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OZET

Coklu direngli bakteriler, ozellikle metisiline direngli Staphylococccus aureus, vanomisine direngli Enterococcus ve
genislemis spektrumlu beta-laktamaz tireten Enterobacteriaceae iiyeleri, tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de hastane
kokenli infeksiyonlarin baslica etkenleridir. Son yillarda, bu mikroorganizmalarla kolonize hastalarin hizla saptanmasi icin
cesitli fenotipik ve genotipik yontemler gelistirilmistir. Bu yazida, bu yontemler ile giiclii ve zayif yonleri Ozetlenmektedir.

Anahtar sozciikler: genislemis spektrumlu beta-laktamaz, hizli saptama yontemleri, metisiline direngli Staphylococcus
aureus, vankomisine direngli Enterococcus

SUMMARY
Rapid Diagnostic Methods for the Control of Multi-Drug Resistant Nosocomial Microorganisms
Multi-drug resistant bacteria especially methicillin-resistant Staphylococcus aureus, vancomycin-resistant enterococ-
ci, and extended spectrum beta-lactamase producing Enterobacteriaceae, are the main causative microorganisms in hospital-
acquired infections in our country as in the rest of the world. In the last decade, several phenotipic and genotipic methods were
developed for the rapid detection of patients who are colonized with these microorganisms. In this review, powerful and weak

aspects of some of these detection methods, will be summarized.

Keywords: extended-spectrum beta-lactamase, methicillin-resistant Staphylococcus aureus, rapid detection methods,

vancomycin-resistant enterococci

“Coklu direncli mikroorganizma” (CDM)
tanimu, bir veya daha fazla antibiyotige direngli
mikroorganizmalar, 6zellikle bakteriler igin kul-
lanilmaktadir. Bazi bakteriler (6rnegin, metisili-
ne direngli Staphylococcus aureus (MRSA) veya
vankomisine direncli enterokoklar (VRE), tek
direng Ozellikleri ile tanimlanmalarina ragmen
aslinda bircok antibiyotige dogal veya kazanil-
mis direng gosterirler®®.

Hastane infeksiyonlarindan en sik soyutu-
lan patojenler, S.aureus, Escherichia coli, Pseudo-
monas aeruginosa, Enterococcus spp., Acinetobacter
baumannii, koagiilaz negatif stafilokok (KNS)
tiirleri ve diger enterik comaklardir. Bu etkenler
arasinda antibiyotiklere ¢oklu direngli olanlarin
orani giderek artmaktadir. MRSA, VRE, genisle-
mis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) tireten
E.coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae,
karbapenemlere direncli Gram negatif nonfer-

mentatif ¢omaklar (Paeruginosa, A.baumannii),
dogal direng Ozellikleri nedeniyle en genis
spektrumlu antibiyotiklere kars: bile direng gos-
teren Stenotrophomonas maltophilia ve Burkholderia
cepacia tim diinyada, bu arada tilkemizde de
sorun olusturmaktadar.

CDM prevalans: zaman, cografi bolge ve
saghk kurulusunun o&zelliklerine goére degis-
mektedir. Yogun bakim {initelerindeki preva-
lans hastanenin diger servislerine gore yiiksek-
tir. Ulkemizden 11 laboratuvarm kan kiiltiir
izolatlan1 ile katildigi ARMED-EARSS siirve-
yans programi verilerine gore 2003-2004 yilinda
MRSA prevalans:t % 43, VRE prevalanst % 4,
GSBL tireten E.coli prevalansi % 27.8’dir
(ARMED-EARSS report).

CDM infeksiyonlar1 genellikle duyarh
olanlarla ayni bulgular1 vermesine karsmn bu tip
infeksiyonlarda tedavi seceneklerinin kisith
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olmasi ve baglangi¢ta uygun antibiyotigin veri-
lememesinden dolayr morbidite ve mortalite
artmaktadir. Yine tedavi segeneklerinin kisithlig:
nedeniyle genis spektrumlu antibiyotik kullani-
m1 da normal flora bakterilerini baskilayarak
¢oklu direncli bakterilerle karsilasan hastalarda
bu bakterilerin kolonizasyonunu kolaylastirir.
Klinik 6nem agisindan MRSA izolatlarmin diger
CDM'lerden farkhi bir 6zelligi bulunmaktadir.
MSSA ile kiyaslandiginda MRSA ile kolonize
hastalarda semptomatik infeksiyon gelisme hizi-
nin poststernotomi mediastiniti, bakteriyemi
gibi agir infeksiyonlarda da fatalite hizinin daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu durum dogru
bakterisidal tedavi uygulanmasindaki gecikme-
ye veya bazi1 MRSA izolatlarinin 6zellikle persis-
tan infeksiyonlar olusturma egilimine bagh
olabilir®®.

CDM bulasinin saglik personelinin elleri
araciligiyla olduguna dair bircok epidemiyolojik
kanit bulunmaktadir. Eller medikal bakim sira-
sinda hasta veya cevre ile temas sonucunda
kontamine olmaktadir. El hijyeni ve eldiven kul-
lanimi1 kurallarima uyumu arttiran stratejiler
CDM kontrol programinin en 6nemli basamak-
laridar.

2006 yilinda ABD Hastalik Kontrol ve
Onlem Merkezi (Centers for Disease Control,
CDC) CDM kontrolii igin yenilenmis bir kilavuz
yaymlamistir®™. Ayni kurulusun izolasyon
onlemlerinin® bir parcast olan bu kilavuzda
CDM kontrolii icin ¢ok yonlii bir yaklasim 6ne-
rilmektedir. Daha 6nceki CDC 6nerilerinin aksi-
ne bu rehberde “arttirilmis 6nlemler” bashg:
altinda, 2003 yilinda yayimnlanmis SHEA kilavu-
zuna benzer bi¢imde, basta MRSA ve VRE
olmak tizere CDM’larin izlem, saptanma ve
ortadan kaldirilmasina yonelik daha giiglii 6ne-
riler yer almaktadir®®. Arttirilmis 6nlemler esas
olarak aktif siirveyans kiiltiirlerini ve cevre
kontroliinii kapsamaktadir. CDC kilavuzunda
aktif stirveyans kiiltiirti (ASK) uygulanmasi sag-
lik kurulusunun insiyatifine birakilirken SHEA
kilavuzunda tiim yiiksek riskli hastalarda hasta-
neye yatis sirasinda ASK uygulanmasi oneril-
mektedir®.

CDM siirveyansi i¢cin ASK kullanilmasi
Aktif stirveyans kiilttirlerinin amact (DM
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ile kolonize hastalarin belirlenmesidir. Bu yakla-
sim, sadece klinik kiiltiirler ile izlendiginde
ozellikle MRSA ve VRE ile kolonizasyonun sap-
tanmasinin geciktigi veya tamamen atlandigi
gozlemine dayanmaktadir®. Yine bir¢ok yazar,
yeni ve direngli bir patojen ilk kez izole edildi-
ginde bu patojenin epidemiyolojik 6zelliklerini
belirlemek icin ASK uyguladigmi bildirmekte-
dir. ASK uygulanmasmin temas Onlemleri ile
tamamlanmasi sonucunda bircok tinitede hedef

CDM'nin sikliginin azaltildig:r hatta eradike

edildigi belirtilmektedir.

ASK genel olarak MRSA ve VRE igin
onerilmektedir®'®. Gram negatif ¢oklu direngli
bakteriler ile ilgili sonuglar celiskilidir. Basar1
bildiren arastiricilar oldugu gibi ASK'nin ¢oklu
direncli Gram negatif bakteri kontroliinde yarari
bulunmadigini bildiren arastirmalar da
vardir®®,

ASK'nin MRSA ve VRE kontroliindeki
etkisi matematiksel modeller yardimryla arasti-
rilmistir. Béyle bir ¢alismada hig kiiltiir alinma-
masi ile kiyaslandiginda ASK'nin potansiyel
bulast % 39 oraninda azalttig1; ASK ile birlikte
izolasyon Onlemleri de uygulandiginda azalma
oranmnin % 65 oldugu belirlenmistir?.

ASK'nin infeksiyon izlem ve kontrol prog-
ramina eklenmesi diisiiniilityorsa o6ncelikle
asagidaki faktorler goz ontine alinmalidir:

1. ASK’nin nereden alinacagi: MRSA i¢in burun
delikleri, deri biittinltigtiniin bozuldugu bol-
geler (yara), perirektal siirtintii; VRE igin
disky, rektal, perirektal siiriintii; coklu direng-
li Gram negatif bakteriler i¢in sadece rektal,
perirektal siiriintii 6rnekleri veya bunlarla
beraber orofaringeal, endotrakeal, inguinal
strtintiiler veya yara stirtintiileri,

2. ASK'nin hangi hastalardan alinacagz: Yiiksek
riskli hastalar vs. hastaneye bagvuran tiim
hastalar,

3. ASK'nin zamanlamast: Ilk basvuru sirasinda
ve hasta bagka bir {initeye nakil olacaginda;
ilk bagvuru sirasinda ve sonra haftalik izlem
seklinde; risk faktorlerinin olugsmasi halinde
(6r. uzun siireli yatig, genis spektrumlu anti-
biyotik uygulanmasi) haftalik izlem seklinde
vb,

4. Kiiltiir alacak personel,

5. Kiiltiirleri islemleyecek personel,



6. Alnan sonuglarin hasta bakimi ile gorevli
kisilere bildirimi,

7. Kiiltiir sonucu pozitif giktiginda alnacak
onlemler ve bunlarin uygulanabilirligi 6rne-
gin, izolasyon veya cevre temizligi,

8. Izolasyonun ne zaman sona erdirilecegi:
ornegin, iki ASK’nin negatif ¢ikmasi,

9. Ek 6nlemlere uyumu izleyecek kontrol meka-
nizmalar1.

Bunlar igin y&netim destegine ve klinik
mikrobiyoloji laboratuvarinin siirece hazirlan-
masina gerek bulunmaktadir.

Hizli tam1

(DM bulasinda 6nemli bir faktér bu mik-
roorganizmalarin en kisa siirede ve dogru ola-
rak tanimlanmasidir®®. ASK alindiginda sonug
¢ikmasimin uzamasi, gereksiz olarak izolasyon
onlemlerinin de uzamasma ve hasta tizerinde
bununla ilgili olumsuz etkilerin artmasina veya
herhangi bir izolasyon uygulanmiyorsa hasta-
nin bu siire zarfinda diger hastalar agisindan
kaynak olmaya devam etmesine neden olmakta-
dir. Avustralya Royal Perth Hastanesinde ASK
ve RT-PZR tekniklerini ve arttirilmis 6nlemleri
uygulamaya koyarak VRE kontroliinii saglayan
ekibin bag1 Pearman?, bakteri tanimlanmasinin
5 giinli ge¢cmesi halinde ASK’lerin yararinin
kalmadigimi bildirmektedir.

Hizli taniin potansiyel avantajlart arasmda:

- Kolonize ve kolonize olmayan hastalarin
ayrilmasi ve kolonize gruba temas 6nlem-
leri ve diger onlemler (6r. dekolonizas-
yon) uygulanarak her iki grupta da infek-
siyon insidansinin azaltilmas,

- Erken uyari ile hasta giivenliginin iyilesti-
rilmesi,

-Uygun antibiyotik tedavisi ve cevresel
temizlik Onlemlerinin uygulanmasi ile
bulasin azaltilmasi,

- MRSA infeksiyon hizlarmin diisiirtilmesi
ile infeksiyon siddetine gore degismekle
birlikte maliyetin hasta basma 9,275-
35,367 USD arasinda azalmasi,

- Kolonize olmayan hastalara gereksiz yere
temas Onlemleri uygulanmamasi; buna
bagli maliyet ve yan etkilerden ka¢milma-
st sayilabilir.

Bunlar yani sira, bakteri tiir taniminin ve
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antibiyotik duyarliliginin hizla yapilabilmesi de
maliyeti azaltmaktadir. Dolayisiyla, ASK’de
tanimlama yontemlerinin hizli olmasi (<24 saat
i¢inde sonug vermesi) gereklidir. Ancak standart
kiiltiir yontemleri kullanilarak yapilan tarama-
lar en az 48-72 saat almakta; Ozellikle VRE
tanimlanmas1 5 giine kadar uzayabilmektedir.
Bu nedenle son yillarda 6zellikle MRSA ve VRE
tanimlanmasina yonelik cesitli yeni ve hizli yon-
temler bildirilmistir.

Bu yontemler genel olarak, fenotipik ve
molekiiler yontemler olarak iki baglikta toplana-
bilir. Fenotipik yontemler, esas olarak, antibiyo-
tiklere direngli bakterilerin 24 saat iginde saptan-
masin1 saglayan kromojenik besiyerlerini icer-
mektedir. Molekiiler yontemler igerisinde de
bazilar ticari ve FDA onayli olan gercek zamanl
PZR testleri; “ev yapimi” ya da analite spesifik
onay almig PZR testleri ve kolonilerden veya kan
kiiltiirlerindeki tiremelerden hizli taniy1 saglayan
diger molekiiler yontemler [6r. PNA FISH,
EVIGEN iiriinleri (VRE, MRSA)] sayilabilir.

MRSA i¢in kullanilan hizli tan1 yontemleri

1- Kromojenik besiyerleri: MRSA saptan-
masi igin literatiirde bircok ticari veya “ev yapi-
mi1” kromojenik besiyeri bulunmaktadir. Kromo-
jenik besiyerleri hem aranan ¢oklu direngli pato-
jenin secilmesini saglayan hem de igerdikleri
diger ayraclar sayesinde farkli koloni renkleri
olusturarak tiir ayirimina olanak veren besiyer-
leridir. MRSA i¢in kullanilan kromojenik besi-
yerlerinin bir kisminda segici antibiyotik olarak
sefoksitin bulunmaktadir. CHROMAgar MRSA
(BBL), MRSASelect (BioRad), MRSA-ID (yeni
adiCHROMIDMRSA) (bioMerieux), Chromoge-
ne MRSA agar (Oxoid) bu tip besiyerleridir®?V.

Bunlar yani sira secici antibiyotik olarak
oksasilin de kullanilabilmektedir. Ornegin, oksa-
silin eklenmis (6 mg/L) mannitol tuz besiyeri,
ORSAB (Oxoid) besiyeri gibi. Ancak oksasilin
daha kolay bozulabildigi ve sefamisinler PBP 2a
icin daha iyi indiikleyiciler oldugu igin sefoksi-
tin iceren besiyerleri MRSA tanimlanmasinda
oksasilin icerenlere kiyasla daha fazla kullanil-
maktadir. CHROMAgar MRSA, MRSASelect,
MRSA ID gibi besiyerleri igin gesitli ¢alismalar-
da bildirilen duyarhilik % 80’den fazla, 6zgtilliik
ise % 100’e yakindir. Nazal stirlintli 6rnekleri



dogrudan ya da ¢ok sayida besiyerine ekim
yapilacaksa 400 ul steril serum fizyolojik iceri-
sinde vortekslendikten sonra besiyerlerine ekim
yapimaktadir. Bu besiyerlerinde iireyen MRSA
kolonileri pembe-mor, mavi veya yesil gorii-
niimleri ile 24 saatte kolaylikla ayirt edilebil-
mektedir. Ozgiilliik ¢ok yiiksek oldugu igin 24
saatte dogrulama yapilmasina gerek bulunma-
maktadir. Inkiibasyonun 48 saate uzatilmasmin
MRSA saptanmasina katkisi ¢ok az olmakta,
buna karsin 6zgiilliik diismektedir.

2- Molekiiler yontemler: MRSA saptan-
masi i¢in birgok PZR tabanli test tanimlanmustir.
Bunlarin ¢cogu PBP 2a’y1 kodlayan mecA ile
S.aureus’a 6zgii bir baska geni (nuc, coa, sa442,
femA, femB) saptayan multipleks PZR testleridir.
Bu testler giiniimiizde klinik mikrobiyoloji labo-
ratuvarlarinda metisilin direncinin dogrulanma-
s1, S.aureus kiiglik koloni varyantlarmin tanim-
lanmasi veya kan kiiltiirlerinden MRSA saptan-
mast igin rutin olarak kullanilabilmektedir.
Ornegin, Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi
merkez laboratuvarinda 16SrRNA, nuc ve
mecA'nin birlikte saptanabildigi bir multipleks
PZR testi 2003 yilindan beri dogrulama amacty-
la uygulanmaktadir. Bu testler dogrudan klinik
ornekler icin de kullanilabilmektedir. Ticari
olanlara kiyasla ucuz ve esnek olan bu testlerin
temel dezavantaji, ayni1 0rnekte bir MSSA ile
metisiline direncgli bir KNS'nin birlikte bulun-
mast halinde, MRSA gibi yalanci pozitif sonug
verebilmeleridir®”.

Giliniimiizde dogrudan siiriintii drnekle-
rinden MRSA saptanmasmi saglayan iki FDA
onayl gercek zamanli PZR testi bulunmaktadir:
GeneOhm MRSA (eski adi IDI MRSA) (Becton
Dickinson) ve GeneXpert (Cepheid). Bu testler-
de mecA geni degil, mecA’y1 tagiyan SCCmec
elemaninin ¢evresindeki S.aureus’a 6zgii diziler
hedeflenmektedir. Boylelikle ev yapimi mole-
kiiler testlerin yukarida belirtilen dezavantaji
¢oziimlenmistir. Cepheid GeneXpert SCCmec
insersiyon bolgesi olan AttBScc bolgesini;
GenOhm MRSA ise SCCmec’in 3’ ucundaki orfX
bolgesini saptamaktadir. Bu testlerden
GeneXpert, 6zel egitimli bir teknisyen olmaksi-
zin herhangi bir laboratuvarda uygulanabilecek
orta derecede karmasik bir test olarak FDA
onay1 almistir. GeneOhm MRSA'nin ise ancak
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egitimli teknisyenlerce uygulanabilecek ytiiksek
derecede kompleks bir test oldugu bildirilmek-
tedir. Cepheid GeneXpert siirlintii drneginin
test tlipline konmasi ve {i¢ ayracin deney siste-
mine eklenmesinden sonra tamamen otomatik-
tir. Buna karsin GeneOhm MRSA testinde kulla-
nict tarafindan uygulanmas: gereken cesitli
basamaklar bulunmaktadir. GeneOhm MRSA’da
14 test 6rnegi icin 6n hazirlik 1-1.5 saat; RI-PZR
asamas1 63 dakika siirmektedir. GeneXpert ile
sonug ¢ikma stiresi RT-PZR i¢in 75 dakikadir.

Her iki testin maliyeti de ytiksektir. Senede
birka¢ bin test uygulanmas: kosulu ile
GeneOhm i¢in maliyet 30 USD (25 euro)/6rnek
iken, GeneXpert icin 6rnek basina 42 USD’dir.

Ulkemizde de bulunan GeneOhm MRSA,
nazal siirtintii, yara siirlintiisii ve kan kiiltiiriin-
den tanimlama icin FDA onay1 almistir. Uriin
katologunda test duyarlilig1 % 92.5, 6zgtilliik
% 96.4 olarak bildirilmistir. Nazal stirtintii disin-
daki Orneklerde duyarhilik diismektedir.
GeneXpert katologunda ise iki test 1,077 siiriin-
ti ornegi igin kiyaslandiginda, GeneXpert icin
duyarliik % 86.3, 6zgiilliik % 94.9, GeneOhm
icin duyarlilik % 83.3, ozgiillitk % 94.4 olarak
bildirilmistir. Diger calismalarda genel olarak
IDI MRSA veya yeni adiyla GeneOhmMRSA en
duyarli yontem olarak bulunmustur®”®. Bu
yontem ile ilgili bircok ¢alisma bulunmaktadir.
Bazi suslarda mecA’nin kaybedilmesine ragmen
test tarafindan hedeflenen SCCmec sag bileske
dizisi yerinde kaldig1 icin yalanci pozitiflik olu-
sabilmektedir.

Ugiincii bir ticari molekiiler yéntem ise
GenoType MRSA Direct (Hain Life Science,
Nehren, Almanya) PZR testidir. Bu test hedef
olarak SCCmec I-IV'iin amplifiye edildigi bir
revers hibridizasyon testidir. Test sirasinda 6nce-
likle kitteki protokoller ve ayraclar kullanilarak
PZR uygulanmakta, ardindan DNA stripi ile
hibridizasyon yapilarak goriilen bantlara gore
sonug degerlendirilmektedir. Sonuglar 6-7 saatte
gkmaktadir®®,

Cesitli 6rneklerde IDI MRSA ile GenoType
MRSAnin performanslarmi kiyaslayan bir galis-
mada; IDI MRSA'nin nazal siiriintiilerde duyar-
liligr % 90, diger 6rnekler igin % 80, GenoType
MRSA’da ise bolgeden bagimsiz olarak % 69
bulunmustur®. Ozgiilliik IDI MRSA igin % 94,



GenoType MRSA icin % 96’dir. Saptama sinir1
IDI MRSA icin 25 koloni olusturan tnit(koti)/
nazal siiriintii iken GenoType MRSA igin 30
koti/5 wl'dir. Ayni ¢alismada MRSA 1D,
MRSASelect ve CHROMAgar MRSA besiyerleri
de kullanilmigtir. Olasilikla ayni 6rnek 3 besiye-
rinde de kullanildig: igin bu besiyerleri icin
duyarhilik sirasiyla % 72, % 68, % 75; dzgiillitkk
ise % 95, % 98 ve % 99 olarak bulunmustur.

Bunlar disinda kan kiiltiiriinde iireme sap-
tandiktan ve Gram boyali preparatlarda Gram
pozitif kok goriildiikten sonra, tiire 6zgti ribozo-
mal RNA dizilerine tutunan floresan isaretli
peptid niikleik asit problarmin kullanildig:
PNA-FISH (floresan in situ hibridizasyon)
(AdvanDx) yontemiyle KNS/S.aureus ayirimi
yapilabilmektedir. ~Ayrica EvigeneMRSA
(AdvanDx) ile kuyucuklara kaplanmis problar
ve sinyal amplifikasyon yontemi ile kisa siirede
ve ELISA formatinda MRSA saptanmasi miim-
kiin olmaktadir.

Molekiiler yontemler ile ilgili kisitliliklar

1. Maliyetin yiiksek olmasi (6rnegin, IDI MRSA
icin 30 -53.60 USD/test; 25-60 euro/test),

2. Bakterinin 6lii olmas1 ancak DNA pozitifligi-
nin siirmesi (dekolonizasyon tedavisi sonra-
sinda ve izolasyonun sona erdirilmesinde
sorun olabilir),

3. Ureme olmadan saptanma olmasi nedeniyle,
diger testler icin (6r. molekiiler tiplendirme)
sus stoklarinin bulunmamas;,

4. DNA ekstraksiyonu ile ilgili problemler,

5. Prevalansin diisiik oldugu durumlarda
yalanci pozitiflik oraninin artmasi ve pozitif
prediktif degerin (PPV) diismesi,

6. Molekiiler testlerin diistik riskli hastalar ve
diistik riskli tinitelerde kullanilmasi halinde
maliyetin yarara kiyasla ¢ok yiiksek olmasi,

7. Asirt duyarlilik nedeniyle kontaminasyon
riski bulunmasi,

8. Pasajlar sirasinda mecA'nin kaybedilmesine
ragmen ticari testlerin mec dis1 bolgeleri sap-
tamasi1 nedeniyle yalanci pozitiflik olmasi,

9. IDI MRSA (GeneOhmMRSA) igin S.aureus
orf X ile baz1 Staphylococcus epidermidis orf X
bolgelerinin benzerligi nedeniyle yalanci
pozitiflik olusabilmesi,

10.Bazt SCCmec tiplerinin digerleri ile aym
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etkinlikte saptanamamasi (6rnegin SCCmec
tip V, baz1 1V varyantlari, yeni SCCmec tiple-
ri)®.
Bu sorunlardan ilk yedisi CDM icin uygu-
lanan tiim molekiiler testler i¢in gegerlidir.

Sonug olarak, dogrudan klinik Ornekler
veya ASK’de MRSA saptanmasi igin kullanilan
hizli molekiiler testlerin 6niindeki en 6nemli
engel, gercek MRSA varlig: ile, MSSA ve MRSE
birlikte bulunmasinin ayirt edilmesindeki giig-
likktiir. FDA onayl testler bu engeli sadece
MRSA izolatlarina 6zgii bir diziyi ¢ogaltarak
agmislardir. Ornegin, IDI MRSA testinin perfor-
mans Ozellikleri gayet iyidir. Ancak yukarida da
belirtildigi gibi, gerek bu test gerekse muadille-
rince saptanamayan yeni SCCmec tiplerinin
¢ikabilme olasiligi bulunmasi nedeniyle, test
performansinin siirekli olarak izlenmesi ve yeni
klonlarla tekrar dogrulanmasi (validasyonu)
gereklidir.

FDA onayl testlerin maliyetinin yiiksek
olmasi nedeniyle, bu testlerin kisa siirede infek-
siyonlarin O6nlenmesi ile maliyet etkinligini
kanitlayabilmek hemen hemen imkansizdir.
Buna karsin kromojenik besiyerleri maliyeti
daha diisiik yontemlerdir (yaklasik 5 USD/
plak). Boliimiimiizde yaptigimiz bir calismada,
83 siirtintii 6rnegi kullanilarak ChromAgar
Staph aureus, GeneOhm Staph aureus S/R ve
CNA besiyeri MRSA izolasyonu agisindan kiyas-
landiginda; CHROMAgar ve GeneOhm yon-
temlerinin % 100 uyumlu sonug verdigi; CNA
besiyerinin ise iki klinik érnekte MRSA saptan-
masinda yetersiz kaldig1 belirlenmistir.
GeneOhm testinin kisa siirede sonug¢ vermesi
biiyiik bir avantaj olmakla birlikte, yukarida da
belirtildigi gibi maliyeti diisiindiirticiidiir. Dort
cm  capli petri kutularma dokiildiigiinde
ChromAgarin maliyeti ise yaklasik 2 TL'dir. Bu
nedenle, 6zellikle ekonomik imkanlar: kisith
tilkelerde “ara ve yok et” stratejisinde ilk basa-
mak olarak kromojenik besiyerlerinin kullanil-
malar1 yeglenebilir.

VRE i¢in kullanilan hizli tan1 yontemleri
1. Kiiltiir yontemleri: Vankomisine direng-
li enterokoklarin hizli ve dogru olarak tanimlan-



masi kolonize ve infekte hastalarin tedavisi ve

bu hastalara iligkin uygun 6nlemlerin almnabil-

mesi acisindan son derece 6nemlidir. En sik

uygulanan kiiltiir temelli tarama yontemleri 1-5

gin siire almaktadir®”. Bu yontemler emek

yogun oldugu gibi, standart besiyerlerinde {ire-
yen mikroorganizmanin tiir taniminin da yapil-
masi gereklidir. Besiyerleri arasinda en sik kul-
lanilanlar vankomisin iceren (6-8 mg/L) safra
eskiilinli sivi ve kati besiyerleridir [6rnegin

Enterococcosel agar veya sivi buyyon (BBL),

vankomisin yanisira Enterococcus gallinarum

inhibisyonu igin meropenem eklenen VRE agar

(Oxoid) gibi]. Hatta siv1 besiyerleri diskinin PZR

tizerindeki inhibitdr etkisi nedeniyle PZR &ncesi

zenginlestirme amaciyla da kullanilmaktadar.
MRSA’dakine benzer sekilde VRE icin de
kromojenik besiyerleri bulunmaktadir. Bunlar

VRE’leri se¢meleri yani sira tiir ayirimmina da

olanak saglamaktadir. ChromID VRE (diger

adlar1 VRE ID, VRE BMX) (bioMerieux), 8§ mg/L
vankomisin ve gesitli ayraglar icermektedir. Bu
besiyerinde vankomisine direncli Enterococcus
faecalis kolonileri mavi yesil, Enterococcus faecium
kolonileri mor olarak goriilmektedir. ChromID

VRE besiyerinin, vankomisin igeren safra eskii-

lin azid (BEAV) ile kiyaslandig1 bir calismada, 24

saatlik inkiibasyon sonrasinda duyarlilig:

% 96.4, 6zgiilliigli % 96.6, pozitif prediktif dege-

ri % 89.8 bulunmustur®.

Benzer bir besiyeri CHROMAgar VRE'dir.

Bu besiyerinde vankomisine direncli E.faecalis

/ E.faecium kolonileri pembe-mor koloniler olus-

tururken; E.gallinarum/Enterococcus casseliflavus

mavi renkte koloniler olusturur veya inhibe
olur.

Kilttir tarama yontemleri ile ilgili kisitli-
liklar arasinda:

1. Klasik vankomisinli tarama testi plaklarinda
vanC genleri tastyan dogal direngli tiirlerin
uremesi: E.gallinarum, E.casseliflavus ve
Enterococcus flavescens gibi dogal direngli tiir-
lerin klinik 6nemi belirsizdir, ancak vanko-
misin igeren besiyerlerinde {irediklerinden
mutlaka tiir diizeyinde tanimlama yapilmasi
gerektigi icin siire ve maliyet artmaktadir.

2. Diger vankomisine direngli tiirlerin tiremesi:
Leuconostoc, Pediococcus ve bazi laktobasille-
rin tiremesi yine ek islemlere neden olmakta-
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dur.

3. VRE konfirmasyonu icin gerekli zaman
genellikle 72 saat ve tistii olmaktadir.

4. Bazi vanB pozitif izolatlarm 6-8 mg/L vanko-
misin varliginda tireyememesi ve buna bagh
yalanci negatif sonug alinabilmesi.

5. Yukaridakine benzer sekilde bazi enterokok-
larin canli olmalarma ragmen kiiltiir plagin-
da ilireyememesi sayilabilir.

Kromojenik besiyerleri bu sorunlardan ilk
ti¢linii ¢oziimleyebilmektedir.

2. Molekiiler yontemler: Enterokoklarda
vankomisin direnci vanA, vanB (B1, B2, B3),
vanC (C1, C2, C3), vanD, vanE olarak adlandiri-
lan genlerin varligma baghdir. Bunlar arasinda
vanA ve vanB klinik agidan en 6nemli tiirler olan
E faecium ve E.faecalis’de bulunmalar1 ve hem bu
turler arasinda hem de diger Gram pozitif bak-
terilere (6r. S.aureus) aktarilabilmeleri nedeniyle
en fazla 6nem tasiyan diren¢ elemanlaridir.
VanA ve vanB genleri operonlarinda bulunan
diger ligazlarla birlikte glikopeptidlerin hedefi
olan Dalanil-Dalanin dipeptidini Dalanin-
Dlaktata ¢evirmektedir.

VRE igin FDA onay1 asamasinda bir ger-
¢ek zamanli RT-PZR kiti bulunmaktadir.
Giliniimiizde kullanilan molekiiler testlerin
biiyiik ¢ogunlugu “ev yapimi” (“in-house”)
multipleks PZR testleridir.

Bir¢ok arastirici, kolonilerden veya direkt
digski ve rektal stirtintii 6rneklerinden vanA ve
vanB saptanmasini saglayacak PZR tabanli test-
ler gelistirmislerdir. Koloniden ¢alismak, iireme
igin 24-48 saat gerektirdigi i¢in hiz agisindan
fazla bir avantaj saglamamaktadir. Dogrudan
orneklerden ¢alismada ise inhibisyon 6nemli bir
sorundur. Palladino ve ark.®9, hasta ¢rnekleri
ve kolonilerden karsilastirmali olarak gercek
zamanl PZR ile vanA ve vanB saptadiklari ¢alis-
malarinda, % 55 oraninda inhibisyon olustugu-
nu gostermislerdir. Bu arastiricilar, digkinin van-
komisin igeren zenginlestirme besiyerinde 18-24
saat inkiibasyonunun PZR duyarlihigimn belirgin
Olgiide arttirdigini ve % 88’e ¢ikardigini goster-
mislerdir. Zenginlestirme basamagi tanimlanma
siiresini uzatmaktadir ancak yine de klasik kiil-
tir yontemlerine gore 2-3 giinliik bir avantaj
saglamaktadir. Satake ve ark."” ise, digkidan



DNA eldesi igin jel filtrasyon kolonlart kullana-
rak duyarlihg: arttirmuslardir.  Bu arastiricilar
multipleks PZR ile vanA/B/C1/C2 genlerini sap-
tadiklar1 galismalarinda duyarliligr % 88.5,
ozgilliigli % 99.6 olarak bulmustur. Jel bazh
sistemlerin kullanildig1 ¢alismalarda duyarlilik
% 68-87, dzgtillik yaklasik % 100’diir. Ancak bu
sistemle, sonuglarin 6-8 saatte alinabilmesine
ragmen kontaminasyon riskinin arttig: bildiril-
mektedir. Diskinin inhibitor etkisi hem varligi,
kimyasallarin varligi, asir1 insan DNA’sina bag-
lanmaktadar.

Paule ve ark.") calismasinda ise rektal ve
perianal stirtintii 6rneklerinden Masterpure saf-
lastirma kiti (Epicentre Tech) kullanilarak elde
edilen DNA klasik amplifikasyon sistemi ile
¢ogaltilmis ve SYBR green I ile boyanan % 1.5
agaroz jelde goriintiilenmistir. Bu yontemle
Enterococcosel agara kiyasla belirgin oOlgiide
fazla pozitiflik elde edilmistir.

Gergek zamanh PZR ile klasik PZR yon-
temlerine gore cok daha kisa siirede sonug elde
etmek mimkindir (1-2 st vs. 4-6 st). Sloan ve
ark.®, Light Cycler cihaz ve FRET problar: ara-
ciligiyla gercek zamanli vanA ve vanB tanimla-
mas1 yapan Roche Light Cycler vanA/vanB kitini
kullandiklar ¢alismalarinda, LightCycler kitinin
duyarliligini % 100, 6zgiilliigiini % 97, NPV
% 100, PPV % 42 olarak bulmuslardir. PPV
duistikliigii LightCycler ile Enterococcosel besi-
yerine gore daha fazla pozitif sonug elde edilme-
sine baghdir. Bu durum 6zellikle vanB pozitif
izolatlarda saptandig1 icin arastiricilar bunu
bazi vanB pozitif izolatlarin 6-8 mg/L vankomi-
sin iceren besiyerlerinde iireyememesine bagla-
mislardir. Ancak Ballard ve ark.® 2005 yilinda
yaptiklart ¢alismalarinda digk: florasinda bulu-
nan bazi Clostridium tiirleri (Clostridium hathe-
wayii, Clostridium innocuum benzeri, Clostridium
holtae) ve Ruminococcus lactaris’in vanB elemani
tasidigini ve anaerop olmalar: nedeniyle kiiltiir-
de tireyememelerine karsilik PZR testlerinde
pozitif sonug verdiklerini gostermislerdir. Bunun
disinda bazi Paenibacillus tiirlerinde vanA elema-
n1, bazi streptokoklarda da vanB elemani goste-
rilmistir. Bunlar da vankomisinli besiyerlerinde
iireyememelerine karsilik pozitif sonuglara yol
agabilirler. Buna ragmen RT-PZR kullanimi ile
hasta yatis siiresi 2 giin kisalmakta ve buna bagl
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maliyet yilda yaklasik 205,000 USD azalmakta-
dur®.

Molekiiler yontemlerin hiz ve duyarlilik
gibi 6zelliklerine karsilik bazi kisithiliklar: bulun-
maktadir. Bunlardan genel olanlar MRSA igin
yazilan béliimde belirtilmistir. VRE molekiiler
testlerinde bunlara ilaveten digskinin inhibitor
etkisi ile diskida vanA ve vanB elemarn tasiyan
diger aerop ve anaerop tiirlerin bulunabilmesi
sayilabilir.

Testlerde kalite kontroliine ¢ok dikkat
edilmelidir. DNA ekstraksiyonu ve inhibitor
etki ile ilgili sorun olusabilmesi nedeniyle inter-
nal kontrol kullanilmalidir.

Malhotra-Kumar ve ark.”’min 2008 yilinda
yayinlanan derlemesinde MRSA ve VRE i¢in kul-
larulan hizli yontemler ayrmtisi ile yer almaktadir.

Diger ¢oklu diren¢li mikroorganizmalar

Gram negatif bakteriler i¢cin ASK'nin etkin-
ligi tartigmalidir. Bu nedenle literatiirde hizh
yontemlere de daha az rastlanmaktadir. Bu alan-
daki gelismeler, 6zellikle beta-laktamaz {iretimi-
nin ve gruplarinin saptanmasia yonelik hizh
testler ve kromojenik besiyerleri olarak 6zetle-
nebilir.

GSBL tireten bakteriler icin HMRZ-86 kro-
mojenik substratinin kullanildigi bazi yontemler
bildirilmistir. Bu kromojenik substratin kan kiil-
tiirlerine eklenmesi ile GSBL {ireten bakterilerin
15 dakika - 2 saat (s1v1 besiyerine pasaj yapildi-
ginda) i¢inde saptanmasi miimkiin olmak-
tadir®. Yine bu substratin kullanildig1 Cica Beta
Test (Kanto Chem, Japonya; Mast Ingiltere) ile
2-15 dakikada GSBL, AmpC ve metallobeta-
laktamaz tiretimi saptanabilmektedir.

Yine sefpodoksim igerdigi i¢in GSBL ftire-
ten bakterileri segmenin yani sira E.coli, Klebsiella/
Enterobacter/Serratia/Citrobacter ve Proteae grubu
bakterilerin ayirimini yapabilen ChromID ESBL
(eski ad1 ESBLBXx) (bioMerieux) hizli tan: sagla-
yan ticari kromojenik bir besiyeridir®. Bir bagka
kromojenik besiyeri olan CHROMAgar CTX'in
ise, AmpC tireten izolatlarda bile CTX-M pozitif
Enterobacteriaceae  tiiyelerini saptayabildigi
gosterilmistir®?.
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Panel 9 sunulari

SEYAHAT VE INFEKSIYONLAR: ONLEMLER VE TEDAVI

Yoneten: Gaye USLUER

¢ Seyahat sonrasi atesli hastaya yaklagim
Volkan KORTEN

* Seyahatle ilgili cinsel yolla bulagan hastaliklar
Resat OZARAS

¢ Seyahat iligkili infeksiyonlarda korunma
Gaye USLUER
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