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STAFILOKOKLARDA METISILINE DIRENC MEKANIZMALARI
VE BELIRLENMESI

Ayse WILLKE

Mechanisms and detection of methicillin resistance in staphylococei.

Metisiline direngli Staphylococeus aureus (MRSA) suglarimin tanimlanmas: ilk kez
1960'larda metisilinin klinik kullanima girmesiyle hemen hemen ayni tarihlerde olmustur. On-
ce Avrupa’'da, sonra A.B.D., Avusturalya gibi iilkelerde MRSA’ya bagh infeksiyonlar; gerek
hastane salginlart geklinde, gerekse endemik sekilde sikhkla gorilmeye baglamustir (7). Bag-
langicta biiyiik egitim hastanelerinin nozokomiyal patojeni olarak beliren MRSA, hastaneler
arasi hasta naklinin yaygin oldufu giiniimiizde hemen tiim hastanelerde sorun olmakla kal-
mayip, hastane dig infeksiyonlardan da sorumlu olabilmektedir. Tiirkiye’de yapilan ¢alisma-
larda koagiilaz pozitif stafilokoklar igindeki orant % 31-48 arasinda degismektedir (1,2,15).

Diger yandan koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS) girisimsel tan1 ve tedavi yontemleri-
nin kullaniminin artmasi ile firsatgl infeksiyon etkeni olarak artan sayida saptanmakta, bu
bakterilerdeki metisilin direnci de énem kazanmaktadir (12).

Metisiline direncli stafilokoklar diger bircok antibiyotife de direncli olabilecefi igin
bunlarin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda saptanmalari ayri bir 6nem tagimaktadir. Di-
rengli suslarin duyarli olarak rapor edilmesi ézellikle sepsis, endokardit gibi ciddi infeksiyon-
larda, hastanin hayatina mal olabilen tedavi bagarisizliklarina yol agar. Bu nedenle klinik bak-
teriyoloji laboratuvarlarinda bu konuya gereken 6nem verilmeli, dzen gosterilmelidir.

Bu konusma metninde stafilokoklarda metisilin direncinin mekanizmalari tartigildiktan
sonra, bu suglarin belirlenmesine yénelik éneriler iizerinde durulacaktir.

Stafilokoklarda metisilin direncinin mekanizmalarn

1. Intrinsik metisilin direnci: §.aureus’lardaki metisilin direncinin en gok aragtirilmug, en
iyi belirlenmig olanidir. Bu tip direng gisteren S.auwreus’lara MRSA denmektedir.

MRSA suslarindaki direnglilik; bu bakterilerin normal penisilin baglayan proteinlerden
(PBP) farkli olarak beta-laktam antibiyotiklere daha diigiik affinitesi olan, PBP2, veya PBP2
denilen PBP’leri nedeniyledir (4,8). Bilindigi gibi; PBP’ler hiicre membraninda bulunan, bak-
teride penisilin etkisinin primer biyokimyasal hedefleridir. Bu proteinler ayn1 zamanda hiicre
duvar sentezi sirasinda peptidoglikan polimerlerinin ¢apraz baglanma reaksiyonunu katalizle-
yen enzimlerdir. Beta-laktamlar PBP’lerin aktif kisimlarindan kovalen baglarla baglanirlar.
Metisiline duyarh stafilokoklarla (MSSA) MRSA’lar arasindaki esas farkhlik PBP’lerindeki
farkliliktir. MRSA’lardaki PBP2a’nin diger PBP’lerden molekiil agirhf ¢ok az farklidir, an-
cak beta-laktam antibiyotiklere baglanma efilimi diisiiktiir. Diger yandan PBF2, yiiksek anti-
biyotik yogunluunda muhtemelen bakterideki diger PBP’lerin fonksiyonunu da iistlenmekte-
dir, aksi takdirde normal PBP fonksiyon eksikliji nedeniyle bakterinin éliimii s6z konusu ola-
caktir (4,14).

MRSA’da PBP2, olusturulmasi kromozomal kontroldedir; gogu zaman metisilin veya di-
ger beta-laktamlarin varliinda indiiklenebilir (inducible), bazen da yapisaldir (constitutive).

Yapisal olusturulan PBP2, iceren MRSA'larin direng fenotipi homojendir, yani bakteri
toplulugundaki tiim bireyler direnclidir. Indiiklenebilir PBP2, iceren MRSA’larda ise direng
fenotipi heterojendir, ayni bakteri toplulugunda direngli sug oran1 1/103-1/10 arasinda degi-
gir. Buna heterorezistans da denir (4,8,13). PBP2, yapimima bagh metisilin direncinin stafilo-
koklarda genetik temeli oldukca iyi anlagilmugtir. Yapilan genetik cahsmalarda PBP2 nin
mec ya da mecA geni denilen bir kromozal genin 2.1 kilobase’lik bir kismu ile kodlandig gos-
terilmistir. Kotransdiiksiyon ¢alismalar1 ile MSSA’larda mecA’ya uyan alel gosterilememigtir

(8).
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Yapilan calismalarin verileri PBP2, geninin, stafilokoklarin beta-laktamaz geni ile diger
cins bakterilerin PBP genlerinin fuzyonu ile olugtugunu diigiindiirmektedir (4,8).

MRSA’larda mec geninin ekspresyonunu etkileyen, fenotipi belirleyen en az ii¢ regiilas-
yon mekanizmas: vardir. Bunlardan birincisi; PBP2, olusumunun bakteride hem mecA geni
hem de beta-laktamaz plazmidi varsa, beta-laktamlar tarafindan indiiklendigi gozlemine da-
yanmaktadir. Bu nedenle beta-laktamaz geninin kontroli ile PBP2, geninin benzer oldugu
diigiiniilmektedir. Tkinci regiilasyon mekanizmast mec geni icindeki b1r kismin PBP2, yapimi-
ni regiile ettigi, bunun da fenotipi etkiledigi, tigiinciisii ise mecd diginda bir yerde lokalize
olan femA geni tarafindan metisilin direncinin ekspresyonunun belirlendigidir (4,5,6,8,11,13).

Intrinsik metisilin direnci KNS’larda da vardir, ancak ¢ok iyi incelenmemistir.

2. "Borderline" metisilin direnci: Buna kazanilnus metisilin direnci de denmektedir. Me-
tisiline kargt bakteri direncinin azalmasmm bir difer mekanizmasi 1984’de McDougal ve
Thornsberry (10) tarafindan tammlanan, stafilokoklarin agiri beta-laktamaz iiretimine bagli
direnglilifidir. Bu suglar metisiline simrda bir direnc gésterdigi igin bunlara "borderline" §.a-
ureus (BORSA) denmektedir. Penisilinaza direngli penisilinler (PRP) aslinda stafilokoklarin
penisilinaz enzimlerinin hidrolitik etkilerine dayaniklidirlar. Ancak baz: stafilokok suslari agi-
ri miktarda penisilinaz olusturarak metisilin ve oksasilini yavag fakat énemli slgiide pargalar.
Ortama sulbaktam veya klavulanat eklendifinde bu suglara karst PRP’lerin minimum inhibi-
tor konsantrasyonlar1 (MIC) bir kag misli diigmektedir. BORSA suslari PBP2, olusturmama-
lar1 ve direng kontroliiniin plazmide bafimli olmasiyla MRSA’lardan farkhdr_rlar (10).

3- "Intermediate" metisilin direnci: Stafilokoklarda modifiye PBP’lere bagh metisiline
duyarhlik azalmasidir. Bu tip direncli suglara MODSA denmektedir. MODSA suglari normal
yapida PBP1 ve PBP2 icerirler ancak bu PBP’lerin beta-laktam antibiyotiklere affinitesi dii-
giiktiir. Ayrica MODSA suglarinda normalden fazla miktarda PBP4 vardir. MODSA suglarin-
daki diren¢ mekanizmasi pnémokoklardaki penisilin direncini andirir (4,7,9). MODSA, MR-
SA ve BORSA suglarimin metisilin ve oksasiline MIC deferleri tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. S.aureus’ta semisentetik penisilinlere duyarlilifi azaltan direng mekanizmalari.

Beklenen MIC pg/ml

Kategori Mekanizma Metisilin Oksasilin
MRSA (intrinsik direng) PBP2a olugumu 216 >4
BORSA (sinirda direng) Asin beta-laktamaz lretimi  2-4 1-2
MODSA (modifiye PBP'ler) Normal yapida diisiik 4 1-2

affiniteli PBP 1,2,4 olusumu

Metisiline direncli S.aureus’larin laboratuvar tanisi

MRSA’larin laboratuvarda rutin yéntemlerle tanimlanmasi yanilgilara neden olmakta-
dir. Bu yanilgilardan bir kismi MRSA’larin gercek olmayarak duyarli ¢ikmalaryla ilgili olan-
lardir. Bununla ilgili hatalar genellikle subpotent antibiyotik disklerinin (6zellikle metisilin
diskleri) kullamilmas: ve kiiltiirlerin karigik olmasina baghidir. Ozellikle enterokok, difteroid,
KNS ile S.aureus’lann karigik kiiltiirleri buna yol agabilir.

Diger yandan antibiyotik duyarhlik testlerinde MRSA'larm gercefie uymayan bir sekilde
metisiline duyarh olarak saptanmasi daha sik goriilen bir durumdur (3). Bu yalanci duyarlili-
gin nedeni MRSA’lardaki direng fenotipinin heterojen olmasidir. Bu nedenle gercek MR-
SA’larin saptanmastna yonelik yontem arayiglari daha cok PBP2,’ya bagh intrinsik metisilin
direncini saptamaya yoneliktir. MRSA’larin saptanmasinda hangi yontem kullanilirsa kullanil-
sin agafida sayilan ozellikler akilda tutulmalidir:

1. MRSAlar 30-35° C’de 37 ° C’den daha iyi iirerler.

2. MRSA’lar rutinde kullamlan tuz yofunlugundan daha yiiksek tuz yogunlugunda daha
iyi iirerler.

3. Kiiltiirden kiltiire farkh olmakla birlikte MRSA kolonileri daha kiigiiktiir.
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4. MRSA’lar daha yavag iirediklerinden en az 24 saat, optimal 48 saatlik inkiibasyona
gereksinim vardir.

5. Heterorezistan suglar bakteri populasyonunda az sayida oldugu icin duyarlihk testi
icin kullanilan bakteri siispansiyonunun daha yofun bakteri icermesi gerekmektedir.

6. Bakteri siispansiyonunun bir gece veya 24 saat inkiibe edilmis kat1 besiyerindeki bak-
teriden hazirlanmasi gerekmektedir; ciinkii burada direngli bakteri oran daha fazladir.

7. PRP diski olarak oksasilin diskleri kullanilmaldir. Ciinkii oksasilin daha stabildir ve
MRSA’lari saptamada daha saglikli sonuglar vermektedir.

8. Antibiyogrami yapilan S.aureus susu difer beta-laktam antibiyotiklere direngli, metisi-
line duyarl: ise test tekrarlanmalidir.

MRSA saptanmasina yonelik yéntemler tablo 2'de 6zetlenmigtir. Bunlar icinde en kulla-
migh olam mikrotiip diliisyon yontemidir (12). Bu yéntem kullanildif takdirde % 2’lik NaCl
soliisyonu yalmizca FRP iceren gukurlara damlatilabilir. Dier yandan BORSA suglarini sap-
tamak disk difiizyon testi ile daha kolaydir. BORSA zon iginde minik koloniler geklinde
iirer, penisiline ¢ok dar bir zon verirken beta-laktamaz inhibitérii iceren diskler gevresinde
bilyiik zonlar verir.

Tablo 2. MRSA saptanmasinda giivenilir in-vitro test yontemleri (7).

Yoéntem Besiyeri/antibiyotik Inokulum Inkiibasyon MRSA icin beklenen
degerler
Mikrotiip %2 NaCl igeren Mueller- 5x10%cfu/ml,  35C'de, Met. MIC =216pg/ml
diliisyon Hinton buyyon, metisilin direk siisp. 24 saat Oks. MIC 24ug/mi
veya oksasilin
Oksasilin %4 NaCl ve 6mcg/ml oksasilin  1x10°cfu/ml, 35C’de,  Agar yiizeyinde
agar tarama iceren Mueller-Hinton agar direk spot 24 saat ayri, spot iireme
testi inokiilasyon
Disk difiizyon Imcg'lik oksasilin veya 1x10%cfu/ml, 35Cde, Metisilin zonu <%mm
testi S5meg'lik metisilin diski agar ylizeyine 24 saat Oksasilin zonu<10 mm
yayma

MRSA’larin saptanmasinda otomatize veya alete dayah antibiyotik duyarhlik testleri
cok giivenilir degildir ve celigkili sonuclar verir (7).

Sonug olarak denilebilir ki; MRSA’larin laboratuvar tanisinda bazi yontemler dneril-
mekle birlikte bu suglarmn klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda daha hizh ve daha giiveni-
lir gekilde saptanmasmna yonelik yeni testlere (6rn:PBP2a saptamaya yonelik ticari niikleik
asit problar gibi) gereksinim vardir.

KAYNAKLAR

1. Akalm H E, Celik E, Baykal M, Kardes T: Metisiline direngli Staphylococcus’larin bazi antibiyotiklere in-vitro
duyarhliklari, ANKEM Derg 1: 122 (1987).

2. Akgiil A, Diindar V, Metin T, Selcuk S: Haydarpaga Numune Hastanesi'nde burun tagryicilarindan izole edilen
Staphylococcus aureus suglarinda oksasilin direnci, ANKEM Derg 5: 159 (1991).

3. Fleming D W, Helgerson S D, Mallory B L, Foster L R, White M C: Methicillin resistant Staphylococcus aure-
us: How reliable is laboratory reporting? Infect Control 7: 184 (1986).

4. Hackbarth C J, Chambers H F: Methicillin resistant staphylococci: Detection methods and treatment of infecti-
ons, Antimicrob Agents Chemother 33: 995 (1989).

5. Hiramatsu K, Suzuki E, Takayama H, Katayama Y, Yokota T: Role of penicillinase plasmids in the stability of
the mec A gene in methicillin resistant Staphylococcus aureus, Antimicrob Agenis Chemother 34: 600 (1990).

6. Jacoby G A, Archer G L: New mechanisms of bacterial resistance to antimicrobial agents, N Engl J Med 324:
601 (1991).

7. Jorgensen J H: Mechanisms of methicillin resistance in Staphylococcus aureus and methods for laboratory detec-
tion, Infect Control Hosp Epidemiol 12: 14 (1991).

8. Lyon B R, Skurray R: Antimicrobial resistance of Staphylococcus aureus: Genetic basis, Microbiol Rev 51: 89
(1987).

290



10.

11.

12.

13

14,

15.

Malouin F, Bryan L E: Modification of penicillin-binding proteins as mechanisms of beta-lactam resistance, Anti-
microb Agents Chemother 30: 1 (1986).

McDougal L K, Thornsberry C: The role of betalactamase in staphylococcal resistance to penicillinase-resistant
penicillins and cephalosporins, J Clin Microbiol 23: 832 (1986).

Tesch W, Eyffel C, Strassle A, Kayser F H, Berger-Bachi B: Evidence of a novel staphylococcal mec-encoded
element (mecR) controlling expression of penicillin-binding protin 2, Antimicrob Agents Chemother 34: 1703
(1990).

Thornsberry C: Methicillin-resistant (heteroresistant) staphylococci, ANNLDO I (6): 43 (1984).

Tomasz A: Penicillin-binding proteins and the antibacterial effectiveness of beta-lactam antibiotics, Rev Infect
Dis 8: S260 (1986).

Tomasz A, Nachman S, Leaf H: Stable classes of phenotypic expression in methicillin-resistant clinical isolates
of staphylococci, Antimicrob Agents Chemother 35: 124 (1991).

Toreci K, Giirler N, Galangu S, Sarpel C, Eraksoy H, Ozsiit H, Cetin E T: Methicillin resistance in Staphylococ-
cus aureus strains isolated in istanbul, ANKEM Derg 2: 265 (1988).

291



