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ISTANBUL TIP FAKULTESI’NDE CESITLI ORNEKLERDEN IZOLE EDILEN STAFILOKOK
SUSLARINDA GLIKOPEPTIT DIRENCININ ARASTIRILMAST*

Yasar NAKIPOGLU¥*, Handan KATRANCI*, Atahan CAGATAY **, Sengill DERBENTLI*

* Istanbul Tip Fakiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, ISTANBUL
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OZET

Stafilokoklarda vankomisine direng sinirt MIK =32 mg/L’dir. Vankomisinin MIK u 8-16 mg/L olan suslar, vankomisine
azalmug duyarli veya vankomisine orta duyarl Staphylococcus aureus (VISA) olarak tanimlamr. Bu 6zelligi gosteren suglarin
sayist bugiin icin oldukg¢a azdir. Ancak klinik onem tasidiklari, ornegin vankomisin tedavisinden sonra niiksler gelisebildigi
ve bakteremi olgularimin oliimle sonlandig1 bildirilmektedir.Bu ¢calismada cegitli klinik orneklerden izole edilen 135 stafilokok
(81 Staphylococcus aureus ve 54 koagiilaz negatif stafilokok) susunda glikopeptit direnci arastirilmistir. Bu amagla agar
tarama yontemi uygulanmuistir. Bazi hiicreleri vankomisinli besiyerlerinde tireyen orijinal suglar populasyon analizi yontemi
ile incelenerek, glikopeptitlere heterodireng sikligi hesaplanmugtir.

Sonug olarak; ¢alismamizda VISA ve hVISA suslarina rastlanmanusg, bir (% 1.2) S.aureus susunda teikoplanin direnci
(MIK 32 mg/L) ve yedi (% 13) koagiilaz negatif stafilokok susunda vankomisin (MIK 5-8 mg/L) ve teikoplanine (MIK 32-
64 mg/L) heterojen direng belirlenmis ve bu suslardaki heterodireng sikligimin 10°6-1077 oldugu saptanmuigtir.

Anahtar sozciikler: glikopeptit direnci, stafilokoklar, teikoplanin, vankomisin

SUMMARY

An Investigation of Glycopeptide Resistance in the Staphylococcus Strains Isolated From Various
Specimens in Istanbul Faculty of Medicine

The vancomycin resistance criteria for staphylococci is MIC =32 mg/L. Strains with 8-16 mg/L vancomycin MIC
are defined as strains with reduced susceptibility to vancomycin or vancomycin intermediate Staphylococcus aureus (VISA).
Today, the number of strains that display this feature are very few. However, some cases have been reported to show their
clinical significance such as relapses that followed vancomycin treatment and bacteremia which ended with death. In this
study, glycopeptide resistance were investigated in 135 strains (81 Staphylococcus aureus and 54 coagulase negative
staphylococci) which were isolated from various clinical specimens. For this aim agar screeen method has been applied.
The results showed no VISA or hVISA presence, but one (1.2 %) S.aureus was found to be resistant to teicoplanin (MIC
32 mg/L) and seven (13 %) coagulase negative staphylococci were determined to be heteroresistant to vancomycin (MIC
5-8 mg/L) and teicoplanin (MIC 32-64 mg/L) with the frequency of 106-1077.

Key words: glycopeptide resistance, staphylococci, teicoplanin,vancomycin

Yazisma adresi: Yasar Nakipoglu. Istanbul Tip Fakiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Capa, 34390 ISTANBUL
Tel.: (0212) 414 20 00-31975
e-posta:kirkukkirkuk@yahoo.com
Alindig1 tarih: 07.09.2004, revizyon kabul:09.10.2004

* 19.ANKEM Klinikler ve Tip Bilimleri Kongresi’nde sunulmugtur (30 May1s-03 Haziran 2004, Antalya)

209



Y Nakipoglu ve ark

GIRIS

1997 yilinda Japonya’da Hiramatsu(10) tarafindan iki
farkl: vankomisine azalmig duyarlilik gosteren (MIK 8 mg/L)
Staphylococcus aureus (VISA) susu bildirilmigtir. Vankomisinin
MIK ’u birinci sug i¢in 8 mg/L (orta duyarlt), ikinci sus i¢in
ise 2 mg/L (duyarlr) bulunmugtur. Ancak ikinci susun milyonda
bir hiicresi i¢in vankomisinin MIK’ unun yuksek oldugu
saptanmugtir. Birinci sugta goruilen dirence homojen, digerine
ise heterojen diren¢ adlar1 verilmektedir. 2002 yilinda
A.B.D.’den enterokoklarin vanA genini plazmid uizerinde
tagiyan vankomisine direncli (MIK 32 mg/L) ilk S.aureus
susu (VRSA) bildirilmigtir®. Bakteriyoloji laboratuvarlarmda
VRSA suglarinin rutin olarak kullamlan disk difuzyon yontemi
ile saptanmast mumkiindiir. Ancak VISA ve heteroVISA-
(hVISA) suglariin bu yontemle saptanmast olas1 degildir.
VISA suglar1 buyyonda diliisyon yontemi ile ve hVISA suglari
ise 4-6 mg/L vankomisin iceren beyin kalp infuzyon agar
besiyerine yogun bakteri ekimi ile saptanabilir(!4). hVISA
suglarinin klinik 6nemi henuiz kesin olarak aciklanmamakla
birlikte; boyle suslarla gelisen endokardit, bakteremi gibi
olgularda vankomisin tedavisinin basarsizlikla sonu¢landigini
bildiren yayinlar vardir(!4), Cahgmamizda klinik orneklerden
ve saglik personelinin el derisinden izole edilen S.aureus ve
koagiilaz negatif stafilokok (KNS) suslarinda vankomisin ve
teikoplanine homojen ve heterojen diren¢ ve bu direncin
sikliginin arastirilmasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Istanbul T1p Fakiltesi’nin cesitli kliniklerinden gonderilen
ornekler ve saglik personelinin el derisi drneklerinden Eylil
2001- Nisan 2002 tarihlerinde izole edilen 81 S.aureus ve 54
KNS olmak uizere toplam 135 stafilokok susunda agar tarama
yontemi ile vankomisin ve teikoplanin direnci aragtirilmistir.
Glikopeptitlere heterojen direncin belirlenmesinde kontrol
sug olarak Mu3 susu (Juntendo University, Department of
Bacteriology, Tokyo, Japonya) ve sonuglarin yorumlanmasinda
NCCLS kriterleri kullamlmistir1®), Buna gore vankomisin
icin MIK < 4 mg/L duyarli, 8-16 mg/L azalmis/orta duyarh
ve = 32 mg/L direncli; teikoplanin i¢in ise MIK <8 mg/L
duyarli, 16 mg/L azalmig/orta duyarli ve = 32 mg/L direncli
olarak kabul edilmigtir.

Vankomisine direncli stafilokoklarm belirlenmesi

Bu amagla Hiramatsu ve ark.(!1)’nin agar tarama yontemi
kullanilmigtir. Buna gore bakterinin bir gecelik kullturunden
0.5 McFarland (10 cfu/ml) standardinda siispansiyon
hazirlanmistir. Bu siispansiyondan 0.01 ml alinarak 4 mg/L
vankomisin (Sigma) i¢eren beyin kalp infuzyon (BKI) agar
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(BBL; Becton Dickinson) besiyerine ekim yapilmustir. 37°C’de
24-48 saat inkuibe edilmistir. 24 saatte besiyerinde goriilen
ureme homojen direnci (vankomisine azalmig duyarh veya
direncli), 48 saatte birkac koloninin (1-30 koloni) iremesi ise
heterojen direnci, herhangi bir iremenin olmamasi ise
vankomisine duyarliligi gostermigtir.

Populasyon analizi

Hiramatsu ve ark.!D’nin onerdigi yontem kullanilarak,
stafilokok suglarinda vankomisin ve teikoplanine heterojen
direng¢ siklig1 arastirilmigtir. Buna gore denenecek suslarin
ve kontrol susun BKI buyyonundaki bir gecelik kulturlerinin
bulaniklig1 0.5 McFarland standardina gore ayarlanmisgtir.
Bu kulturlerin 10’ar kat sulandirilmig stispansiyonlarindan
50’ser ml alinarak c¢esitli konsantrasyonlarda vankomisin (1,
2, 3,...10 mg/L) ve teikoplanin (1, 2, 4, 8,..128 mg/L) iceren
BKI agar besiyerlerine ekim yapilarak 37°C’de 48 saat
bekletilmistir. Her konsantrasyonda tireyen canli bakteri sayis1
hesaplanmustir. Koloni sayimi yapilarak, her konsantrasyondaki
ureyen canli bakteri sayilar1 y eksenine ve antibiyotik
konsantrasyonlari ise x eksenine yerlestirilerek grafik ¢izilmistir.
Boylece 10°-107 cfu/ml’de vankomisine ve teikoplanine
direncli (sirasiyla MIK >4 mg/L ve MIK =16 mg/L) bakteri
huicrelerinin siklig1 belirlenmistir.

Istatistiksel analiz
S.aureus ve KNS suglarindaki glikopeptit direncinin
karsilagtirilmasi i¢in Fisher testi kullanilmigtir.

BULGULAR

Heterojen direncli stafilokoklar

Incelenen 135 stafilokok susundan dokuzu vankomisinli
BKI agar besiyerinde iiremistir. Bunlardan ikisi (no. 2 ve 3)
metisiline duyarli S.aureus (MSSA), yedisi (no.4-10) ise
metisiline direncli S.haemolyticus suglaridir.

Populasyon analizi

Bu yontemde bir MSSA susu (no.2) vankomisinli BKI
agar besiyerinde Uremesine ragmen, bu sus i¢in vankomisin
ve teikoplanin MIK degerleri sirasiyla 4 ve 8 mg/L
bulundugundan, duyarl olarak kabul edilmistir. Diger sug
(no.3) ise vankomisine duyarli (MIK 3 mg/L) ve teikoplanine
direncli (MIK 32 mg/L) olarak saptanmigtir. Yedi
S.haemolyticus susu ise; biri diginda (no.6) vankomisine
azalmig duyarli (MIK 5-8 mg/L) ve teikoplanine direncli (MIK
32-64 mg/L) bulunmustur (Tablo). Stafilokoklarda heterojen
glikopeptit direnci siklig1 10-10-7 olarak saptanmuigtir (Sekil
1-4). Heterojen glikopeptid direnci saptanan suglarda yapilan
dogrulama deneylerinde de benzer sonuglar almmustir. Boylece
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81 S.aureus susundan birinde (% 1.2) ve 54 KNS susundan
yedisinde (% 13) heterojen glikopeptit direnci saptanmugtir.

Tablo: Incelenen stafilokok suslarinda heterojen glikopeptit direnci.

Sugslar Vankomisin* Teikoplanin*
(n:135) n (%) n (%)
S.aureus (n:81) 0 0) 1 (1.2
Koagiilaz negatif stafilokoklar (n:54) 6  (11) 7 (13)

* Koagiilaz negatif stafilokok suglarinda goriilen heterojen vankomisin ve teikoplanin
direnci S.aureus suglarina gore anlaml derecede daha yiiksek (vankomisin icin p=0.001,

teikoplanin icin p=0.007) bulunmustur.

Sekil 1: Iki S.aureus susunun (no. 2 ve 3) vankomisin heterodirenci yoniinden
populasyon analizi sonucu [her iki sus vankomisine duyarly (MIK 3-4 mg/L)].
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Sekil 2: Iki S.aureus susunun (no. 2 ve 3) teikoplanin heterodirenci yoniinden
populasyon analizi sonucu [no.2 duyarli (MIK 8 mg/L) ve no.3 heterojen
direngli (MIK 32 mg/L)].
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Sekil 3: KNS suslarimin (no.4-10) vankomisin heterodirenci yoniinden
populasyon analizi sonucu [4,5,7-10 no'lu suglar vankomisine azalmis duyarl

(5-8 mg/L), 6 no'lu sus duyarlt (4 mg/L)].
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Sekil 4: KNS suslarimin (no.4-10) teikoplanin heterodirenci yoniinden
populasyon analizi sonucu [tiim suslar direncli (MIK 32-64 mg/L)].

CFULOG10)

TEIKOPLANIN (mg/L)

TARTISMA

Turkiye’de glikopeptit antibiyotiklere (vankomisin ve
teikoplanin) kullanim izinleri sirasiyla 1994 ve 1996’da
verilmistir. Bu tarihten sonra metisiline direncli stafilokok
infeksiyonlarmin tedavisinde yaygin olarak kullanilmiglardir.
Bu kadar yogun kullanilmalarina ragmen, ¢calismamizda elde
ettigimiz sonuclara gore 81 S.aureus sugsunun sadece bir saglik
personelinin el derisinden izole edilen birinde (% 1.2) (no.3)
teikoplanine heterodiren¢ (MIK 32 mg/L) bulunmugtur. VISA
susu saptanmamugtir. Hiramatsu ve ark.(!1)’nin yaptiklari bir
calismada 1149 S.aureus susundan 34 (% 3)’u hVISA olarak
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belirlenmistir. Ancak yine Japonya’dan bir bagka arastirici
grubu 6,625 S.aureus susunda vankomisin direncine
rastlamamigtir(!2), Daha sonra diinyanin gesitli yerlerinden
VISA ve hVISA suslar1 bildirilmistir(1-3.7.8,13.15,17.18)
Gruneberg ve Hryniewiez(® Avrupa grubu adina yaymladiklart
bir caligmada toplam 1594 KNS susunun tamamini
vankomisine duyarl1,% 0.7’sini ise teikoplanine direncli
bulmuslardir. Cesitli Avrupa ulkelerinden hVISA prevalansi
ise % 0.2-% 6 arasinda [Italya % 1.1115) | Almanya % 0.2(2),
Fransa % 0.6(17) ve Hollanda % 6(7)] bildirilmistir. Bu oranlar
Uzak Asya ulkelerinden Tayland ve Kore’de sirasiyla
% 1.93U8) ve % 0.54(13) olarak saptanmugtir. Turkiye’ de ilk
hVISA susu Giillay ve ark.(9) tarafindan 1998 yilinda
bildirilmistir. Caligmamizda heteroglikopeptit (vankomisin
ve teikoplanin) direnci KNS suglarinda, S.aureus suglarina
gore daha yuksek oranda (% 11 ve % 13) saptanmistir. Bu iki
antibiyotige diren¢ gelisimlerinin tarihsel olarak gozden
gecirildigi arastirmalarda, dnce teikoplanin direncinin gelistigi
ve bunu dusik duzeyde vankomisin direncinin izledigi
belirlenmigtir(10,11),

MRSA infeksiyonlarinin tedavisinde tek secenek olmas,
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda izole edilen stafilokok
suglarinda vankomisin direncinin suirekli olarak izlenmesini
zorunlu hale getirmigtir. Ustelik stafilokoklarda vankomisin
direncinin plazmit aracilig1 ile yayilabileceginin belirlenmesi
ve A.B.D.’nde bu 0zellige sahip ui¢c ayr1 susun (VRSA)
tanimlanmasi, ayrica bugiine kadar cesitli ulkelerden 14 VISA
susunun bildirilmis olmasi; konuyu tim diinyada ilgi odag:
haline getirmistir(>-:6),

Heterojen glikopeptit direncli stafilokoklarin klinik
oneminin ve infeksiyonlarinin vankomisinle tedavisindeki
bagarinin; infeksiyon bolgesine, hastanin bagigiklik durumuna,
altta yatan hastalik ve/veya cerrahi girigsim varligina, yogun
bakim ve karaciger nakli gibi faktorlere bagli oldugu
bildirilmistir(!-!9). Ancak heterojen vankomisin direncinin,
vankomisine homojen direngli suglarm (VISA suslarinin)
ortaya ¢ikmasinda ilk adim olmasi nedeniyle, rutin olarak
kullanilan disk difuzyon yontemine ek olarak agar tarama
yonteminin de uygulanmasi gereklidir(10-11.17) Ozellikle
MRSA ve MRKNS prevalans: yuksek olan hastanelerde,
stafilokoklardaki glikopeptit direncinin yaninda,
heteroglikopeptit direncinin de izlenmesi yararli olacaktir.
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