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OZET

Antibakteriyel direncin dogru belirlenmesi etkin infeksiyon kontrol ¢alismalarinda klinik mikrobiyoloji laboratuvarla-
rinm onemli bir sorumlulugudur. Bu amagla giiniimiizde halen temel olarak kullanilan konvansiyonel yontemlerin yani sira
otomatize sistemlerin ve bagka yontemlerin de kullanilmas: gerekli olmaktadir. Bu ihtiyag coklu direngli bakterilerin yaygin
oldugu merkezlerde daha da belirgindir. Bu amagla yapilan kiiltiir ve ardindan fenotipik duyarlilik testleri halen pek ¢ok la-
boratuvarda uygulanan temel yaklagimdir. Ancak fenotipik testlerin sonuglandirilmast bakterinin kiiltiirde iiretilmesinden
sonra 24-28 saat kadar bir stireyi gerektirmektedir. Bu nedenle son 20 yilda immunolojik veya molekiiler tekniklere dayali ha-
zirlanmmg hizli duyarhilik testleri biiyiik onem kazanmugtir. Stafilokoklarda mecA veya enterokoklarda vanA belirlenmesi gibi
giivenilir testlerden elde edilecek pozitif sonuglar hastalara daha erken donemde uygun antibiyotik tedavisinin baglanmasin
sagladig1 gibi, olast salginlarin erken donemde tespitine ve hastalarin uygun sartlarda izolasyonuna imkan tanimaktadir.

Anahtar sozciikler: antibakteriyel direng, enterokok, stafilokok
SUMMARY
Detection of Methicillin Resistance in Staphylococci and Vancomycin Resistance in Enterococci

Effective infection control efforts obviously depend on the performance of the laboratory to detect the emerging resis-
tant pathogens accurately and confirm the resistance patterns by additional methods to conventional or automated systems.
Conventional methods still remain the predominat approaches for detection and identification of bacteria and resistance pat-
terns. However, the estimated time for conventional tests to detect resistance is minimum 24-48 hours for MRSA, VRE
and/or other epidemiologically important pathogens. Most of the tests used for rapid detection require bacterial growth in cul-
ture. Rapid methods based on immunologic or molecular technologies have contributed to our ability significantly. Molecu-
lar assays for several resistance markers are reliable such as mecA in staphylococci and vanA in enterococci. A positive result
from any of these tests may allow more rapid institution of appropriate isolation precautions and/or early investigation of po-
tential outbreaks besides is often crucial for the optimal therapy of infected patients.

Keywords: antibacterial resistance, enterococci, staphylococci

Staphylococcus aureus’da metisilin direncinin altin standarttir ve referans laboratuvarlarda
saptanmas1 amaciyla kullanilan testler uygulanmas1 beklenmektedir. MecA geninin

Konvansiyonel kiiltiir yontemleriyle S.au- tespiti icin lateks aglutinasyon testleri (LA) ve
reus’un tanimlanmasi gii¢ olmamasina ragmen; niikleik asit ¢ogaltma temeline dayali testler de
metisilin direncinin belirlenmesi inokiilum mik- gelistirilmistir. LA testleri PBP2a’nin lateks ile
tar1, inkiibasyon zamani, besiyerinin pH’s1 ve kapli monoklonal antikorlar ile reaksiyon ver-
tuz konsantrasyonu gibi pek ¢ok faktorden etki- mesine dayanir. Soloaga ve ark.(20’nin 79 mecA
lenen, zaman gerektiren bir yontemdir. pozitif, 21 mecA negatif S.aureus izolatin1 disk

Metisilin direnci mecA geni varliginda be- difiizyon, agar diliisyon, oksasilin agar tarama
ta-laktam antibiyotiklere kars1 diisiik afinitesi testi ve metisilin direncli S.aureus (MRSA)-Scre-
olan alternatif bir penisilin baglayan protein en Latex (Denka Seiken, Niigata, Japan) ile test
(PBP2a) sentezi sonucu olusur. MecA geninin ettikleri bir ¢calismada biitiin testlerin duyarhilig:
saptanmas1 metisilin direncinin saptanmasinda % 95-100 arasinda bulunmustur. Ancak LA tes-
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tinin sonucu 15 dakika igerisinde verebilmesi
onemli bir avantaj olarak degerlendirilmisgtir.
Doksan dokuz MRSA ve metisilin duyarl S.au-
reus (MSSA) susu ile yapilan bir bagka ¢alisma-
da ise testin duyarliligi % 100, 6zgiinliigii ise %
97 bulunmustur®).

Koagiilaz negatif stafilokoklarda (KNS) ise
mecA geninin heterojen olarak sentezlenmesi fe-
notipik testlerle metisilin direncinin gosterilme-
sini zorlastirmaktadir. MRSA suslarinin tanim-
lanmasinda basarili sonuglar veren MRSA-Scre-
en Latex testi KNS i¢in kullanildiginda Staphylo-
coccus epidermidis ile basarili sonuglar vermis,
ancak Staphylococcus wagneri, Staphylococcus si-
mulans, Staphylococcus lugdunensis ve Staphylo-
coccus hominis suslarinda yanlis pozitif sonuglar
elde edilmistir(8:30), Yiiksek inokulum kullanil-
masl testin O0zellikle KNS'lar i¢in 6zgiinligiini
ve duyarliigini artirmaktadir®. LA testinin ru-
tin olarak klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarin-
da kullaniminin yararlanimini arastiran bir ¢a-
Iismada; Gram pozitif lireme saptanan 25 kan
kiltirtintin alt kiltirleri yapilmis ve plakta
iireme goriiniir hale gelir gelmez LA testi (OLA;
Oxoid, Baginstoke, England) uygulanmigtir.
OLA sonuglar1 oksasilin MIK sonuglari ile % 100
korelasyon gostermis; LA testi ile ortalama 19.4
saat erken sonu¢ alinmistir. Bu sonuglarla 25
hastadan 15inin tedavileri degistirilmistir(17).

Kiime halinde Gram pozitif kok tiremesi
saptanan 200 kan kiiltiirtiniin ticari bir gen prob
hibridizasyon cihazi ile (EVIGENE MRSA De-
tection Kit; Statens Serum Insitut) test edildigi
bir calismada, PZR ve kiiltiir ile saptanan tim
MRSA izolatlar1 dogru tanimlamustir. Bu cihaz
ile stafilokoklara spesifik 165 rRNA, mecA ve
nuc genleri saptanarak metisilin direnci yanisira
KNS ayirimi da tanimlanmugtir(15). Bir bagka ti-
cari kimerik prob esasina dayali cihaz olan Ve-
logene Rapid MRSA Identification Assay (ID Bi-
omedical Corp., Vancouver, British Columbia,
Canada) yine MRSA tanimlamasi i¢in kullani-
lan lateks aglutinasyon, BBL Crystal MRSA ID
System (Becton Dickinson, Cockeysville, MD)
ve PZR yontemiyle karsilastirilmistir. Testlerin
duyarlilig1 ve 6zglinliigii Velogene igin % 98.5 -
% 100, LA igin % 98.5 - % 100 ve BBL Crystal
MRSA ID iginse % 98.5 - % 98 olarak bulunmus-
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tur. Velogene ozellikle PZR ile mecA geninin
saptanmasinin miimkiin olmadig1 durumlarda
uygun bir alternatif olabilmektedir(10). Gen
prob hibridizasyon yontemleri PZR ile iligkili
geri degerlendirme olmaksizin MRSA tanimla-
masin yapabilmektedir.

Gegtigimiz 10 yilda MRSA tanimlamasi
icin PZR esasina dayali pek cok cihaz gelistiril-
mistir. Murakami ve ark.(18) S.aureus icin; Pre-
dari ve ark.2?) ise KNS'lar icin basarili calisma-
lar yapmuiglardir. Tek primer kullanan bu PZR
yontemleri, uygulanmasi kolay olmasina rag-
men inhibisyona kars1 dayaniksizdir. Tiim izo-
latlarda bulunan bir geni ¢ogaltmak tizere ekle-
necek ikinci bir primer seti bu sorunu ¢6zebil-
mistir. Nuc ve mecA genlerini amplifiye eden bir
multipleks PZR yontemiyle 135 S.aureus ve 84
KNS test edilmis; nuc spesifik sekanslarin amp-
lifikasyonu ile tiir diizeyinde yapilan tanimla-
ma ile tamamen uyumlu bulunmustur@?). Bir
baska calismada coa-spesifik PZR ile konvansi-
yonel lam agliitinasyon testi sonuglarinin birbi-
riyle % 100 uyumlu oldugu gosterilmistir(D. 165
rRNA'min bir parcasinin MRSA igin internal
kontrol olarak kullanildig1 ¢alismalarda basarili
sonuglar alinmistir®10), Zambardi ve ark.(?9
468 S.aureus izolatin1 gyr genini internal kontrol
olarak kullanarak metisilin direnci i¢in test et-
mis; asir1 diizeyde beta-laktamaz salgilayan sus-
lar disginda MIK degerleri ile uyumlu sonuglar
elde etmigtir. Towner ve ark.27’nin gelistirdigi
mecA ve femB genlerinin ¢ogaltilmasina dayali
multipleks PZR yontemiyle test edilen 152 S.au-
reus izolatinda 401 MIK testleri ile metisilin di-
rencli olarak tanimlanmis; fakat bunlardan sa-
dece 24’tiniin mecA genine sahip oldugu goste-
rilmistir. Yanisira MIK yontemiyle metisiline
hassas olarak degerlendirilen suslarm ikisi mecA
pozitif bulunmustur. Unal ve ark.28) internal
kontrol olarak S.aureus’ta peptidoglikan sente-
zinde gorev yapan femA genini kullanmis; test
edilen 79 S.aureus izolat1 igin PZR ve fenotipik
testler arasinda uyumlu sonuglar elde edilmis-
tir. Yine bu grup tarafindan ayni primer seti
kullanilarak tilkemizde izole edilen suslarda da
PZR yontemi ile metisilin direnci tespiti ¢alig-
malar1 yapilmistir(12),

Coklu ilag direnci nedeniyle MRSA infek-



siyonlarimin tedavisinde giicliik yasanmaktadir.
Mupirosin 6zellikle MRSA tasiyicilar: icin uy-
gun bir tedavi alternatifi olabilmektedir. Zhang
ve ark.G®D 165 rRNA, nuc, mecA, mupA (mupiro-
sin direncinde rol oynayan gen) genlerini hedef-
leyen kuadripleks PZR yonteminde ayn1 anda
S.aureus, KNS ayirimini ve metisilin, mupirosin
direncini belirlemeyi amaglamistir. Calismaya
99 ATCC ve 323 daha once tanimlanmig klinik
izolat dahil edilmistir. Yontemin 6zginligii ve
duyarliligi % 100 bulunmustur.

PZR yontemi ile klinik materyalden dog-
rudan MRSA varligini tanimlamaya yonelik ilk
calisma Kitagawa ve ark.(D tarafindan yapil-
mustir. Calismaya major cerrahi sonrasi ytiksek
ates ve diyare gelisen 35 hasta ve alt1 saglikli go-
nillii dahil edilmistir. Kan kiiltiirtinden yapilan
PZR ile mecA geni saptanan 12 hastanin kan kiil-
ttrlerinde de MRSA izole edilmistir. Diger has-
talar ve saglikli goniilliilerin hicbirinde kan kiil-
tirti veya PZR pozitifligi saptanmamistir. PZR
sonugclar1 dort saat igerisinde, kiltiir sonuglar:
48 saatte alinmugtir.

Gergek zamanli PZR yontemiyle klasik
PZR yontemine gore daha hizli ve daha az kon-
taminasyon riski tagiyarak direng geni belirlene-
bilmektedir. Shrestha ve ark.25 MRSA'nin kan
kiiltiirlerinden LightCycler sistemi (Roche Mo-
lecular Biochemicals, Mannheim, Germany) ile
belirlenmesi i¢in yaptiklar: ¢calismada mecA ve
sa442 genlerini hedeflemistir. Ureme sinyali ve-
ren ve yapilan boyamada kiime yapan Gram
pozitif kok goriilen kan kiilttirleri hem konvan-
siyonel kiiltiir yontemiyle hem de LightCycler
sistemi ile test edilmistir. LightCycler sisteminin
MRSA igin 6zgiinligii ve duyarlhiligl % 100"iken;
KNS'larda duyarliik % 77.4, ozgiinlik ise %
92.3 olarak bulunmustur. Bu yontem klinisye-
nin S.aureus bakteriyemisini ve metisilin diren-
cini 24-36 saat daha erken O0grenmesini sagla-
mastir.

bDNA sinyal amplifikasyon sistemi ise Or-
nek hazirlama asamasinda ozellik gerektirme-
yen ve PZR yontemindeki en onemli sorunlar-
dan biri olan inhibitorlerden etkilenmeyen bir
yontemdir. Bu yontem 416 klinik izolattan mecA
geninin varligini arastirmak igin test edildigin-
de PZR ile % 100 uyumlu sonug alinmistir().
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Sonuglar 6 saat icerisinde alinabilmistir.
CytAMP (Cytocell Ltd., Adderbury, Ox-
ford, United Kingdom) cihazinin MRSA
RNA’smi izotermal sinyal esasina dayali olarak
amplifiye ettigi belirtilmektedir. Hedef genler
coa ve mecA’dir. Bu sekilde ayn1 anda hem S.au-
reus tanimlamasii yapabilmekte hem de meti-
silin direncini saptamaktadir. Levi ve ark.(14)
CytAMP sistemini tarama igin alinan siiriinti
orneklerinde denemislerdir. CytAMP cihaz1 ve
mecA-femB PZR sisteminin her ikisi de 396 klinik
materyalden 113 MRSA izolatin1 tanimlarken,
konvansiyonel kiiltiir metodu 109 MRSA izola-
tin1 tanimlayabilmistir. Konvansiyonel kiiltiir
ve CytAMP yontemlerinin duyarlilik ve 6zgtin-
likleri birbirine benzer olmakla birlikte;
CytAMP yontemi klinik 6rneklerin zenginlesti-
rilmis s1v1 besiyerinde bir gecelik inkiibasyonu
sonras1 uygulanmasi ile ertesi giin sabahtan kli-

nige sonuglarin rapor edilmesine imkan vermis-
tir(13),

Enterokoklarda vankomisin direncinin sap-
tanmas1 amaciyla kullanilan testler
Enterokoklar 6nemi giderek artan nozoko-
miyal infeksiyon etkeni bakterilerdir. Hastane
ortaminda gevre yiizeylerinden, hastane perso-
nelinin ellerinden ve kullanilan cihazlardan izo-
le edilmektedirler. Beta-laktamlar, aminogliko-
zidler, trimetoprim-stilfametoksazol ve linkoza-
midlere karsi intrensek dirence sahip olmalar1
glikopeptidleri tedavi igin 6nemli bir secenek
haline getirmistir. Ancak enterokoklarin bu an-
tibiyotiklere kars1 direng gelistirmesi ¢ok uzun
zaman almamuistir. VanA geninin varliginda D-
Ala-D-Ala ligaz tretimi ile peptidoglikan yan
zincirleri glikopeptidler igin diisiik afiniteye sa-
hip olan D-alanil-D-laktat seklinde ifade edil-
mektedir. VanA fenotipi en sik goriilen fenotip-
tir ve ytiksek diizeyde vankomisin ve teikopla-
nin direncine neden olmaktadir. Enterococcus fae-
calis, Enterococcus faecium, Enterococcus avium ve
Enterococcus durans’ta gosterilmistir. VanB feno-
tipi ise vankomisine kars1 dirence neden olur-
ken in-vitro olarak teikoplanine duyarhdir. VanA
ve vanB tiplerinin temel 6zelligi indiiklenebilir
olmalar1 ve plazmid araciligiyla transfer edile-
bilmeleridir. VanC, Enterococcus gallinarum ve



Enterococcus casseliflavus icin yapisaldir. VanD,
E.faecium, vanE ise E.faecalis igin yapisaldir®.

Gilintimtizde pek ¢ok hastanenin VRE i¢in
siirveyans programlar1 mevcuttur. Genelde kiil-
tiire dayali metodlar kullanilmakta; bunlarin so-
nuclandirilmasi zaman almaktadir. VRE tespiti
igin ilk molekiiler yontem Dutka-Malen ve
ark.® tarafindan tanimlanmis, multipleks PZR
ile vanA, vanB, vanC1, vanC2 ve vanC3’l sapta-
mak tlizere primer setleri gelistirilmistir. Satake
ve ark.(?d perirektal veya rektal siiriintii 6rnek-
lerini PZR ile test etmistir. Seksen yedi 6rnegin
kiiltiiriinde VRE saptanmig; bunlarm 59'u mul-
tipleks PZR ile, 77’si ise tek primerin kullanildi-
g1 PZR ile vanA pozitif bulunmustur. Bu calis-
mada PZR duyarliligr (% 88.5) diisiik bulun-
mustur. Ayni primerlerin bir miktar degistiril-
mis sekli ile yapilan calismalarda ise daha iyi
sonugclar elde edilmis; fakat duyarhilik hi¢bir za-
man % 100’e ulagsmamigtir(21,23),

Patel ve ark.9 farkli primer setleri ile
PZR iirtinlerinin restriksiyon enzim analizlerini
yaptiklari calismada 100 klinik izolat1 test etmis-
tir. Izolatlardan 10’unun vanA, 30’unun vanB,
12’sinin vanC1, 6’smn vanC2 ve 1'inin hem vanA
hem de vanC1 tasidiklar1 gosterilmistir. Jayarat-
ne ve Rutherford® PZR ile konvansiyonel kiil-
tiir yontemini karsilastirmis ve ayda ortalama
1200 VRE siirveyans kiltiirii yapan bir labora-
tuvar icin maliyet etkinligini aragtirmustir. Litre-
de 6 mg vankomisin igeren safra eskiilin agarda
ireme saptanan 657 klinik 6rnek multipleks
PZR ile de vanA ve vanB genleri agisindan pozi-
tif bulunmustur. PZR'mn duyarliigt % 95.4, 6z-
gunliigi ise % 99.8 bulunmustur. PZR"1n ortala-
ma maliyeti test basina 8.26 Kanada Dolar1'yken
kiiltiir icin bu maliyet 9.45 Kanada Dolar1 ol-
mustur. PZR ile sonug ortalama 48 saat ile ali-
nirken kiiltlr ile sonug 96 saatte alinabilmistir.
Bu sonuglar; 6zellikle siirveyans kiiltiirleriyle
yogun bir sekilde ugrasan laboratuvarlar igin
PZR yonteminin maliyet-etkinlik acisindan da-
ha uygun olacagini diistindiirmektedir.

Gergek zamanli PZR, VRE saptanmasi igin
klasik PZR yontemlerinden ve kiiltiir metodun-
dan ¢ok daha hizli saptama sansini sunmakta-
dir. Palladino ve ark.(9 LightCycler (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany)
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ile konvansiyonel kiiltiirii VRE saptanmasi
amaciyla karsilastirmis; kullanilan zenginlestir-
me besiyerinden direk PZR yapilmasi besiyerin-
den yapilan fenotipik tanimlama testlerine gore
daha duyarli bulunmustur. Dogrudan rektal sii-
riinti 6rneklerinden PZR yapildiginda ise so-
nuglar ¢ok hizli elde edilmesine ragmen yonte-
min duyarlilig: kiiltiire gore diisiik kalmugtir.

Yiiksek diizey aminoglikozid direnci ise
enterokoklardaki bir diger 6nemli direng soru-
nudur. Molekiiler yontemlerin kullanilarak di-
rencin saptanmasi bazi epidemiyolojik ¢calisma-
lara konu olmus; basarili sonuglar alinmasina
ragmen direng genlerinin fazlaligr bu konudaki
en onemli kisitlayic faktor olmustur.
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