
ÖZET

Antibakteriyel direncin do¤ru belirlenmesi etkin infeksiyon kontrol çal›flmalar›nda klinik mikrobiyoloji laboratuvarla-
r›n›n önemli bir sorumlulu¤udur. Bu amaçla günümüzde halen temel olarak kullan›lan konvansiyonel yöntemlerin yan› s›ra
otomatize sistemlerin ve baflka yöntemlerin de kullan›lmas› gerekli olmaktad›r. Bu ihtiyaç çoklu dirençli bakterilerin yayg›n
oldu¤u merkezlerde daha da belirgindir. Bu amaçla yap›lan kültür ve ard›ndan fenotipik duyarl›l›k testleri halen pek çok la-
boratuvarda uygulanan temel yaklafl›md›r. Ancak fenotipik testlerin sonuçland›r›lmas› bakterinin kültürde üretilmesinden
sonra 24-28 saat kadar bir süreyi gerektirmektedir. Bu nedenle son 20 y›lda immunolojik veya moleküler tekniklere dayal› ha-
z›rlanm›fl h›zl› duyarl›l›k testleri büyük önem kazanm›flt›r. Stafilokoklarda mecA veya enterokoklarda vanA belirlenmesi gibi
güvenilir testlerden elde edilecek pozitif sonuçlar hastalara daha erken dönemde uygun antibiyotik tedavisinin bafllanmas›n›
sa¤lad›¤› gibi, olas› salg›nlar›n erken dönemde tespitine ve hastalar›n uygun flartlarda izolasyonuna imkan tan›maktad›r. 
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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.
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Staphylococcus aureus’da metisilin direncinin
saptanmas› amac›yla kullan›lan testler

Konvansiyonel kültür yöntemleriyle S.au-
reus’un tan›mlanmas› güç olmamas›na ra¤men;
metisilin direncinin belirlenmesi inokülum mik-
tar›, inkübasyon zaman›, besiyerinin pH’s› ve
tuz konsantrasyonu gibi pek çok faktörden etki-
lenen, zaman gerektiren bir yöntemdir. 

Metisilin direnci mecA geni varl›¤›nda be-
ta-laktam antibiyotiklere karfl› düflük afinitesi
olan alternatif bir penisilin ba¤layan protein
(PBP2a) sentezi sonucu oluflur. MecA geninin
saptanmas› metisilin direncinin saptanmas›nda

alt›n standartt›r ve referans laboratuvarlarda
uygulanmas› beklenmektedir. MecA geninin
tespiti için lateks aglutinasyon testleri (LA) ve
nükleik asit ço¤altma temeline dayal› testler de
gelifltirilmifltir. LA testleri PBP2a’n›n lateks ile
kapl› monoklonal antikorlar ile reaksiyon ver-
mesine dayan›r. Soloaga ve ark.(26)’n›n 79 mecA
pozitif, 21 mecA negatif S.aureus izolat›n› disk
difüzyon, agar dilüsyon, oksasilin agar tarama
testi ve metisilin dirençli S.aureus (MRSA)-Scre-
en Latex (Denka Seiken, Niigata, Japan) ile test
ettikleri bir çal›flmada bütün testlerin duyarl›l›¤›
% 95-100 aras›nda bulunmufltur. Ancak LA tes-
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tinin sonucu 15 dakika içerisinde verebilmesi
önemli bir avantaj olarak de¤erlendirilmifltir.
Doksan dokuz MRSA ve metisilin duyarl› S.au-
reus (MSSA) suflu ile yap›lan bir baflka çal›flma-
da ise testin duyarl›l›¤› % 100, özgünlü¤ü ise %
97 bulunmufltur(3).

Koagülaz negatif stafilokoklarda (KNS) ise
mecA geninin heterojen olarak sentezlenmesi fe-
notipik testlerle metisilin direncinin gösterilme-
sini zorlaflt›rmaktad›r. MRSA sufllar›n›n tan›m-
lanmas›nda baflar›l› sonuçlar veren MRSA-Scre-
en Latex testi KNS için kullan›ld›¤›nda Staphylo-
coccus epidermidis ile baflar›l› sonuçlar vermifl,
ancak Staphylococcus wagneri, Staphylococcus si-
mulans, Staphylococcus lugdunensis ve Staphylo-
coccus hominis sufllar›nda yanl›fl pozitif sonuçlar
elde edilmifltir(7,8,30). Yüksek inokulum kullan›l-
mas› testin özellikle KNS’lar için özgünlü¤ünü
ve duyarl›l›¤›n› art›rmaktad›r(4). LA testinin ru-
tin olarak klinik mikrobiyoloji laboratuvarlar›n-
da kullan›m›n›n yararlan›m›n› araflt›ran bir ça-
l›flmada; Gram pozitif üreme saptanan 25 kan
kültürünün alt kültürleri yap›lm›fl ve plakta
üreme görünür hale gelir gelmez LA testi (OLA;
Oxoid, Baginstoke, England) uygulanm›flt›r.
OLA sonuçlar› oksasilin M‹K sonuçlar› ile % 100
korelasyon göstermifl; LA testi ile ortalama 19.4
saat erken sonuç al›nm›flt›r. Bu sonuçlarla 25
hastadan 15’inin tedavileri de¤ifltirilmifltir(17).

Küme halinde Gram pozitif kok üremesi
saptanan 200 kan kültürünün ticari bir gen prob
hibridizasyon cihaz› ile (EVIGENE MRSA De-
tection Kit; Statens Serum Insitut) test edildi¤i
bir çal›flmada, PZR ve kültür ile saptanan tüm
MRSA izolatlar› do¤ru tan›mlam›flt›r. Bu cihaz
ile stafilokoklara spesifik 16S rRNA, mecA ve
nuc genleri saptanarak metisilin direnci yan›s›ra
KNS ay›r›m› da tan›mlanm›flt›r(15). Bir baflka ti-
cari kimerik prob esas›na dayal› cihaz olan Ve-
logene Rapid MRSA Identification Assay (ID Bi-
omedical Corp., Vancouver, British Columbia,
Canada) yine MRSA tan›mlamas› için kullan›-
lan lateks aglutinasyon, BBL Crystal MRSA ID
System (Becton Dickinson, Cockeysville, MD)
ve PZR yöntemiyle karfl›laflt›r›lm›flt›r. Testlerin
duyarl›l›¤› ve özgünlü¤ü Velogene için % 98.5 -
% 100, LA için % 98.5 - % 100 ve BBL Crystal
MRSA ID içinse % 98.5 - % 98 olarak bulunmufl-

tur. Velogene özellikle PZR ile mecA geninin
saptanmas›n›n mümkün olmad›¤› durumlarda
uygun bir alternatif olabilmektedir(16). Gen
prob hibridizasyon yöntemleri PZR ile iliflkili
geri de¤erlendirme olmaks›z›n MRSA tan›mla-
mas›n› yapabilmektedir. 

Geçti¤imiz 10 y›lda MRSA tan›mlamas›
için PZR esas›na dayal› pek çok cihaz gelifltiril-
mifltir. Murakami ve ark.(18) S.aureus için; Pre-
dari ve ark.(22) ise KNS’lar için baflar›l› çal›flma-
lar yapm›fllard›r. Tek primer kullanan bu PZR
yöntemleri, uygulanmas› kolay olmas›na ra¤-
men inhibisyona karfl› dayan›ks›zd›r. Tüm izo-
latlarda bulunan bir geni ço¤altmak üzere ekle-
necek ikinci bir primer seti bu sorunu çözebil-
mifltir. Nuc ve mecA genlerini amplifiye eden bir
multipleks PZR yöntemiyle 135 S.aureus ve 84
KNS test edilmifl; nuc spesifik sekanslar›n amp-
lifikasyonu ile tür düzeyinde yap›lan tan›mla-
ma ile tamamen uyumlu bulunmufltur(22). Bir
baflka çal›flmada coa-spesifik PZR ile konvansi-
yonel lam aglütinasyon testi sonuçlar›n›n birbi-
riyle % 100 uyumlu oldu¤u gösterilmifltir(1). 16S
rRNA’n›n bir parças›n›n MRSA için internal
kontrol olarak kullan›ld›¤› çal›flmalarda baflar›l›
sonuçlar al›nm›flt›r(6,10). Zambardi ve ark.(29)

468 S.aureus izolat›n› gyr genini internal kontrol
olarak kullanarak metisilin direnci için test et-
mifl; afl›r› düzeyde beta-laktamaz salg›layan sufl-
lar d›fl›nda M‹K de¤erleri ile uyumlu sonuçlar
elde etmifltir. Towner ve ark.(27)’n›n gelifltirdi¤i
mecA ve femB genlerinin ço¤alt›lmas›na dayal›
multipleks PZR yöntemiyle test edilen 152 S.au-
reus izolat›nda 40’› M‹K testleri ile metisilin di-
rençli olarak tan›mlanm›fl; fakat bunlardan sa-
dece 24’ünün mecA genine sahip oldu¤u göste-
rilmifltir. Yan›s›ra M‹K yöntemiyle metisiline
hassas olarak de¤erlendirilen sufllar›n ikisi mecA
pozitif bulunmufltur. Ünal ve ark.(28) internal
kontrol olarak S.aureus’ta peptidoglikan sente-
zinde görev yapan femA genini kullanm›fl; test
edilen 79 S.aureus izolat› için PZR ve fenotipik
testler aras›nda uyumlu sonuçlar elde edilmifl-
tir. Yine bu grup taraf›ndan ayn› primer seti
kullan›larak ülkemizde izole edilen sufllarda da
PZR yöntemi ile metisilin direnci tespiti çal›fl-
malar› yap›lm›flt›r(12).

Çoklu ilaç direnci nedeniyle MRSA infek-
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siyonlar›n›n tedavisinde güçlük yaflanmaktad›r.
Mupirosin özellikle MRSA tafl›y›c›lar› için uy-
gun bir tedavi alternatifi olabilmektedir. Zhang
ve ark.(31) 16S rRNA, nuc, mecA, mupA (mupiro-
sin direncinde rol oynayan gen) genlerini hedef-
leyen kuadripleks PZR yönteminde ayn› anda
S.aureus, KNS ay›r›m›n› ve metisilin, mupirosin
direncini belirlemeyi amaçlam›flt›r. Çal›flmaya
99 ATCC ve 323 daha önce tan›mlanm›fl klinik
izolat dahil edilmifltir. Yöntemin özgünlü¤ü ve
duyarl›l›¤› % 100 bulunmufltur.

PZR yöntemi ile klinik materyalden do¤-
rudan MRSA varl›¤›n› tan›mlamaya yönelik ilk
çal›flma Kitagawa ve ark.(11) taraf›ndan yap›l-
m›flt›r. Çal›flmaya major cerrahi sonras› yüksek
atefl ve diyare geliflen 35 hasta ve alt› sa¤l›kl› gö-
nüllü dahil edilmifltir. Kan kültüründen yap›lan
PZR ile mecA geni saptanan 12 hastan›n kan kül-
türlerinde de MRSA izole edilmifltir. Di¤er has-
talar ve sa¤l›kl› gönüllülerin hiçbirinde kan kül-
türü veya PZR pozitifli¤i saptanmam›flt›r. PZR
sonuçlar› dört saat içerisinde, kültür sonuçlar›
48 saatte al›nm›flt›r.

Gerçek zamanl› PZR yöntemiyle klasik
PZR yöntemine göre daha h›zl› ve daha az kon-
taminasyon riski tafl›yarak direnç geni belirlene-
bilmektedir. Shrestha ve ark.(25) MRSA’n›n kan
kültürlerinden LightCycler sistemi (Roche Mo-
lecular Biochemicals, Mannheim, Germany) ile
belirlenmesi için yapt›klar› çal›flmada mecA ve
sa442 genlerini hedeflemifltir. Üreme sinyali ve-
ren ve yap›lan boyamada küme yapan Gram
pozitif kok görülen kan kültürleri hem konvan-
siyonel kültür yöntemiyle hem de LightCycler
sistemi ile test edilmifltir. LightCycler sisteminin
MRSA için özgünlü¤ü ve duyarl›l›¤› % 100’iken;
KNS’larda duyarl›l›k % 77.4, özgünlük ise %
92.3 olarak bulunmufltur. Bu yöntem klinisye-
nin S.aureus bakteriyemisini ve metisilin diren-
cini 24-36 saat daha erken ö¤renmesini sa¤la-
m›flt›r.

bDNA sinyal amplifikasyon sistemi ise ör-
nek haz›rlama aflamas›nda özellik gerektirme-
yen ve PZR yöntemindeki en önemli sorunlar-
dan biri olan inhibitörlerden etkilenmeyen bir
yöntemdir. Bu yöntem 416 klinik izolattan mecA
geninin varl›¤›n› araflt›rmak için test edildi¤in-
de PZR ile % 100 uyumlu sonuç al›nm›flt›r(25).

Sonuçlar 6 saat içerisinde al›nabilmifltir. 
CytAMP (Cytocell Ltd., Adderbury, Ox-

ford, United Kingdom) cihaz›n›n MRSA
RNA’s›n› izotermal sinyal esas›na dayal› olarak
amplifiye etti¤i belirtilmektedir. Hedef genler
coa ve mecA’d›r. Bu flekilde ayn› anda hem S.au-
reus tan›mlamas›n› yapabilmekte hem de meti-
silin direncini saptamaktad›r. Levi ve ark.(14)

CytAMP sistemini tarama için al›nan sürüntü
örneklerinde denemifllerdir. CytAMP cihaz› ve
mecA-femB PZR sisteminin her ikisi de 396 klinik
materyalden 113 MRSA izolat›n› tan›mlarken,
konvansiyonel kültür metodu 109 MRSA izola-
t›n› tan›mlayabilmifltir. Konvansiyonel kültür
ve CytAMP yöntemlerinin duyarl›l›k ve özgün-
lükleri birbirine benzer olmakla birlikte;
CytAMP yöntemi klinik örneklerin zenginleflti-
rilmifl s›v› besiyerinde bir gecelik inkübasyonu
sonras› uygulanmas› ile ertesi gün sabahtan kli-
ni¤e sonuçlar›n rapor edilmesine imkan vermifl-
tir(13).

Enterokoklarda vankomisin direncinin sap-
tanmas› amac›yla kullan›lan testler

Enterokoklar önemi giderek artan nozoko-
miyal infeksiyon etkeni bakterilerdir. Hastane
ortam›nda çevre yüzeylerinden, hastane perso-
nelinin ellerinden ve kullan›lan cihazlardan izo-
le edilmektedirler. Beta-laktamlar, aminogliko-
zidler, trimetoprim-sülfametoksazol ve linkoza-
midlere karfl› intrensek dirence sahip olmalar›
glikopeptidleri tedavi için önemli bir seçenek
haline getirmifltir. Ancak enterokoklar›n bu an-
tibiyotiklere karfl› direnç gelifltirmesi çok uzun
zaman almam›flt›r. VanA geninin varl›¤›nda D-
Ala-D-Ala ligaz üretimi ile peptidoglikan yan
zincirleri glikopeptidler için düflük afiniteye sa-
hip olan D-alanil-D-laktat fleklinde ifade edil-
mektedir. VanA fenotipi en s›k görülen fenotip-
tir ve yüksek düzeyde vankomisin ve teikopla-
nin direncine neden olmaktad›r. Enterococcus fae-
calis, Enterococcus faecium, Enterococcus avium ve
Enterococcus durans’ta gösterilmifltir. VanB feno-
tipi ise vankomisine karfl› dirence neden olur-
ken in-vitro olarak teikoplanine duyarl›d›r. VanA
ve vanB tiplerinin temel özelli¤i indüklenebilir
olmalar› ve plazmid arac›l›¤›yla transfer edile-
bilmeleridir. VanC, Enterococcus gallinarum ve
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Enterococcus casseliflavus için yap›sald›r. VanD,
E.faecium, vanE ise E.faecalis için yap›sald›r(2).

Günümüzde pek çok hastanenin VRE için
sürveyans programlar› mevcuttur. Genelde kül-
türe dayal› metodlar kullan›lmakta; bunlar›n so-
nuçland›r›lmas› zaman almaktad›r. VRE tespiti
için ilk moleküler yöntem Dutka-Malen ve
ark.(5) taraf›ndan tan›mlanm›fl, multipleks PZR
ile vanA, vanB, vanC1, vanC2 ve vanC3’ü sapta-
mak üzere primer setleri gelifltirilmifltir. Satake
ve ark.(24) perirektal veya rektal sürüntü örnek-
lerini PZR ile test etmifltir. Seksen yedi örne¤in
kültüründe VRE saptanm›fl; bunlar›n 59’u mul-
tipleks PZR ile, 77’si ise tek primerin kullan›ld›-
¤› PZR ile vanA pozitif bulunmufltur. Bu çal›fl-
mada PZR duyarl›l›¤› (% 88.5) düflük bulun-
mufltur. Ayn› primerlerin bir miktar de¤ifltiril-
mifl flekli ile yap›lan çal›flmalarda ise daha iyi
sonuçlar elde edilmifl; fakat duyarl›l›k hiçbir za-
man % 100’e ulaflmam›flt›r(21,23).

Patel ve ark.(20) farkl› primer setleri ile
PZR ürünlerinin restriksiyon enzim analizlerini
yapt›klar› çal›flmada 100 klinik izolat› test etmifl-
tir. ‹zolatlardan 10’unun vanA, 30’unun vanB,
12’sinin vanC1, 6’s›n›n vanC2 ve 1’inin hem vanA
hem de vanC1 tafl›d›klar› gösterilmifltir. Jayarat-
ne ve Rutherford(9) PZR ile konvansiyonel kül-
tür yöntemini karfl›laflt›rm›fl ve ayda ortalama
1200 VRE sürveyans kültürü yapan bir labora-
tuvar için maliyet etkinli¤ini araflt›rm›flt›r. Litre-
de 6 mg vankomisin içeren safra eskülin agarda
üreme saptanan 657 klinik örnek multipleks
PZR ile de vanA ve vanB genleri aç›s›ndan pozi-
tif bulunmufltur. PZR’›n duyarl›l›¤› % 95.4, öz-
günlü¤ü ise % 99.8 bulunmufltur. PZR’›n ortala-
ma maliyeti test bafl›na 8.26 Kanada Dolar›’yken
kültür için bu maliyet 9.45 Kanada Dolar› ol-
mufltur. PZR ile sonuç ortalama 48 saat ile al›-
n›rken kültür ile sonuç 96 saatte al›nabilmifltir.
Bu sonuçlar; özellikle sürveyans kültürleriyle
yo¤un bir flekilde u¤raflan laboratuvarlar için
PZR yönteminin maliyet-etkinlik aç›s›ndan da-
ha uygun olaca¤›n› düflündürmektedir.

Gerçek zamanl› PZR, VRE saptanmas› için
klasik PZR yöntemlerinden ve kültür metodun-
dan çok daha h›zl› saptama flans›n› sunmakta-
d›r. Palladino ve ark.(19) LightCycler (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany)

ile konvansiyonel kültürü VRE saptanmas›
amac›yla karfl›laflt›rm›fl; kullan›lan zenginlefltir-
me besiyerinden direk PZR yap›lmas› besiyerin-
den yap›lan fenotipik tan›mlama testlerine göre
daha duyarl› bulunmufltur. Do¤rudan rektal sü-
rüntü örneklerinden PZR yap›ld›¤›nda ise so-
nuçlar çok h›zl› elde edilmesine ra¤men yönte-
min duyarl›l›¤› kültüre göre düflük kalm›flt›r.

Yüksek düzey aminoglikozid direnci ise
enterokoklardaki bir di¤er önemli direnç soru-
nudur. Moleküler yöntemlerin kullan›larak di-
rencin saptanmas› baz› epidemiyolojik çal›flma-
lara konu olmufl; baflar›l› sonuçlar al›nmas›na
ra¤men direnç genlerinin fazlal›¤› bu konudaki
en önemli k›s›tlay›c› faktör olmufltur.
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