin elde edilmifltir. Fakat klinik kullan›mdan k›sa bir süre

sonra, 1961 y›l›nda ilk metisiline dirençli S aureus suflu ‹ngiltere’den

bildirilmifltir. Penisilin dirençli sufllarda oldu¤u gibi, metisilin dirençli sufllar da

beraberlerinde di¤er antimikrobiyallere ait direnç genlerini de tafl›maktad›rlar

(10,11,13,14,27).  K›sa sürede hastane kaynakl› MRSA sufllar› tüm beta
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laktamlara dirençli hale gelmifltir (6). Metisilin/oksasilinin minimal inhibitör

konsantrasyonunun (M‹K) 4 µg/mL üzerinde olmas› halinde, bakteri metisilin

ve tüm beta laktamlara dirençli kabul edilir (3,14,28).

Son 10 y›l içinde metisilin direncinden sorumlu mekanizmalar›n

anlafl›lmas›na yönelik önemli baflar›lar elde edilmifl, iki MRSA suflunun tüm

gen haritas› ç›kart›lm›flt›r (11,13,14). Metisilin direncinden sorumlu

mekanizmalar; mecA geninin kodlad›¤› PBP2a yap›m›, PBP’lerin beta –laktam

antibiyotiklere afinitelerinde azalma ve beta-laktamazlar›n afl›r› yap›m› fleklinde

özetlenebilir (3,12,14).

Stafilokoklarda metisilin direncinin ortaya ç›kmas›, PBP2a’n›n yan› s›ra

baflka faktörlere de ba¤l›d›r. PBP2a, PBP2’nin transglikozilasyon aktivitesine

ve çapraz ba¤lant›da rol oynayan pentaglisin köprüsüne mutlak ba¤›ml›d›r.

Pentaglisin köprüsünün sentezinde rol oynayan femABX genlerinde mutasyon

olmas› halinde PBP2a’ya ba¤l› metisilin direnci görülmez. Bunun d›fl›nda

hücresel otolizinlerin aktivitesi çok fazla ise metisilin M‹K düzeylerinin düfltü¤ü

görülür. Bu faktörlerin etkisiyle metisilin direnci s›kl›kla heterojendir, yani 104-

108 bakteride bir görülür. Yine mecA varl›¤›na ra¤men metisilin M‹K

düzeylerinin düflük oldu¤u izolatlar bulunmaktad›r. Pre-MRSA olarak

adland›r›lan bu izolatlarda mecI – mecR1 düzenleyici genleri ifllevseldir. ‹n

vitro ortamda metisilin direnci görülmezken, in vivo ortamda beta-laktam

ajanla karfl›lafl›l›nca direnç ortaya ç›kar. Bu nedenlerle, heterojen dirençli

izolatlar›n saptanmas› için mecR1 için daha iyi, h›zl› bir indükleyici olan

sefoksitinin kullan›lmas›, otolizinlerin etkisini azaltmak için besiyerine %2-4

oran›nda NaCl eklenmesi, mecA gen ekspresyonunun artt›r›lmas› için düflük

›s›da uzun süre (tam 24 saat) inkübasyon gibi yöntemler kullan›lmaktad›r (29).

Nadiren mecA negatif olmas›na ra¤men oksasilin minimum inhibitör

konsantrasyonu (M‹K) de¤erleri 8-16 mg/L civar›nda olan sufllar

bulunabilmektedir. Bunlar›n bir k›sm› beta-laktamaz›n afl›r› üretiminden
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fiekil-1: S aureus N315 suflunun genomik yap›s› ve SCCmec gen
kompleksinin yerleflimi (6).

SCCmec gen bölgesi kormozoma (attBscc) bölgesinde integre olur.

attBscc, orfX olarak tan›mlanan ve fonksiyonu çok iyi bilinmeyen bir open

reading frame içerir. Bu yap› klinik S aureus sufllar›nda iyi korunmufl bir

bölgedir.  SCCmec; mec gen kompleksi ve ccr gen kompleksi olmak üzere iki

ana genetik komponentten oluflur. mec gen kompleksi IS431mec, mecA ve

regüle edici genler olan mecR1 ile mecI’dan oluflmaktad›r (6,33). ‹çerdikleri

yap›lara göre mec gen kompleksi dört s›n›fta incelenir (6).

. S›n›f A, IS431-mecA-mecR1-mecI

. S›n›f B, IS431-mecA- mecR1-IS1272

. S›n›f C, IS431-mecA- mecR1-IS431

. S›n›f D, IS431-mecA- mecR1
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[Borderline resistant S aureus (BORSA)], bir k›sm› da var olan PBP’lerdeki

nokta mutasyonlar›ndan veya PBP4’ün (düflük molekül a¤›rl›kl› PBP) afl›r›

yap›m›ndan kaynaklanabilir (29).

MRSA’n›n Ortaya Ç›k›fl›

Metisilin duyarl› S aureus’un, stafilokokal kaset kromozom mec

(SCCmec) olarak bilinen genifl bir genetik element kazanmas› ile MRSA

do¤mufltur. SCCmec, S aureus’un replikasyon merkezine yak›n bir bölgede

MRSA kromozomuna integre olmufl 21-67 kb’l›k bir DNA parças›d›r (6,9).

SCCmec’in replikasyon merkezine yak›n bir bölgede yerleflmesi, antibiyotik

direnç genlerini çabuk almas›n› sa¤layarak bakteriye önemli bir avantaj

kazand›rmaktad›r (6,12,14). SCCmec, fajla iliflkili olmayan, spesifik transpozas

ve tra genleri içermeyen bir çeflit mobil genetik elementtir (6). SCCmec olarak

adland›r›lan bu genomik adac›klarda, mecA geninin yan› s›ra di¤er

antimikrobiyal ajanlara dirençten sorumlu genler, insersiyon sekanslar› ve

fonksiyonlar› henüz bilinmeyen genler yer al›r. mecA geninin Staphylococcus

sciuri’den köken ald›¤› düflünülmektedir. S sciuri’deki mec geni ile MRSA’daki

mec geninin ürünleri aras›nda % 88 amino asit homolojisi oldu¤u

belirlenmifltir. Fakat dünyan›n farkl› co¤rafik bölgelerindeki toplum kökenli

MRSA izolatlar›nda efl zamanl› olarak SCCmec tip IV’ün izole edilmesi, baflka

bir koagülaz negatif stafilokoktan simültane horizontal geçifl olabilece¤ini de

akla getirmektedir (6,7,11,14,30-32).
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fiekil-2: mec gen kompleksinin 4 s›n›f› (6).

‹kinci ana genetik yap› olan ccr gen kompleksi iki bölgeye özgü (site-

spesific) rekombinaz geni içermektedir. Bunlar invertaz/rezolvaz ailesinden

ccrA  ve ccrB olarak tan›mlanm›fl iki rekombinaz› kodlayan genlerdir. Söz

konusu genler attBscc taraf›ndaki kromozoma ait bölgeye özgü integrasyon ve

eksizyondan sorumludur. ccrA ve c c rB adl› rekombinazlar SCCmec’in

mobilitesini sa¤larlar. ccrA, invertaz varl›¤›nda SCCmec kromozomun do¤ru

bölgesine girer ve ccrB, rezolvaz ile kromozomdan tam bir flekilde, eksiksiz

olarak ayr›l›r (6-8,11,14,26).

fiekil-3: ccr gen kompleksinin yap›s›
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SCCmec’in geri kalan›, de¤iflik orf bölgeleri içerir. J (junkyard) bölgesi olarak

adland›r›l›r. J bölgeleri; SCCmec  tipleri ve alt gruplar› içinde farkl›l›k gösterir

ve SCCmec’in boyut de¤iflikliklerinin bu nedenle oldu¤u düflünülmektedir.

Bakteri hücresi için esansiyel olmayan çok çeflitli gen veya psödogenleri içerir.

Plazmidler veya transpozonlar taraf›ndan kaynaklanan non-beta laktam

antibiyotikler veya a¤›r metallere direnç genleri yer al›r (10-11).

Günümüzde 21-67 kb a¤›rl›¤›nda tan›mlanm›fl Tip I, II, III, IV olarak

ifade edilen dört farkl› SCCmec eleman› vard›r. SCCmec tipleri; içerdikleri s›n›f

mec gen kompleksi ve ccr gen kompleksine  göre düzenlenir (6,10).

fiekil-4: SCCmec tipleri (11).
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Tip I SCCm e c : S›n›f B m e c  gen kompleksi ve tip I ccr g e n

kompleksinden oluflmaktad›r. 1961 y›l›nda izole edilen en eski MRSA suflunda

bulunmufltur. Tip I SCCmec’in J bölgesi bir yüzey proteinini kodlayan pls

genini içermektedir. Bu gen fibronektine bakteriyel adherensi etkilemektedir.

Bu fonksiyon S aureus’un enfeksiyonu bafllat›lmas›nda önemlidir. Tip I

SCCmec, mec A haricinde herhangi bir antibiyotik direnç geni tafl›mamaktad›r

(6).

Tip II SCCmec : S›n›f A mec gen kompleksi ve tip II ccr g e n

kompleksinden oluflmaktad›r. J bölgesinde pUB110 plazmidi ve Tn554

transpozonu bulunmaktad›r. SCCmec tip II ve III MRSA sufllar›n›n özelli¤i,

çoklu ilaç direncine neden olmalar› ve özellikle hastane ortam›nda

bulunmalar›d›r. Bu tipler tafl›d›klar› direnç genleri ile aminoglikozidler,

makrolidler, tetrasiklin ile kadmiyum ve civa gibi a¤›r metallere karfl› dirençli

olurlar. Tn554; makrolidlere, klindamisin ve streptogramin B’ye direnci kodlar

(6,8,10).

Tip III SCCmec : S›n›f A mec  gen kompleksi ve tip III ccr gen

kompleksinden oluflmaktad›r. pT181 plazmidi, Tn554 transpozonu ve pseudo

Tn554 tafl›maktad›r. pT181; tetrasikline direnci kodlar (6,8,10,14).

Tip IV SCCmec: S›n›f B mec gen kompleksi ve tip II ccr gen kompleksi

içermektedir. Tip IVa ve IVb, mecA geni d›fl›nda herhangi bir direnç geni

tafl›mamaktad›r. J1 bölgesi di¤er SCCmec tiplerine göre oldukça küçüktür. J2

bölgesi ise bulunmamaktad›r (6,10).
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fiekil-5: SCCmec tipleri (6).

fiekil-6: Tip I ve IV SCCmec yap›lar› (6).
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Ito ve ark. (34,35) taraf›ndan, 3 major SCCmec elementinin yap›s›

tamamen ortaya konmufltur. ‹ngiltere’de 1961 y›l›nda izole edilen ilk MRSA

(NCTC 10442) suflunun tip I, Japonya’da 1982 y›l›nda izole edilen MRSA (N

315) suflunun tip II, Yeni Zelanda’da 1985 y›l›nda izole edilen MRSA

(85/2082) suflunun ise tip III SCCmec içerdi¤i saptanm›flt›r (34,35). 1990’l›

y›llar›n sonlar›na do¤ru izole edilmeye bafllanan toplum kökenli MRSA

sufllar›n›n tip IV SCCmec içerdi¤i görülmüfltür (36). SCCmec tip IV MRSA,

a¤›rl›kl› olarak daha önce hastane ortam›nda bulunmam›fl kiflilerde

saptanm›flt›r. Bu eleman›n di¤er üç elemandan en önemli fark› daha küçük ve

genetik olarak daha mobil olmas› ve yan›nda ek antimikrobiyal direnç geni

tafl›mamas›d›r(11,14,37-43). Dünya genelinde MSSA epidemilerine neden

olan köken çeflidi çok fazla, buna karfl›n MRSA epidemilerine neden olan

köken çeflidi s›n›rl› say›dad›r. Bu durum mec eleman›n›n geçiflinin daha çok

horizontal oldu¤unu düflündürmektedir. MRSA biyotipi ve tek bir kökenin

evrimsel profili, al›c› MSSA ile SCCmec’in DNA parmak izi analizi ile ortaya

konmufltur (14,44).

PBP2a Ekspresyonunun Regülasyonu

PBP2a, MecA geni taraf›ndan kodlanan 76 kDa a¤›rl›¤›nda bir

proteindir. Hücre membran›na ba¤l› ve transpeptidasyon reaksiyonunu

katalize eden bir enzimdir. Di¤er PBP’lerden beta laktam antibiyotiklere ileri

derecede azalm›fl afinitesiyle ayr›l›r. Beta laktam antibiyotiklerin varl›¤›nda

di¤er PBP’ler inhibe olurken, PBP2a fonksiyon görmeye devam eder.

Dolay›s›yla bakteri ölmez. PBP2a, PBP2’den glikoziltransferaz ile ayr›l›r.

PBP2a varl›¤›nda; metisilin, nafsilin ve oksasilin gibi semisentetik

penisilinazlara dirençli beta laktamlara ve tüm sefalosporinlere direnç kazan›l›r

(1,2,9,10,14,30).
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mecA transkripsiyonu, birbirine çok benzeyen iki regülatör gen seti

taraf›ndan düzenlenir. Regülatör sistemlerden birincisi mecR1 ve mecI

genlerinden oluflur. Stafilokok kromozomunda mecA geni komflulu¤unda

mecR1 ve mecI olarak tan›mlanan bu iki gen; s›ras›yla membrana ba¤l› sinyal

transdüksiyon proteinini (mecR1) ve transkripsiyonel regülatörü (mecI)

kodlarlar (9). mecA ve mecR1 aras›nda bu genlerin promoterleri ve mecA

geninin -10 sekans› ile mecR1’in -35 sekans› aras›nda da operatör bölge

bulunmaktad›r. mecR1 ve mecI’n›n, plazmid-arac›l› stafilokokal beta-laktamaz

geni olan blaZ’nin ekspresyonunda rolü olan blaR1 ve blaI ile protein sekans

homolojisi yüksektir. Bu da mecA’n›n regülatör genlerini, blaZ sisteminden

ald›¤›n› düflündürmektedir. Fakat beta laktamaz sentezinin aksine PBP2a’n›n

ekspresyonu normal regülatör genleri (mecA ve mecR1, mecI) tafl›yan

sufllarda güçlü bir biçimde indüklenemez ve ayr›ca indüksiyon da çok daha

yavaflt›r. Nedeni mecI’n›n mecA transkripsiyonunun s›k› bir regülatörü olmas›

ve beta-laktam antibiyotiklerin ço¤unun mecR1’i etkin bir biçimde aktive

edememeleridir. Böylece baz› sufllar mecA geni tafl›malar›na ra¤men metisilin

duyarl›d›rlar ve bu sufllar pre-MRSA olarak tan›mlan›rlar (9,11,12,14).

mecI inaktivasyonu veya delesyonu, ya da promoter bölgedeki

mutasyonlar sonucu antibiyotik bask›s› alt›ndaki baz› S aureus sufllar›nda

konstitütif PBP2a ekspresyonu geliflebilir (33). Bu mutasyonu tafl›yan sufllarda

homojen veya heterojen direnç fenotipi geliflir. Homojen direnç fenotipinde,

toplulu¤u oluflturan hücrelerin tümünde yüksek düzeyde metisilin direnci

(>128 mg/L) vard›r. Heterojen direnç fenotipinde ise, hücrelerin çok küçük bir

k›sm›nda yüksek düzeyde metisilin direnci vard›r. Bu küçük gruptaki yüksek

düzeydeki direncin nedeni chr olarak tan›mlanan, mec elementinin d›fl›ndaki

bir bölgede; hmr  lokusunda bulundu¤u düflünülen ek kromozomal

mutasyonlard›r (9,12,14).
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Metisilin Direnç Düzeyini Etkileyen Faktörler

Metisilin direnci; mecI, mecR proteinleri, blaZ sisteminin regülatör

sinyal verici proteinleri, fem (factors essential for resistance to methicilline)

gibi metisilin direnci için gerekli olan faktör genleri ve di¤er baz› faktörlerce

düzenlenir (10,12,14).

Ço¤u MRSA suflu heterojen metisilin direnci göstermektedir. Bu

fenotipdeki hücrelerin küçük bir k›sm›nda yüksek düzeyde metisilin direnci

vard›r. Yüksek düzeydeki direnç birçok farkl› mekanizmaya ba¤l› olabilir,

ancak bunlardan henüz çok az k›sm› tam olarak tan›mlanabilmifltir. Yüksek

düzeyde direnç gösteren subklonun %1’den az k›sm›nda lytH inaktivasyonu

vard›r (14). lytH; asetilmuramil-L-alanin amidaz ile homoloji gösteren bir litik

enzimi kodlar ve bu enzim yüksek düzeyli dirence neden olur. Bunun d›fl›nda

yüksek düzeyli direnç nedeni olan farkl› mekanizmalarda bulunabilmektedir

(9,12).

Metisilin direncinin insertion inaktivasyonu ile kayb›n›n gözlendi¤i

deneysel çal›flmalar fem ve aux (auxiliary) diye adland›r›lan iki grup genin

tan›mlanmas›na yol açm›flt›r. Tan›mlanan bu faktörler housekeeping genlerdir

ve koruyucudurlar. Bunlar S aureus’un vahfli tip sufllar›n›n genomlar›nda

bulunur ve aktiviteleri direncin yay›l›m›nda çok önemlidir. fem veya aux

faktörlerinin bilinen say›s› 20’den fazlad›r. Birço¤u direkt veya indirekt yolla

peptidoglikan sentezi ve turnover›nda rol oynar. Fakat hiçbirinin PBP2a

ekspresyonunu etkiledi¤i gösterilmemifltir (9,12).

Metisilin Direncini Etkileyen ‹nternal Faktörler

Genetik ve biyokimyasal çal›flmalar PBP2a’n›n fonksiyon görebilmesi

için baz› substratlara ihtiyac› oldu¤unu ortaya koymufltur. Bu substratlar›n



20

oluflumunu engelleyen bir faktörün metisilin direncini etkileme ihtimali vard›r.

Yap›lan çal›flmalarda PBP2a’n›n flunlara ihtiyac› oldu¤u gösterilmifltir

(9,12,14).

  Belirli Uzunluktaki Glikan Zincirleri: PBP2a, PBP2’nin transglikozilaz

aktivitesine ba¤›ml›d›r. Beta laktamlar yüksek molekül a¤›rl›kl› PBP’lerin

transpeptidaz “domain”ini inhibe ederken transglikozilaz “domain”ine bir etki

göstermezler. Transglikozilaz “domain”inin inaktivasyonu daha k›sa olan

glikan zincirlerin say›s›nda art›fla ve metisilin direncinde belirgin azalmaya

neden olur (9,14).

Normal Peptid Konfigürasyonu ‹çin Gerekli Kök Peptidler: Ortama glisin

konuldu¤unda, peptidoglikan zincirinin sonunda normal koflullarda olmas›

gereken iki alanin rezidüsünün yerini, iki glisin rezidüsünün almas›n›n metisilin

direncinde azalmaya ve homojen fenotipin heterojen fenotipe dönüflmesine

neden oldu¤u bilinmektedir. UDP-N-asetil-muramil tripeptid sentetaz›

kodlayan gen olan murE (femF)’nin inaktivasyonu sonucunda da metisilin

direncinde azalma olur. Nedeni hücre duvar› öncülleri havuzundaki UDP-ba¤l›

muramil pentapeptidlerin azalmas› ve UDP-ba¤l› muramil dipeptidlerin

birikmesidir. Bu sonuçlar PBP2a’n›n do¤ru uzunlukta ve normal seride peptid

elde edilmesi için kök peptidlerine ihtiyaç oldu¤una iflaret etmektedir (9,14).

‹ntakt Olmak ‹çin Gerekli Pentaglisin Çapraz-Köprüleri: Gl ikan

zincirlerini birbirine ba¤layan pentaglisin çapraz köprülerinin yap›m›ndan

femA, femB ve femX (FmhB) sorumludur. FemX birinci glisini, femA ikinci ve

üçüncü glisinleri ve femB de dördüncü ve beflinci glisinleri köprüye sokar.

femA ve femB aras›nda de¤iflme olmad›¤›ndan bu proteinlerden herhangi

birini kodlayan genlerin inaktivasyonu sonucu mono veya tri-glisinli çapraz

köprüler oluflur. femA veya femB genlerinin herhangi birinin inaktivasyonu

bakteri için letal oldu¤undan, FemA ve FemB proteinleri ilaç çal›flmalar›n›n

yeni hedefleridir (9,14).
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Metisilin Direncini Etkileyen Eksternal Faktörler: Tuz konsantrasyonu,

pH, ortam kompozisyonu, ozmolarite ve ortam s›cakl›¤› metisilin direncini

etkileyen eksternal faktörlerdendir. Yüksek (%6.5) NaCl konsantrasyonunun

ve düflük s›cakl›¤›n (30-350C) metisilin direncini nas›l artt›rd›¤› tam olarak

bilinmemektedir. ‹nkübasyon süresinin 18 saat yerine, 24 saate uzat›lmas›n›n

da metisilin dirençli sufllar›n saptanma flans›n› artt›rd›¤› bilinmektedir (14).

Stafilokoklarda Metisilin Direncini Saptamaya Yönelik Yöntemler

Antimikrobiyal ilaçlara karfl› duyarl›l›k birçok yöntem ile saptanabilir.

Yöntemler iki genel bafll›kta toplanabilir:

A. Direnç Fenotipinin Belirlendi¤i Yöntemler: Direnç genlerinin

ekspresyonu sonras› ortaya ç›kan direncin fenotipik olarak belirlendi¤i

yöntemlerdir.

1. Disk difüzyon yöntemi

2. Suland›r›m (dilüsyon) yöntemleri

3. Epsilometrik yöntem (E test)

4. Antimikrobiyal ajanlar› inaktive eden enzimlerin saptanmas›   

B. Genotipik Yöntemler: Direnç genlerinin saptanabildi¤i yöntemlerdir.

A. Direnç Fenotipinin Belirlendi¤i Yöntemler

1. Disk difüzyon yöntemi: Bu yöntemde belirli bir miktar antimikrobiyal

ajan içeren diskler, bakterinin standart süspansiyonunun yay›ld›¤› agar plaklar›

yüzeyine yerlefltirilir. Antibiyoti¤in bakteri için inhibitör olan düzeyi, disk

çevresinde üreme olmayan alan›n çap› ölçülerek belirlenir. Antibiyotik ve

bakteri türüne göre farkl› olabilen de¤erler standartlara göre yorumlan›r. S›n›r
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de¤erler, her antimikrobiyal ajan için M‹K ve ulafl›labilir serum düzeyleri göz

önüne al›narak belirlenmifltir. Disk difüzyon yöntemi kolay ve ucuzdur. Bu

nedenle de rutin laboratuar uygulamalar›nda s›k olarak kullan›lmaktad›r. Ancak

uluslararas› standartlara göre ve kalite kontrolü yap›larak uygulanmal›d›r

(18,19,45,46).

2. Suland›r›m (dilüsyon) yöntemleri: Kat› veya s›v› besiyerinde

uygulanabilir. ‹n vitro duyarl›l›k testleri aras›nda “alt›n standart’’ olarak kabul

edilir. Antimikrobiyal ajan iki katl› dilüsyonlar fleklinde artan yo¤unluklarda

haz›rlan›r. Tüpte haz›rlanan s›v› besiyerinde tüp-makro dilüsyon,

mikrotitrasyon plaklar›nda küçük hacim kullan›larak uygulan›yorsa

mikrodilüsyon olarak adland›r›l›r. Agar dilüsyon yönteminde ise; belirli

konsantrasyonlarda antibakteriyel ajan besiyeri içinde yer al›r. Belirli

dilüsyondaki bakteriden ekim yap›larak, inkübasyon süresi sonunda gözle

görülür üremeyi engelleyen en düflük antimikrobiyal ilaç yo¤unlu¤u saptan›r.

Buna Minimal ‹nhibitör konsantrasyon (M‹K) denir ve (g/ml) fleklinde ifade

edilir. M‹K de¤erinin duyarl›l›¤› m› yoksa direnci mi temsil etti¤ini belirlemek

için, test sonunda saptanan konsantrasyon, duyarl›l›k s›n›r› ad› verilen bir

de¤er ile karfl›laflt›r›l›r. M‹K de¤eri bu s›n›rdan küçük ise, bakteri söz konusu

ajana duyarl› olarak de¤erlendirilir. Duyarl›l›k s›n›r›, sa¤alt›m s›ras›nda ulafl›lan

serum düzeyleri ile duyarl›l›k özelli¤i kesin olarak bilinen bakterilerin M‹K

de¤erleri göz önüne al›narak belirlenmektedir. Her antimikrobiyal ajan için ayr›

bir s›n›r de¤eri söz konusudur. Suland›r›m temeline dayanan testler kantitatif

sonuç verdikleri için tercih edilmektedir. Ancak teknik güçlükleri nedeniyle

di¤er yöntemler de gelifltirilmifltir (18,19,46).

3.Epsilometrik yöntem (E test): Plastik stripler ile M‹K de¤erini

saptamay› amaçlayan yeni bir antimikrobiyal duyarl›l›k yöntemidir. Stripin bir

taraf›nda ilaç belirli ve sürekli bir konsantrasyon de¤iflimi olacak flekilde ve

kurutulmufl olarak, di¤er yüzünde de antimikrobiyal ajan›n stripin ucundan

olan uzakl›¤a karfl›l›k gelen konsantrasyonlar› bir cetvel gibi s›ralanm›fl olarak
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yer al›r. Standart bakteri süspansiyonu kat› besiyeri üzerine yay›ld›ktan sonra

stripler yerlefltirilir. ‹nkübasyon süresi sonunda, elips fleklindeki inhibisyon

alan›n›n stripi kesti¤i konsantrasyon M‹K olarak belirlenir. Günümüzde bu

yöntem ile ilgili en önemli problem maliyettir (18,19).

4.Antimikrobiyal ajanlar› inaktive eden enzimlerin saptanmas›:

Enzimatik aktivitenin saptand›¤› h›zl› yöntemler aras›nda beta-laktamaz ve

kloramfenikol asetil transferaz aktivitesinin saptand›¤› tarama testleri say›labilir

(18).

MRSA sufllar›nda metisilin direncinin gösterilmesinde uygun

konvansiyonel yöntemin belirlenmesine yönelik çal›flmalar bulunmaktad›r.

Swenson ve ark. (27) Boubaker ve ark. (47) taraf›ndan yap›lan çal›flmalarda

metisilin direncinin rutin saptanmas›nda sefoksitin disk difüzyon testinin

de¤erlendirilmesi yap›lm›fl, disk difüzyon ile sefoksitin duyarl›l›¤› % 96.5,

özgüllü¤ü % 100 olarak saptanm›flt›r.

Genotipik Yöntemler

Son y›llarda birçok antibiyotik direnç geni tan›mlanm›flt›r. Bu genlerin

ekspresyonu sonucunda klinik sa¤alt›mda kullan›lan tüm antimikrobiyal

ajanlara karfl› direnç geliflebilmektedir. Günümüzde gen ekspresyonu

sonucunda direnç geliflimini saptayan ve yukar›da özetlenen fenotipik

yöntemler d›fl›nda, direnç genlerinin varl›¤›n› saptayan genotipik yöntemler de

gelifltirilmifltir. Bu yöntemler, direnç özelliklerinin k›sa sürede ve do¤ru olarak

saptanmas›n› sa¤layarak, hasta ve tafl›y›c›lar›n tan›mlanmas› ve sa¤alt›m›na

olanak sa¤lamaktad›r (18).

Moleküler tan›da kullan›lan yöntemler; Kary Mullis’in kendisine Nobel

ödülü kazand›ran, nükleik asitlerin in vitro olarak ço¤alt›lmas›na olanak
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sa¤layan polimeraz zincir reaksiyonunu (Polymerase Chain Reaction-PCR)

tan›mlamas›n›n ard›ndan ola¤anüstü bir ivme kazanarak geliflmifltir. Hücre

içinde gerçekleflen do¤al DNA replikasyonu, PCR ile bir tüp içerisinde taklit

edilmektedir. Örne¤in replikasyonunun bafllayabilmesi için iki DNA zincirinin

birbirinden ayr›lmas› gerekir. Ortam›n 940C‘ye dek ›s›t›lmas› ile iki zincir

aras›ndaki hidrojen ba¤lar›n›n k›r›lmas› sa¤lan›r. PCR ile DNA’n›n

ço¤alt›labilmesi için tepkime kar›fl›m›nda flu maddeler yer almal›d›r:

Ço¤alt›lacak olan kal›p DNA; bu DNA’da ço¤alt›lmas› planlanan bölgenin iki

ucundaki DNA dizisini özgül olarak tan›y›p ba¤lanacak olan DNA primerleri;

primerlere ba¤lan›p bunlara 3’ ucundan nükleotidleri ekleyerek sentez

yapacak olan DNA polimeraz; sentezde kullan›lacak olan

deoksinükleotidtrifosfatlar (dNTP); polimeraz›n çal›flmas› için gerekli tampon

görevi yapacak maddeler ve tuzlar (genellikle tris ve KCl) ve enzim çal›flmas›

için önemli bir kofaktör olan Mg++  iyonlar›d›r (4,48).

PCR, üç de¤iflik s›cakl›kta çal›flan basamaklar›n bir döngü halinde

tekrarlanmas› ile gerçeklefltirilir. ‹lk basamak denatürasyondur. 940C‘ye dek

›s›t›lan DNA’n›n iki zinciri birbirinden ayr›l›r. ‹kinci basamak birleflmedir

(annealing). S›cakl›¤›n düflürülmesi ile primerler ço¤alt›lacak bölgenin

uçlar›nda yer alan kendilerine özgül dizileri tan›r, hidrojen ba¤lar› kurarak

ba¤lan›rlar.  Primerlerin ortamdaki deriflimlerinin, kal›p DNA’dan milyonlarca

kez daha fazla olmas› sayesinde, ayr›lan kal›p DNA zincirleri tekrar birbirlerine

de¤il, primerler kal›p DNA zincirlerine ba¤lan›rlar. Primerlerin özgül olarak

ba¤lanmas› için kullan›lan s›cakl›k genellikle 50–700C aras›nda de¤iflir.

Üçüncü basamak primerlerin uzamas›d›r. Kar›fl›m, DNA polimeraz›n çal›flt›¤›

optimum s›cakl›¤a getirildi¤inde primerlere ba¤lanm›fl olan enzim molekülleri,

bunlar›n 3’ ucuna, kal›p DNA’ya uygun nükleotidleri ekleyerek DNA sentezi

yaparlar. Bu üç basamak bir döngüyü oluflturur ve her tekrarlan›fl›nda iki

primer aras›nda kalan özgül DNA parças›n›n her iki zincirinin birer kopyas›

ç›kar›lm›fl olur (4,48).
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Ço¤alt›lan DNA parçalar› birçok de¤iflik yöntemle belirlenebilir.

Bunlardan en yayg›n olarak kullan›lan› agaroz jel elektroforezidir. PCR ile elde

edilen ürünler agaroz jel kullan›larak elektroforezle ayr›flt›r›l›r ve DNA zincirleri

etidyum bromür ile boyanarak ultraviyole ›fl›k kayna¤›nda floresans vererek

görünür hale getirilir. Elektroforez s›ras›nda bir DNA molekül a¤›rl›k standart›

kullan›lmas› ve PCR ürünlerinin büyüklü¤ü, daha önceden bilinen DNA

molekülleri ile karfl›laflt›r›lmas› ile belirlenir. Genellikle kal›p DNA’n›n iki primer

aras›nda kalan DNA k›sm›n›n uzunlu¤u önceden bilindi¤i için elektroforezle

saptanan PCR ürünlerinin bu büyüklükte olmas›, hedeflenen bölgenin do¤ru

bir flekilde ço¤alt›ld›¤›n› gösterir. Elektroforez sonucunda tek DNA bant›

görülmelidir. Birden fazla veya beklenen büyüklük d›fl›nda DNA bantlar›n›n

görülmesi, özgül olmayan baz› ço¤altma ürünlerinin ortaya ç›kt›¤›n› gösterir

(4,48).

Stafilokoklarda metisilin direncinin belirlenmesi için, moleküler olarak

mecA geninin saptanmas›, fenotipik yöntemlere k›yasla daha duyarl›d›r. PCR

ve DNA hibridizasyon teknikleri ile mecA geninin saptanmas› alt›n standart

olarak kabul edilmektedir (2,4,12,28,45,46,49).

DNA hibridizasyon tekniklerinin baz› dezavantajlar› vard›r; fazla say›da

hücre gerektirir, DNA ekstraksiyonu ve membran üzerinde immobilizasyonu

(sabitlenmesi) zaman al›c› ifllemlerdir, görüntülenmeleri için radyoaktif problar

gerektirirler (50). Spesifik DNA sekanslar›n›n saptanmas›nda PCR ile DNA’n›n

in vitro amplifikasyonu, h›zl› ve duyarl›d›r, ayr›ca radyoaktif izotop gerekli

de¤ildir (3,50).

Multipleks PCR’da farkl› hedeflerin amplifikasyonu için iki veya daha

fazla primer ayn› kar›fl›m içerisinde yer al›r. Bu teknikle klinik örnekde birden

fazla hedef sekans tek bir tüp içinde koamplifiye edilebilir. Multipleks PCR’da

kullan›lacak primerleri benzer annealing ›s›s›na sahip olmalar›nda fayda vard›r.
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Multipleks PCR’›n yap›l›fl› daha kompleks olmakla beraber, SCCmec tiplerini

belirlemede daha kolaylaflt›r›c› ve kullan›fll› oldu¤u ifade edilmektedir (4,51).

Oliveira ve ark. (51) genetik yap›lar› multilocus sequence typing (MLST)

ile belirlenmifl 26 MRSA suflunu SCCmec yap›lar› multipleks PCR yöntemiyle

saptam›fllard›r. Bu yöntemin, MRSA izolatlar›n›n mec elementlerinin yap›sal

tiplendirmesinde h›zl› bir yöntem oldu¤u düflünülmektedir  (38,42,43).

fiekil-7. Oliveira ve ark saptad›¤› SCCmec tipleri (51).

Ko ve ark. (16) 12 Asya ülkesinden toplanan 74 MRSA suflunu MLST

ve multipleks PCR yöntemleriyle irdelemifltir. Multipleks PCR’da Oliveira ve

ark.n›n (51) çal›flmas›nda kullan›lan primerler kullan›lm›fl, Asya bölgesinde

izole edilen MRSA sufllar›nda 2 major genotip oldu¤u, MLST ile saptanan

genotiplerin da¤›l›m›n›n izole edildi¤i ülkeyle ba¤lant›l› olarak de¤iflti¤i

görülmüfltür. Multipleks PCR ile de Kore ve Japonya’dan izole edilen sufllar›n

ço¤unun SCCmec tip II, di¤er Asya ülkelerinden izole edilen sufllar›n ise

SCCmec tip III veya IIIA olarak bulunmufltur.
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Arakere ve ark. (52) taraf›ndan Hindistan’da iki farkl› hastanede izole

edilmifl toplam 82 MRSA suflu kullan›larak multipleks PCR ile SCCmec tipleri

irdelenmifltir. ‹rdelenen sufllardan 49’unun tip III SCCmec, 26’s›n›n tip IIIA

SCCmec içerdi¤i görülmüfltür.

Ko ve ark (16) çal›flmas›ndaki Tip III SCCmec içeren sufllar di¤er

antibiyotik duyarl›l›klar› aç›s›ndan irdelenmifl, genellikle, penisilin,

siprofloksasin, levofloksasin, klaritromisin, sefuroksim, gentamisin, amoksilin-

klavulonik asite dirençli, trimetoprim-sülfometaksazole duyarl› olarak

saptanm›flt›r.

 

Tablo-1: Ko ve ark. saptad›¤› antibiyotik duyarl›l›klar› (16)

‹zole

edilen

ülke,  sufl

Ox-

M‹K

(mg/L)

Antibiyograma

SCC

mec

tipi

PEN CIP LEV CLA CFX SXT GEN AMXC

Çin

Ch B82

256 R R R R R S R R III

Ch B87 256 R R R R R S R R III

Ch S75 512 R R R R R S R R III

Hindistan

I 127

128 R R I R R R R R III

Singapur

SI 56

128 R R R R R R R R III

Tayland

Th 106

512 R R R R S S R R III

aPEN, penisilin; CIP, siprofloksasin; LEV, levofloksasin; CLA, klaritromisin; CFX,sefuroksim,
SXT, trimetoprim-sülfometaksazol; GEN, gentamisin; AMXC, amoksisilin-klavulonat

Arakere ve ark. (52) benzer flekilde yapt›klar› çal›flmada, sufllar›n

metisilin d›fl›ndaki antibiyotik duyarl›l›klar›n› da irdelemifl ve tüm sufllar›n

penisilin, eritromisin, gentamisin, tetrasikline dirençli oldu¤unu saptam›flt›r.
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MRSA izolatlar›n›n çoklu antibiyotik dirençleri nedeniyle, tedavide

yaratt›klar› sorunlar giderek artmaktad›r. Metisilin direnci grup direncini temsil

etti¤i için, MRSA ve MRSE izolatlar›nda tek tedavi seçene¤i glikopeptidler

olmaktad›r. Glikopeptidlerin yayg›nlaflan kullan›mlar›, duyarl›l›¤› azalm›fl sufllar

(GISA) ve enterokoklarda glikopeptid direncini gündeme getirmifltir

(5,8,13,17). Hem glikopeptidlerin gereksiz kullan›m›ndan kaç›nmak hem de

hastaya en k›sa zamanda en etkili tedaviyi verebilmek için metisilin/oksasilin

duyarl›l›¤›n›n h›zl› ve do¤ru olarak tan›mlanmas› gerekmektedir (5,14).

Çal›flmam›z›n amac›; stafilokoklarda konvansiyonel yöntemlerle

saptanan metisilin direncinin, moleküler yöntemler ile araflt›r›larak sonuçlar›n

karfl›laflt›r›lmas›, metisilin/oksasilin duyarl›l›¤›n› saptamak için laboratuar›m›za

en uygun olan yöntemi belirlemek ve mec gen tiplerini belirleyerek literatüre

katk›da bulunmakt›r.
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GEREÇ VE YÖNTEM

Uluda¤ Üniversitesi Sa¤l›k Uygulama ve Araflt›rma Merkezi’nin (SUAM)

de¤iflik kliniklerinden Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastal›klar› Anabilim Dal›

Bakteriyoloji Laboratuvar›’na gelen kan kültür örneklerinden 1998-2005 y›llar›

aras›nda izole ve idantifiye edilen 100 adet metisiline dirençli S aureus ve

2004-2005 y›llar› aras›nda izole edilen 100 adet koagülaz negatif stafilokok

(KNS) suflu çal›flmaya al›nd›.

Bakteri sufllar›n›n izolasyon, idantifikasyon ve antibiyogram›: Uluda¤

Üniversitesi T›p Fakültesi Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastal›klar› Anabilim

Dal› Bakteriyoloji Laboratuvar›’nda BACTEC 240 Hemokültür sisteminde

(Becton Dickinson Company Sparks, USA (BD)) izole edilen gram pozitif kok

morfolojisinde ve katalaz pozitif bakterilere lam koagülaz testi uyguland›.

1998-2003 tarihleri aras›nda Sceptor bakteri tan› ve antibiyogram sisteminde

(BD) tan›mlanan 42 ve 2003 tarihinden itibaren Phoenix bakteri tan› ve

antibiyogram sisteminde (BD) idantifikasyonu yap›lan 58 S aureus suflu ile

2004-2005 aras›nda Phoenix bakteri tan› ve antibiyogram sisteminde (BD)

idantifikasyonlar› yap›lan 100 koagülaz negatif stafilokok (KNS) suflu

çal›flmaya al›nd›. Tüm sufllar çal›flmada kullan›lmak üzere, Mikrobank

(Cryobank mixed, Mast Group Ltd. Merseyside, UK) saklama tüpünde -

20oC’de sakland›. Çal›flma öncesi; 1998-2003 y›llar› aras›nda saklanm›fl olan

sufllar, standard› sa¤lamak için Phoenix bakteri tan› ve antibiyogram

sisteminde (BD)  tekrar çal›fl›larak MRSA olarak do¤ruland›.

Besiyerleri: %5 Koyun Kanl› Columbia Agar (BD) ve Muller Hinton II

Agar (BD) haz›r besiyerleri kullan›ld›.
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Tüp Koagülaz Yöntemi: Çal›flman›n ilk aflamas›nda tüm sufllara tüp

koagülaz testi uyguland›. Kanl› agarda 18 saatlik inkübasyondan sonra 2-3

koloni al›narak 0,5 mL insan plazmas› içeren tüplere aktar›ld›. Sonuçlar› 4. ve

24. saat olmak üzere iki kez de¤erlendirildi. Negatif sonuçlar tavflan plazmas›

kullan›larak tekrarland› (14,19). Tüp koagülaz testinde pozitif kontrol olarak S

aureus ATCC-25923 (S aureus spp. aureus) suflu,  negatif kontrolü için S

epidermidis ATCC-12228 (S epidermidis) sufllar› kullan›ld›.

S aureus ve KNS olarak belirlenen sufllar›n hepsi ilk tan› ile uyumlu

olarak saptand›.

‹dantifikasyon ifllemleri tamamlanan ve çal›flmaya al›nan 200 suflun

hepsi tek koloni pasaj yap›larak moleküler çal›flmada kullan›lmak üzere

yeniden mikrobanka pasaj edilerek -20°C’da sakland›.

Duyarl›l›k Testleri: Antibiyotik duyarl›l›k testlerinin yap›labilmesi için

Mueller Hinton II Agar (BD) besiyerleri kullan›ld›.

Disk difüzyon testi: Bakteri suflu, %5 Koyun Kanl› Columbia agar’da

(BD) 18-24 saatlik inkübasyondan sonra steril serum fizyolojik ile 0.5 Mc

Farland (108 CFU/mL) bulan›kl›kta olacak flekilde süspansiyonu haz›rlanarak

Mueller Hinton II Agar (BD) yüzeyine pamuklu steril çubuk ile sürüldü.

Haz›rlanan plaklara 1 µg oksasilin diski (BD)  ve 30 µg sefoksitin diski (BD)

yerlefltirildi. 350C’de 24 saat inkübasyondan sonra de¤erlendirme yap›ld›

(19,27,28,38,46,53). De¤erlendirmede NCCLS/CLSI taraf›ndan önerilen

duyarl›l›k s›n›rlar› kullan›ld›.

E test: %5 koyun kanl› Columbia agar (BD) besiyerinde 18-24 saatlik

üremeden steril serum fizyolojik ile 0.5 Mc Farland (108 CFU/mL) bulan›kl›kta

olacak flekilde süspansiyon haz›rlanarak Mueller Hinton II Agar (BD) yüzeyine

pamuklu steril çubuk ile sürüldü. Oksasilin ve sefoksitin E test stripleri (AB
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Biodisk Sonia, Sweden) üretici firman›n önerileri do¤rultusunda yerlefltirildi.

35°C’de 24 saat inkübasyondan sonra de¤erlendirildi (19,25,28,46,53,54,55).

S aureus’larda CLSI taraf›ndan önerilen duyarl›l›k s›n›rlar›;

.                        Disk difüzyon                             E testi                                              .

                        S            I           R                S         I           R

Oksasilin        13      11-12       10            2         -        4

Sefoksitin      20           -           19           8         16      32

KNS’larda CLSI taraf›ndan önerilen duyarl›l›k s›n›rlar›;

                        Disk difüzyon                             E testi                                              .

                        S            I           R                S         I           R

Oksasilin       18           -           17           0.25     -       0.5

Sefoksitin      25           -          24      

Moleküler Yöntem

DNA Ekstraksiyonu: Tüm sufllar %5 koyun kanl› Columbia agarda (BD)

18-24 saatlik inkübasyondan sonra 3-4 koloni al›narak 250 µL didistile su

içeren mikrosantrifüj tüpü içerisinde süspanse edildi. Bakteri süspansiyonlar›  -

80°C’de donduruldu. En az 24 saat -80°C’de tutuldu. Amplifikasyon yap›laca¤›

gün ç›kart›larak iyice çözünmesi sa¤land›. Vortekslenerek homojen hale

getirildi. Ard›ndan thermalcycler cihaz›nda (T3 thermocycler Biometra,

Germany) 990C’de 10 dakika kaynat›ld›. So¤utmal› santrifüjde (HERMLE

Z233MK-2, Germany) 11000 g devirde 3 dakika santrifüj edildi. Oluflan

süpernatandan 20 µL volüm PCR çal›flmalar›nda DNA kayna¤› olarak

kullan›ld› (37,38,51,56-58).
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Primerler: Oliveira ve ark. (16,39,48,51,52) taraf›ndan kullan›lan

primerler ticari olarak sentez ettirildi.

Primer               5’ – 3’ oligonükleotidler                                       Lokalizasyonu

CIF2 F2          TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG                        18398-18419

CIF2 R2         ATTTACCACAAGGACTACCAGC                         18892-18871

KDP F1         AATCATCTGCCATTGGTGATGC                          10445-10467

KDP R1        CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG                          10728-10707

MECI P2       ATCAAGACTTGCATTCAGGC                                42428-42447

MECI P3       GCGGTTTCAATTCACTTGTC                                42636-42617

DCS F2         CATCCTATGATAGCTTGGTC                                38011-37992

DCS R1         CTAAATCATAGCCATGACCG                               37670-37689

RIF4 F3         GTGATTGTTCGAGATATGTGG                             45587-45607

RIF4 R9        CGCTTTATCTGTATCTATCGC                              45829-45809

RIF5 F16       TTCTTAAGTACACGCTGAATCG                          59573-59594

RIF5 R13       GTCACAGTAATTCCATCAATGC                          59986-59965

IS431 P4        CAGGTCTCTTCAGATCTACG                              49963-49982

pUB116 R1   GAGCCATAAACACCAATAGCC                            50343-50323

IS431 P4       CAGGTCTCTTCAGATCTACG                               29654-29673

pT181 R1      GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC                           29976-29956

MECA P4     TCCAGATTACAACTTCACCAGG                             1190-1211

MECA P7     CCACTTCATATCTTGTAACG                                   1351-1332
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PCR Amplifikasyonu:  DNA amplifikasyonlar›, DNA thermalcycler’da

üretici firman›n önerileri do¤rultusunda yap›ld›. Kullan›lan primerlerin guanin-

sitozin oran› ve amplifiye edilecek bölgenin büyüklü¤üne göre flu parametreler

kullan›ld› (16,51,52).

Denaturation 940C – 30 saniye

Annealing 530C – 30 saniye

Extension 720C – 1 dakika

Postextension 720C – 4 dakika

Amplifikasyon program› toplam 30 siklus yap›ld›. Bu süre sonunda

amplifiye olan örneklerden 10  µL volum 5 µL elektroforez tamponu ile

kar›flt›r›ld› ve agaroz jel elektroforezinde yürütüldü.

Agaroz Jel Elektroforez: % 2’lik olarak 1xTBE ile agarozdan haz›rland›.

Dökülmeden hemen önce 10 µL etidyum bromid ile renklendirildi. Örnekler

100 voltda 60 dakika yürütüldü. Sonuçlar uygun bir DNA marker (pUC Mix

Marker, 8, Fermantas, Germany) kullan›larak de¤erlendirildi. Jeldeki sonuçlar

ultraviole masas›nda (B‹O-RAD UV transilluminator, 2000, USA) ve

BioDocAnalyze (Biometra, Germany) ile de¤erlendirildi.
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BULGULAR

Bakteriyoloji Laboratuvar› rutin ifllemleri ile metisiline dirençli bulunan

100 S aureus ve 100 KNS suflunun çal›flma verileri Ek 1 ve 2’de sunulmufltur.

Oksasilin ve sefoksitin disk difüzyonu ile E test sonuçlar› tablo 2. de

sunulmufltur. En büyük uyumsuzluk KNS sufllar›nda sefoksitin E test ve disk

difüzyon verilerinde gözlenmektedir.

Tablo-2:  Phoenix sistemi ile fenotipik yöntemlerin uyumu

Oksasilin Sefoksitin

Disk Difüzyon E test Disk difüzyon E test

R I S R I S R I S R I S

S aureus 97 2 1 97 - 3 98 - 2 97 1 2

KNS 97 - 3 97 - 3 94 - 6 82 6 12

Moleküler çal›flma sonucunda 2 S aureus ve 6 KNS suflunda mecA

geni saptanamam›flt›r (Tablo 3).

Tablo-3: S aureus  ve KNS sufllar›nda mecA geni

MecA

+ -

S aureus 98 2

KNS 94 6
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mecA geni saptanamayan sufllar, konvansiyonel yöntemlerle

duyarl›klar› aç›s›ndan irdelenerek tablo 4’te sunulmufltur.

Tablo-4: mecA geni saptanamayan stafilokok sufllar›n›n konvansiyonel
yöntemlerle duyarl›l›k sonuçlar›

Sufl no ve türü Oksasilin DD Oksasilin E test Sefoksitin DD Sefoksitin E test

54  S aureus Orta duyarl› Duyarl› Duyarl› Duyarl›

71  S aureus Duyarl› Duyarl› Duyarl› Duyarl›

104  KNS Dirençli Dirençli Duyarl› Duyarl›

120  KNS Duyarl› Duyarl› Duyarl› Duyarl›

122  KNS Duyarl› Duyarl› Duyarl› Duyarl›

153  KNS Duyarl› Duyarl› Duyarl› Duyarl›

188  KNS Dirençli Dirençli Duyarl› Duyarl›

197  KNS Dirençli Dirençli Duyarl› Duyarl›

mecA geni saptanm›fl olmakla birlikte 2 S aureus ve 11 KNS suflunda

konvansiyonel yöntemlerin baz›lar›yla farkl› duyarl›l›k sonuçlar› saptanm›fl,

veriler tablo 5’te sunulmufltur. Buna göre, bir S aureus suflunda oksasilin disk

difüzyon ve E test sonucu, di¤er S aureus suflunda sefoksitin E test sonucu

uyumsuz olarak bulunmuflken, KNS’larda sefoksitin E test sonuçlar›n›n

genellikle uyumsuz oldu¤u görülmüfltür.
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Tablo-5: mecA geni içermelerine karfl›n konvansiyonel yöntemlerle farkl›
duyarl›l›k sonuçlar› saptanan sufllara ait veriler

Sufl no ve türü Oksasilin DD Oksasilin E testi Sefoksitin DD Sefoksitin E testi

86  S aureus Orta duyarl› Duyarl› Dirençli Dirençli

87  S aureus Dirençli Dirençli Dirençli Orta duyarl›

106  KNS Dirençli Dirençli Dirençli Orta duyarl›

116  KNS Dirençli Dirençli Dirençli Duyarl›

119  KNS Dirençli Dirençli Dirençli Orta duyarl›

121  KNS Dirençli Dirençli Dirençli Orta duyarl›

124  KNS Dirençli Dirençli Dirençli Duyarl›

136  KNS Dirençli Dirençli Dirençli Duyarl›

141  KNS Dirençli Dirençli Dirençli Orta duyarl›

162  KNS Dirençli Dirençli Dirençli Duyarl›

171  KNS Dirençli Dirençli Dirençli Duyarl›

182  KNS Dirençli Dirençli Dirençli Orta duyarl›

183  KNS Dirençli Dirençli Dirençli Duyarl›

Metisilin direncini saptamada alt›n standart olarak kabul edilen mecA

geni varl›¤› ile KNS sufllar›n›n oksasilin, sefoksitin disk difüzyonu ve E test

sonuçlar›n›n uyumu istatistiksel olarak incelenerek tablo 6. da sunulmufltur. S

aureus  sufllar›nda 4 konvansiyonel testin tamam› mecA ile uyumlu

bulunmufltur.

Tablo-6: KNS sufllar›nda oksasilin ve sefoksitin test uyumu

                                                 Oksasilin                                       Sefoksitin

Disk difüzyon E test Disk difüzyon E test

McNemar sonuçlar› 0.250 0.250 1.000 0.031*

* p<0.05 ise anlaml›d›r
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S aureus ve KNS sufllar›n›n oksasilin ve sefoksitin disk difüzyon ile E

test sonuçlar›n›n duyarl›l›k ve özgüllükleri tablo 7. de sunulmufltur.

Tablo-7: S aureus ve KNS sufllar›nda oksasilin ve sefoksitin için disk difüzyon ve E
testlerinin duyarl›l›¤› ile özgüllü¤ü

Oksasilin Sefoksitin

Disk Difüzyon E test Disk Difüzyon E test

duyarl›l›k özgüllük duyarl›l›k özgüllük Duyarl›l›k özgüllük duyarl›l›k Özgüllük

KNS 100 50 100 50 100 100

S aureus 98.97 100 98.97 100 100 100 100 100

mecA ile sefoksitin E testi karfl›laflt›r›ld›¤›nda, fazla say›da orta duyarl›

sufl oldu¤undan sonuçlar›n etkilendi¤i gözlendi. O nedenle orta duyarl› sufllar

dirençli veya duyarl› kabul edilerek ya da analiz d›fl› b›rak›larak duyarl›l›k ve

özgüllükleri hesapland›. Buna göre;

a)  Orta duyarl› sufllar dirençli kabul edildi¤inde; duyarl›l›k: % 95.74,

özgüllük: % 100 olarak bulundu, McNemar testine göre anlaml› de¤ildi

(p=0.125).

b) Orta duyarl› sufllar duyarl› kabul edildi¤inde; duyarl›l›k: % 89.36,

özgüllük: % 100 olarak saptand›, McNemar testine göre anlaml› idi (p=0,002).

Yanl›fl negatif say›s›n›n fazla olmas› nedeniyle bu sonuç elde edildi.

c) Orta duyarl› sufllar analizden ç›kart›ld›¤›nda; duyarl›l›k: % 95.45,

özgüllük: % 100 olarak bulundu, McNemar testine göre anlaml› de¤ildi (p=

0.125).

MRSA sufllar› multiplex PCR ile Oliveira ve ark. taraf›ndan kullan›lan

primerler ile SCCmec yap›lar›na göre tiplendirildi. 93 MRSA suflunda 209,

243, 303, 414 bp bantlar olufltu (flekil 8). MRSA sufllar›ndan 2’sinde mecA

geni saptanamazken, 5 MRSA suflunda ise (sufl no; 85, 86, 87, 91, 95) mecA

geni varolmas›na karfl›n moleküler tiplendirme yap›lamad› (flekil 9).
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                Size marker  1          2           3          4         5           6        7          8          9     10     Size marker

             

fiekil-8:  S aureus sufllar›nda multiplex PCR sonuçlar›

fiekil-9: mecA saptanmas›na karfl›n tiplendirilemeyen sufllar

Tip III SCCmec tafl›yan S aureus sufllar›nda olas› antibiyotik dirençleri

aç›s›ndan, Phoenix tan› sistemi ile saptanan penisilin G, siprofloksasin,

ofloksasin, eritromisin, gentamisin, trimetoprim-sülfometaksazol ve

amoksisilin-klavulanat % direnç oranlar› Tablo 8’de sunulmufltur.

1116
883
692

 561
 489

464

331

242
196

147
116

414

303

243

209

162
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Tablo-8: S aureus sufllar›n›n Phoenix tan› sistemi ile saptanan antibiyotik direnç

oranlar›

Dirençli (%)

Penisilin G 100

Siprofloksasin 96

Ofloksasin 96

Eritromisin 81

Trimetoprim-Sülfometaksazol 1

Gentamisin 95

Amoksisilin-klavulanat* 100

* toplam 68 suflda amoksisilin-klavulanat duyarl›l›¤› çal›fl›ld›, hepsinde dirençli olarak saptand›.

KNS’larda, Oliveira ve ark. (51) taraf›ndan kullan›lan primerler ile

Multiplex PCR sonras› oluflan bantlar incelenmifl ve flekil 10’da sunulmufltur.

Benzer genomik yap›daki KNS’ler

         

fiekil-10:  KNS’larda multiplex PCR ile elde edilen görüntü

196
       162-mecA
147
116
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TARTIfiMA VE SONUÇ

S aureus son yar›m yüzy›l içinde, spektrumunda yer alan hemen tüm

antibakteriyel ajana karfl› direnç gelifltirmifltir. Penisilinin yayg›n olarak

kullan›m›n›n ard›ndan 1944 y›l›nda penisilin direnci, metisilin kullan›m›ndan bir

y›l sonra da metisiline direnç tan›mlanm›flt›r (6-8). Metisiline dirençli S aureus

(MRSA) sufllar› pratik olarak tüm _-laktam antibiyotiklere dirençli olarak kabul

edilmekte, bu durum beraberinde tedavi zorluklar› getirmektedir (5-12,21).

Metisiline dirençli stafilokoklar s›kl›kla eritromisin, klindamisin, kloramfenikol,

tetrasiklin, gentamisin gibi de¤iflik antibakteriyel ajana da dirençlidir. Bu direnç

profili nedeniyle glikopeptid antibiyotikler, tedavide tek seçenek olarak

karfl›m›za ç›kmaktad›r. Vankomisin 1958 y›l›nda gram-pozitif bakteri

enfeksiyonlar›n›n tedavisi için klinik kullan›ma girmifl, metisilin direncine

paralel olarak tüm dünyada vankomisin kullan›m› da belirgin ölçüde artm›flt›r.

Bunun sonucunda geliflen vankomisin direnci, önce 1959 ve 1983 y›llar›nda

klinik örneklerden izole edilen iki KNS türünde gösterilmifl, 1997 y›l›nda da

Japonya’da vankomisin duyarl›l›¤› azalm›fl ilk S aureus suflu bildirilmifltir. Bu

ilk bildirimi di¤er ülkelerden gelen bildirimler izlemifltir(14).

Metisilin direncini saptamada MecA geninin gösterilmesi alt›n standart

olarak kabul edilmektedir. Ancak rutin uygulamada, yak›n zamana kadar

oksasilin duyarl›l›¤›n› belirleyen testler referans yöntem olarak kullan›lm›flt›r.

Son y›llarda, sefoksitinin metisilin duyarl›l›¤›n› belirlemede alternatif olarak

kullan›labilece¤i yönünde çal›flmalar bulunmaktad›r. Sefoksitinin, özellikle

heterojen dirençli sufllar›n saptanmas›nda mecR1 için daha iyi ve h›zl› bir

indükleyici oldu¤u düflünülmekte, bu nedenle kullan›lmas› önerilmektedir

(19,27-29,59,60).

S aureus için sefoksitin disk testi, Clinical and Laboratory Standards

Instuitute (CLSI/NCCLS) 2005 klavuzunda oksasilin ile duyarl›l›k ve özgüllük
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yönünden eflde¤er olarak gösterilmektedir. KNS sufllar›nda ise sefoksitin disk

difüzyon testinin, oksasilin M‹K testlerine göre ayn› duyarl›l›kta, buna karfl›n

daha yüksek özgüllükte oldu¤u ifade edilmekte, sefoksitin disk difüzyon

testinin oksasiline duyarl› sufllar› tan›mlamada oksasilin M‹K testinden daha

do¤ru sonuç verdi¤i bildirilmektedir (19,27,28,60).

Çal›flmam›zda yer alan 100 S aureus ve 100 KNS suflunun metisilin

duyarl›l›¤› moleküler ve konvansiyonel yöntemler ile araflt›r›ld›. Phoenix

otomatize tan› sisteminde metisiline dirençli sufllar seçilerek çal›flmaya al›nm›fl

olmakla beraber, baz› farkl› sonuçlar elde edildi (tablo 2-5). Sistem direnç

belirlemede oksasilin ve sefoksitin M‹K de¤erlerine göre CLSI önerilerini göz

önüne alarak kural iflletmekte ve sonuç yorumu yapmaktad›r. Özellikle

KNS’da M‹K s›n›r de¤erleri düflürülerek yanl›fl negatifliklerin önüne geçilmeye

çal›fl›lmaktad›r. mecA negatif sufllarda, fenotipik olarak dirençli bulunan

sufllar›n afl›r› ß-laktamaz yap›m›, metisilini inaktive eden enzimlerin varl›¤›,

PBP2a d›fl›nda penisilin ba¤layan proteinlerin bulunmas› gibi farkl›

mekanizmalar ile aç›klanabilece¤i ifade edilmektedir (29,61,62). Ayr›ca

otomatize sistemler ile yanl›fl negatif sonuçlara rastlanmad›¤›, düflük oranda

da olsa yanl›fl pozitif sonuçlar›n elde edilebilece¤i, çeflitli çal›flmalarda

gösterilmifltir (19,63).

Çal›flmam›zda, oksasilin ve sefoksitin disk difüzyon ve E test

sonuçlar›n›n, metisilin direncini saptamada alt›n standart olarak kabul edilen

mecA geni varl›¤› ile uyumu istatistiksel olarak incelendi¤inde, S aureus

sufllar›nda dört konvansiyonel testin tamam› uyumlu bulundu. KNS’lar›n

cefoksitin E testi d›fl›ndaki testleri de mecA ile uyumlu idi. Ancak, cefoksitin E

testi sonuçlar› mecA ile uyumlu de¤ildi ve bu durum istatistiksel olarak anlaml›

bulundu (tablo 6). Bu testlere ait duyarl›l›k ve özgüllükler incelendi¤inde

(tablo7), S aureus’da sefoksitin disk difüzyon ve E testi, duyarl›l›k ve özgüllük

aç›s›ndan yüksek, oksasilin için özgüllük ayn›, duyarl›l›¤›n ise daha düflük

oldu¤u gözlendi. KNS’da ise, sefoksitin disk difüzyon ile saptanan duyarl›l›¤›n
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oksasiline eflde¤er oldu¤u, sefoksitin özgüllü¤ünün ise daha yüksek oldu¤u

görüldü. Sefoksitin E test ise, orta duyarl› sufllar›n fazla olmas› nedeniyle

mecA ile uyumlu bulunmad›. Swenson ve ark. (27) KNS ve S aureus

sufllar›nda oksasilin ve sefoksitin için disk difüzyon ve E testi ile duyarl›l›klar›

araflt›rm›fl, testlerin duyarl›l›k ve özgüllük oranlar›; S aureus için; disk difüzyon

ile oksasilin duyarl›l›¤› % 98, özgüllü¤ü % 99, E test ile oksasilin duyarl›l›¤› %

98, özgüllü¤ü % 100, disk difüzyon ile sefoksitin duyarl›l›¤› % 98, özgüllü¤ü %

100, E test ile oksasilin duyarl›l›¤› % 99, özgüllü¤ü % 99 olarak; KNS sufllar›

için disk difüzyon ile oksasilin duyarl›l›¤› % 99, özgüllü¤ü % 89, E test ile

oksasilin duyarl›l›¤› % 98, özgüllü¤ü % 91, disk difüzyon ile sefoksitin

duyarl›l›¤› % 99, özgüllü¤ü % 97, E test ile sefoksitin duyarl›l›¤› % 98,

özgüllü¤ü % 97 olarak saptanm›flt›r. Boubaker ve ark. (47) metisilin direncinin

rutin saptanmas›nda sefoksitin disk difüzyon testini de¤erlendirmeyi

amaçlad›klar› bir çal›flmada, 115 MRSA ve 350 metisiline duyarl› S aureus

(MSSA) suflunda metisilin direncinin saptanmas›nda oksasilin ve sefoksitin

disk difüzyon testini kullanm›fl, referans yöntem olarak mecA geni

gösterilmifltir. Bu çal›flmada; disk difüzyon ile oksasilin duyarl›l›¤› % 90.4,

özgüllü¤ü % 99.1, disk difüzyon ile sefoksitin duyarl›l›¤› % 96.5, özgüllü¤ü %

100 olarak saptanm›flt›r. Bizim çal›flmam›zla karfl›laflt›r›ld›¤›nda sonuçlar›n

benzer oldu¤u gözlenmektedir. Ancak bizim bulgular›m›zda, KNS’larda

sefoksitin E testinde orta duyarl› sufllar›m›z›n fazla olmas› nedeniyle duyarl›l›k

ve özgüllükleri hesaplanamam›fl, farkl› olas›l›klar göz önüne al›narak

irdelenmifl, orta duyarl› sufllar duyarl› kabul edilecek olursa istatistiksel olarak

anlaml› bulunurken, analiz d›fl› b›rak›ld›¤› veya dirençli kabul edildi¤inde

istatistiksel olarak anlaml› bulunmam›flt›r. Bu konuda yap›lan çeflitli

çal›flmalarda sefoksitin disk difüzyon testinin oksasiline alternatif olabilece¤i

(27,47,64,65), baz› çal›flmalarda ise daha büyük serilerin çal›fl›larak

irdelenmesi gerekti¤i belirtilmektedir (60,64). KNS’larda cefoksitin E testinin

duyarl›l›k s›n›rlar›n›n daha fazla sufl ile yap›lan çal›flmalarla gelifltirilmesi

gerekece¤i görüflünü bizim bulgular›m›z da desteklemektedir.
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Stafilokoklardan penisilinaz› afl›r› üreten sufllarda disk difüzyon

testlerinde küçük bir inhibisyon zonu oluflabilece¤i ya da hiç zon

oluflturmayaca¤› bildirilmektedir. mecA arac›l›¤›yla oluflan direnç PCR veya

lateks testleri ile do¤rulanabilir. Baz› afl›r› penisilinaz üreten sufllar özellikle

oksasilin disk difüzyonu ile zon oluflturmazlar ve bu durum onlar›n yanl›fll›kla

MRSA olarak tan›mlanmalar›na neden olur. Ancak sefoksitin ile yap›lan

testlerin penisilinaz› afl›r› üreten sufllardan ayn› flekilde etkilenmedi¤i

gözlenmifltir (19). Bizim çal›flmam›zdaki 54 no’lu (S aureus) suflumuzun mecA

geni tafl›mamas›na ra¤men oksasilin diski ile orta duyarl› bulunmas› (zon çap›

12 mm) afl›r› penisilinaz üretmesiyle iliflkili olabilir (Tablo 4).

Metisilin direncinin saptanmas›nda CLSI-2005 klavuzunda; mecA ve

mecA’n›n kodlad›¤› PBP2a’n›n saptanmas›n›n, metisiline direncin belirlenmesi

için kesin yöntemler oldu¤u belirtilmekte, a¤›r enfeksiyonlarda izole edilen

stafilokok sufllar›nda disk difüzyon testi sonuçlar›n›n do¤rulanmas› için

kullan›labilece¤i ifade edilmektedir. mecA genini tafl›yan stafilokoklar

metisiline dirençli olarak, mecA geni içermeyen veya PBP2a sentezlemeyen

izolatlar metisiline duyarl› olarak bildirilmeli, mecA d›fl›ndaki baz› ender direnç

mekanizmalar›n›n da bulunmas› nedeniyle, disk difüzyon testiyle birlikte M‹K

testleri yap›lm›flsa, oksasilin M‹K’leri  4 µg/mL olup, mecA veya PBP2a

negatif izolatlar›n oksasiline dirençli olarak bildirilmesi önerilmektedir (28).

mecA geninin gösterilmesinde PCR alt›n standart yöntemdir

(4,12,66,67). Birden fazla primerin birlikte tek tüp içinde kullan›lmas›na olanak

sa¤layan multipleks PCR yöntemi, 1988 y›l›nda Chamberlain ve ark. (70)

taraf›ndan gelifltirilmifltir. Bu teknik, MRSA’lar› spesifik olarak tan›mlamak, S

aureus ve KNS’larda metisilin direncini ortaya koymak, baz› direnç

determinantlar› ile stafilokoksik toksinleri göstermek amac›yla

kullan›labilmektedir (51,57,68-70).
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Metisilin duyarl› S aureus’un, stafilokokal kaset kromozom mec

(SCCmec) olarak bilinen genifl bir genetik element kazanmas› ile MRSA

do¤mufltur. SCCmec, S aureus’un replikasyon merkezine yak›n bir bölgede

MRSA kromozomuna integre olmufl 21-67 kb’l›k bir DNA parças›d›r (6,9).

SCCmec’in replikasyon merkezine yak›n bir bölgede yerleflmesi, antibiyotik

direnç genlerini çabuk almas›n› sa¤layarak bakteriye önemli bir avantaj

kazand›rmaktad›r (6,12,14). SCCmec olarak adland›r›lan bu genomik

adac›klarda, mecA geninin yan› s›ra di¤er antimikrobiyal ajanlara dirençten

sorumlu genler, insersiyon sekanslar› da yer al›r. Günümüzde 21-67 kb

a¤›rl›¤›nda tan›mlanm›fl Tip I, II, III, IV olarak ifade edilen dört farkl› SCCmec

eleman› vard›r. SCCmec tipleri; içerdikleri s›n›f mec gen kompleksi ve ccr gen

kompleksine göre düzenlenir (6,7,10,11,14,30-32).

Ito ve ark. (34,35) taraf›ndan yap›lan çal›flmalarda SCCmec olarak

refere edilen 3 major mec elementinin tüm yap›s› gösterilmifltir. ‹ngiltere’de

1961 y›l›nda izole edilen ilk MRSA (NCTC 10442) suflunun tip I, Japonya’da

1982 y›l›nda izole edilen MRSA (N 315) suflunun tip II, Yeni Zelanda’da 1985

y›l›nda izole edilen MRSA (85/2082) suflunun ise tip III SCCmec içerdi¤i ve

yap›lar› ayr›nt›l› bir flekilde ortaya konmufltur (34,35). 1990’l› y›llar›n sonlar›na

do¤ru izole edilmeye bafllanan toplum kökenli MRSA sufllar›n›n tip IV

SCCmec içerdi¤i görülmüfltür (36). Tip IV SCCmec sufllar›n mecA d›fl›nda

direnç geni içermedi¤i, yap›sal olarak di¤er tiplerden daha küçük oldu¤u

saptanm›flt›r (11,38-43).

Oliveira ve ark. (51) daha önce genetik yap›lar› multilocus sequence

typing (MLST) ile ortaya konmufl, farkl› kökenlerden gelen 28 MRSA suflunun

mec elementlerinin yap›s› multipleks PCR yöntemiyle çal›flm›fllard›r.

Multipleks PCR yönteminin, MRSA izolatlar›n›n mec elementlerinin yap›sal

tiplendirmesinde h›zl› bir yöntem oldu¤u ifade edilmektedir (42,43,51).

Çal›flmam›zda SCCmec tiplerini belirlemek amac› ile Oliveira ve ark.

taraf›ndan önerilen primerleri kulland›k. mecA geni saptanan 98 MRSA
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suflundan 93 tanesinde 209, 243, 303, 414 bp bantlar›n olufltu¤unu, bu

bantlar›n Oliveira ve ark.’n›n (51) s›n›flamas›na göre tip III SCCmec’i temsil

etti¤ini saptad›k (fiekil 8, 9).

Ko ve ark. (16) taraf›ndan yap›lan çal›flmada 12 Asya ülkesinden

toplanan 74 MRSA suflu MLST ve multipleks PCR yöntemleriyle irdelenmifl,

multipleks PCR’da Oliveira ve ark.n›n (51) çal›flmas›nda kullan›lan primerler

kullan›lm›flt›r. Asya bölgesinde izole edilen MRSA sufllar›nda 2 major genotip

saptanm›fl, MLST ile saptanan genotiplerin da¤›l›m›n›n izole edildi¤i ülkeyle

ba¤lant›l› olarak de¤iflti¤i görülmüfltür. Kore ve Japoya’da CC5; Çin,

Hindistan, Endonezya, Filipinler, Suudi Arabistan, Singapur, Sri Lanka,

Tayvan, Tayland ve Vietnam’› içeren di¤er Asya ülkelerinde ise CC239

genotipleri saptanm›flt›r. Multipleks PCR ile de Kore ve Japonya’dan izole

edilen sufllar›n ço¤unun SCCmec tip II, di¤er Asya ülkelerinden izole edilen

sufllar›n ise SCCmec tip III veya IIIA oldu¤u görülmüfltür. Arakere ve ark. (52)

taraf›ndan yap›lan çal›flmada Hindistan’da iki farkl› hastanede izole edilmifl

toplam 82 MRSA suflu kullan›larak multipleks PCR ile SCCmec tipleri

irdelenmifltir. Sufllardan 49‘unun tip III SCCmec, 26’s›n›n tip IIIA SCCmec

içerdi¤i görülmüfltür. Her iki çal›flmada elde edilen bulgular, bizim sonuçlar›m›z

ile benzerlik göstermektedir. Chung ve ark. (71) taraf›ndan Florida-Amerika’da

yap›lan bir çal›flmada, 202 MRSA suflu MLST, PFGE ile epidemiyolojik olarak

de¤erlendirilmifl ve Oliveira ve ark.n›n (51) çal›flmas›nda kullan›lan primerler

ile multiplex PCR yöntemiyle SCCmec tipleri  araflt›r›lm›flt›r. Florida’n›n iki

hastanesinden toplanan sufllarda a¤›rl›kl› olarak tip II (n=107), yan› s›ra daha

az say›larda tip I (n=5), III (n=2), IIIA (n=1) ve IV (n=73) SCCmec saptanm›fl, 4

suflda ise tiplendirme yap›lamam›flt›r. Bu çal›flmada bizim çal›flmam›zdan farkl›

olarak tüm SCCmec tipleri saptanm›fl ve tip IV SCCmec içeren sufllar›n say›s›

dikkat çekici olarak fazla bulunmufltur. Tip II SCCmec’in a¤›rl›kl› olarak

görülmesi,  bizim çal›flmam›za göre bir di¤er fark olarak karfl›m›za ç›kt›.

Yunanistan’da Sousa ve ark. (72) taraf›ndan yap›lan bir di¤er çal›flmada ayn›

hastanede izole edilen 118 MRSA suflunda MLST ve multiplex PCR ile



46

SCCmec tipleri araflt›r›lm›fl. Toplanan 118 suflda tip III (n=30), tip IIIA (n=41)

ve tip IV (n=46) SCCmec saptanm›fl. Bu çal›flmada bizim sufllar›m›zdan farkl›

olarak, sadece kan izolatlar› de¤il, katater iliflkili enfeksiyonlar ve yara

örneklerinden izole edilen sufllar ile toplum kökenli MRSA kullan›lm›fl, hastane

kökenli MRSA izolatlarda bizim çal›flmam›zda da saptanm›fl olan tip III

SCCmec varl›¤› gösterilmifltir. Co¤rafi   olarak birbirine çok yak›n iki ülkedeki

sufllar›n ayn› klondan köken alm›fl olabilece¤ini düflündürmektedir. Ko ve ark.

(16) ile Arakere ve ark. (52) yapt›¤› çal›flmalarda da genellikle bir ülkede ayn›

tip SCCmec saptand›¤› görülmüfltür. Çal›flmam›zda ayn› tip SCCmec içeren

MRSA’lar›n saptanm›fl olmas›, tüm izolatlar›n ayn› hastanede yatmakta olan

hastalardan al›nm›fl olmas› ile de aç›klanabilir. Ülkemizde farkl› bölgelerden

toplanan izolatlar ile yap›lacak çok merkezli bir çal›flma bu konuda Türkiyenin

profilini göstermesi aç›s›ndan anlaml› olacakt›r.

Çal›flmam›zda MRSA sufllar›ndan 5 tanesinde (sufl no; 85, 86, 89, 91,

95) mecA geni bulunmakla birlikte, kulland›¤›m›z primerler ile tiplendirme

yap›lamad› (fiekil 9). Ko ve ark. (16), Arakere ve ark (52) ile Chung ve ark.

(71) taraf›ndan yap›lan çal›flmalarda da, bizim sonuçlar›m›za benzer flekilde

tiplendirilemeyen sufllar bulunmaktad›r. Bu tür sufllarda henüz tan›mlanmam›fl

baz› gen yap›lar›n›n bulunmas› olas›d›r.

Ko ve ark. (16) Tip III SCCmec içeren sufllar› di¤er antibiyotik

duyarl›l›klar› aç›s›ndan irdelemifllerdir (Tablo 1). Benzer flekilde Arakere ve

ark.(52) metisilin d›fl›ndaki antibiyotik duyarl›l›klar›n› irdelemifl ve tüm sufllar›n

penisilin, eritromisin, gentamisin, tetrasikline de dirençli oldu¤unu

saptam›fllard›r. Metisilin d›fl› antibiyotik duyarl›l›klar› aç›s›ndan bak›ld›¤›nda

bizim sufllar›m›z›n da di¤er tip III SCCmec içeren sufllar ile benzer sonuçlar

verdi¤i gözlenmektedir (Tablo 8). Bizim baz› sufllar›m›z›n eritromisine duyarl›

oldu¤u, di¤er sufllar›m›z›n özellikle Çin ve Tayland sufllar› ile benzerlik

gösterdi¤i dikkati çekmektedir.
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KNS’lerde mecA geni varl›¤› irdelendi¤inde, 94 suflda mecA saptand›.

KNS’larda daha önce yap›lmam›fl olmakla beraber, Oliveira ve ark. (51)

taraf›ndan kullan›lan primerler ile MRSA’lardaki gibi bir tiplendirme yapmay›

amaçlad›k. Elde edilen sonuçlar bilinen tipler ile uyum göstermedi, ancak

Multiplex PCR sonras› oluflan bantlar incelendi¤inde çeflitli sufllar›n ayn› bant

fenotiplerini gösterdi¤i gözlendi. Bu durum bize söz konusu sufllar›n benzer

genomik yap›lar›n›n ve direnç genlerinin olabilece¤ini düflündürdü. Bu sufllar›n

ileride PFGE ile yeniden irdelenmesinin yararl› olaca¤›n› düflünmekteyiz.

Sonuç olarak,

 Çal›flmam›zda, hem S aureus hem de KNS sufllar›nda metisiline

direncin gösterilmesinde, referans yöntem olan mecA geninin varl›¤› ile

k›yasland›¤›nda, fenotipik yöntemlerin sefoksitin E testi d›fl›nda uygun

oldu¤u, sefoksitin E testinin MRSA izolatlar›nda daha duyarl› sonuçlar

verirken, KNS’larda kullan›m›n›n bizi yan›ltabilece¤i sonucuna var›ld›.

Fenotipik yöntemler aras›nda olup, son y›llarda kullan›m› önerilen

sefoksitin disk difüzyon testinin, hem duyarl›l›k hem özgüllük aç›s›ndan

daha iyi oldu¤u ve metisilin direncini belirlemede oksasilin disk difüzyon

ve E test yöntemlerine alternatif olarak ve/veya birlikte kullan›labilece¤i

ortaya konuldu.

 Çal›flmada kullan›lan sufllar›n rutin olarak kullan›lan otomatize sistem

ile metisiline dirençli olarak saptanmas›na karfl›, çok küçük bir oranda

da olsa mecA geni içermemesi; mecA yönünden yanl›fl pozitif sonuçlar

elde edilebilece¤ini, ancak farkl› direnç mekanizmalar›n›n bu durumun

sebebi olabilece¤i, o nedenle dikkatli olmak gerekti¤ini gösterdi.

 Multipleks PCR yöntemiyle SCCmec tiplerini araflt›rd›¤›m›zda,

tiplendirilebilen sufllar›m›z›n Tip III SCCmec ile uyumlu oldu¤u, yap›lan

benzer çal›flmalarda da ayn› bölgeden toplanan izolatlarda genellikle

ayn› Tip SCCmec bulundu¤unu, bu nedenle sonuçlar›m›z›n literatüre

katk› yapacak nitelikte oldu¤unu söyleyebiliriz.
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 Sufllar›m›z›n di¤er antibiyotiklere direnç durumu incelendi¤inde,

SCCmec Tip III’de olmas› gereken direnç özelliklerini yans›tt›¤›,

dolay›s›yla benzer bir plazmid yap›s›na sahip olabilecekleri düflünüldü.

Bu yönden ileri çal›flmalar›n yap›lmas›n›n uygun olaca¤› sonucuna

var›ld›.

  Tiplendirme aç›s›ndan farkl› bölgelerden toplanan izolatlarla yap›lacak

çok merkezli çal›flmalar›n, Türkiye’nin genel profilini ortaya koymak

bak›m›ndan yararl› olaca¤› kan›s›na var›ld›.
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EKLER

Ek-1: S aureus sufllar›n›n duyarl›l›k sonuçlar› ve mecA geni varl›¤›

Sufl

No

Ox-DD Cef-DD Ox-E test Cef-E

test

mecA

1 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

2 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

3 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

4 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

5 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

6 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

7 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

8 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

9 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

10 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

11 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

12 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

13 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

14 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

15 6 mm-R 12 mm-R 256-R 96-R +

16 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

17 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

18 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

19 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

20 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

21 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

22 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

23 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +
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24 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

25 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

26 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

27 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

28 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

29 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

30 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

31 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

32 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

33 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

34 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

35 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

36 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

37 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

38 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

39 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

40 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

41 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

42 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

43 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

44 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

45 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

46 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

47 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

48 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

49 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

50 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

51 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

52 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

53 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +
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54 12 mm-I 29 mm-S 2-S 6-S Negatif

55 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

56 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

57 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

58 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

59 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

60 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

61 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

62 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

63 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

64 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

65 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

66 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

67 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

68 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

69 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

70 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

71 18 mm-S 28 mm-S 0,5-S 6-S Negatif

72 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

73 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

74 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

75 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

76 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

77 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

78 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

79 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

80 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

81 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

82 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

83 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +
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84 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

85 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

86 11 mm-I 14 mm-R 2-S 32-R +

87 6 mm-R 17 mm-R 16-R 16-I +

88 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

89 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

90 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

91 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

92 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

93 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

94 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

95 6 mm-R 6 mm-R 256-R 16-I +

96 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

97 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

98 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

99 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

100 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +
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Ek-2: KNS sufllar›n›n duyarl›l›k sonuçlar› ve mecA geni varl›¤›

Sufl

No

Ox-DD Cef-DD Ox-E test Cef-E

test

mecA

101 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

102 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

103 6 mm-R 15 mm-R 3-R 32-R +

104 17mm-R 33 mm-S 0,38-R 3-S Negatif

105 6 mm-R 15 mm-R 6-R 48-R +

106 6 mm-R 18 mm-R 8-R 16-I +

107 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

108 6 mm-R 15 mm-R 4-R 64-R +

109 6 mm-R 15 mm-R 6-R 48-R +

110 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

111 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

112 6 mm-R 13 mm-R 12-R 48-R +

113 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

114 6 mm-R 14 mm-R 16-R 32-R +

115 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

116 15 mm-R 22 mm-R 1-R 8-S +

117 16 mm-R 15 mm-R 4-R 32-R +

118 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

119 6 mm-R 19 mm-R 2-R 24-I +

120 19 mm-S 31 mm-S 6,125-S 3-S Negatif

121 16 mm-R 19 mm-R 15-R 12-I +

122 26 mm-S 33 m-S 6,125-S 1-S Negatif

123 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

124 16 mm-R 22 mm-R 1-R 8-S +

125 6 mm-R 18 mm-R 6-R 32-R +
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126 6 mm-R 11 mm-R 8-R 256-R +

127 6 mm-R 6 mm-R 16-R 256-R +

128 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

129 11 mm-R 16 mm-R 1,5-R 32-R +

130 6 mm-R 15 mm-R 12-R 32-R +

131 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

132 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

133 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

134 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

135 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

136 13 mm-R 23 mm-R 1-R 6-R +

137 6 mm-R 13 mm-R 256-R 48-R +

138 6 mm-R 16 mm-R 256-R 32-R +

139 6 mm-R 16 mm-R 4-R 32-R +

140 6 mm-R 12 mm-R 6-R 64-R +

141 6 mm-R 18 mm-R 2-R 16-I +

142 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

143 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

144 6 mm-R 13 mm-R 4-R 64-R +

145 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

146 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

147 6 mm-R 13 mm-R 16 mm-R 64 mm-R +

148 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

149 6 mm-R 15 mm-R 3-R 32-R +

150 6 mm-R 16 mm-R 2-R 32-R +

151 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

152 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

153 25 mm-S 33 mm-S 0,19-S 3-S Negatif

154 6 mm-R 14 mm-R 6-R 48-R +

155 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +
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156 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

157 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

158 6 mm-R 15 mm-R 12-R 32-R +

159 6 mm-R 18 mm-R 6-R 32-R +

160 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

161 6 mm-R 16 mm-R 256-R 32-R +

162 13 mm-R 23 mm-R 1-R 6-S +

163 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

164 6 mm-R 15 mm-R 256-R 48-R +

165 6 mm-R 13 mm-R 256-R 64-R +

166 11 mm-R 21 mm-R 1,5-R 12-R +

167 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

168 6 mm-R 26 mm-R 2-R 48-R +

169 6 mm-R 17 mm-R 256-R 32-R +

170 6 mm-R 18 mm-R 4-R 32-R +

171 13 mm-R 23 mm-R 0,75-R 8-R +

172 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

173 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

174 6 mm-R 18 mm-R 2-R 32-R +

175 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

176 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

177 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

178 6 mm-R 16 mm-R 4-R 48-R +

179 6 mm-R 26 mm-R 256-R 32-R +

180 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

181 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

182 16 mm-R 23 mm-R 2-R 16-I +

183 16 mm-R 22 mm-R 1-R 8-S +

184 6 mm-R 16 mm-R 6-R 32-R +

185 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +
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186 9 mm-R 21 mm-R 2-R 16-I +

187 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

188 12 mm-R 29 mm-S 1,5-R 2-S Negatif

189 12 mm-R 15 mm-R 1,5-R 32-R +

190 6 mm-R 12 mm-R 12-R 96-R +

191 6 mm-R 17 mm-R 48-R 32-R +

192 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

193 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

194 8 mm-R 17 mm-R 3-R 32-R +

195 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

196 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +

197 16 mm-R 27 mm-S 0,75-R 4-S Negatif

198 6 mm-R 14 mm-R 256-R 48-R +

199 6 mm-R 14 mm-R 256-R 48-R +

200 6 mm-R 6 mm-R 256-R 256-R +
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hissetti¤im biricik aileme, beni k›zlar› olarak kabul edip, sevgilerini, yard›mlar›n›

hiçbir zaman esirgemeyen ikinci ailem olan eflimin anne ve babas›na ve

büyük fedakarl›klara katlanarak bana hep destek olup sevgisini, yard›m›n› her

zaman yan›mda buldu¤um çok de¤erli eflim Ufuk Sevgican’a, yaflam

sevincim, ›fl›¤›m, biricik o¤lum Can’a teflekkür ederim.
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ÖZGEÇM‹fi

15.09.1970 tarihinde Denizli’de do¤dum. ‹lkö¤renimimi Ankara Bayrak

Garnizonu ‹lkokulu, Erzurum Atatürk ‹lkokulu ve Band›rma 17 Eylül

‹lkokulunda, ortaö¤renimimi Band›rma Atatürk Ortaokulunda, lise ö¤renimimi

Band›rma fiehit Mehmet Gönenç Lisesi’nde tamamlad›m. 1987 y›l›nda Gazi

Üniversitesi T›p Fakültesini kazand›m. 1993 y›l›nda mezun olduktan sonra

Mecburi hizmetimi Konya ‹li Akflehir ‹lçesinde SSK Kurumu Sa¤l›k

‹stasyonunda tamamlad›m. 1996-98 y›llar›nda Band›rma SSK Hastanesi,

1998-2000 y›llar›nda ‹stanbul SSK Süreyyapafla Gö¤üs Hastal›klar› ve Gö¤üs

Cerrahisi Hastanesinde görevime devam ettim. 2000 y›l›nda Uluda¤

Üniversitesi T›p Fakültesi Enfeksiyon Hastal›klar› ve Klinik Mikrobiyoloji

Anabilim Dal›’nda uzmanl›k e¤itimime bafllad›m. Halen ayn› bölümde

araflt›rma görevlisi olarak çal›flmaktay›m. Evliyim ve bir çocuk annesiyim.


