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Bu calismanin amaci, tlkemizin farkli cografi bolgelerindeki hastanelerde izole edilen metisiline direncli
Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinda vankomisin, teikoplanin, daptomisin, kinupristin/dalfopristin, line-
zolid, tigesiklin, kloramfenikol, rifampisin, ofloksasin ve tetrasiklin icin minimum inhibitor konsantrasyonu

(MIK) degerlerinin saptanmasi ile azalmis vankomisin duyarliiginin arastirimasidir. Calismaya, Agustos
2013-Adustos 2014 tarihleri arasinda; istanbul (n= 15), Ankara (n= 15), izmir (n= 15), Adana (n= 15),
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Diyarbakir (n= 15), Erzincan (n= 15) ve Van (n= 10) olmak Uzere Tirkiye'deki yedi merkezde yatan has-
talardan (%50’si yogun bakimda yatan) izole edilen toplam 100 MRSA susu dahil edilmistir. Suslarin 43’U
kan, 21'i alt solunum yolu 6rnegi, 17’si yara, sekizi kateter, altisi idrar, dordii burun siriintlsd, biri ise
beyin omurilik sivisindan izole edilmistir. izolatlarin metisilin direnci, sefoksitin (30 pg) diski kullanilarak
standart disk difiizyon yéntemiyle, diger antibiyotiklerin MiK degerleri ise E-test yéntemi ile CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute) onerileri dogrultusunda belirlenmistir. MiK sonuglarinin degerlen-
dirmesinde; kinupristin/dalfopristin (K/D) icin CLSI'in metisiline duyarli S.aureus icin 6nerdigi kriterler;
tigesiklin icin ise FDA (Food and Drug Administration)’nin MRSA icin 6nerdigi kriterler dikkate alinmistir.
Vankomisine orta diizeyde duyarli S.aureus (VISA) ve heterojen VISA (hVISA) suslarinin belirlenmesinde
oncelikle agar tarama yontemi (ATY) kullanilmistir. ATY’nde 6 ug/ml vankomisin iceren beyin kalp infiiz-
yon agar kullanilmis; bu yontemle stipheli VISA/hVISA olarak belirlenen izolatlara standart E-test ve makro
E-test yontemleri uygulanmugtir. Tim MRSA suslari E-test yontemiyle vankomisin, teikoplanin, daptomi-
sin, K/D ve linezolide duyarli bulunmus; tigesiklin, kloramfenikol, rifampisin, ofloksasin ve tetrasikline
duyarlilik oranlari ise sirasiyla; %89, %97, %40, %39 ve %32 olarak belirlenmistir. MiKSO/MiK90 degerleri
sirastyla; vankomisin icin 1.5/2 pg/ml, teikoplanin icin 2/4 ug/ml, daptomisin icin 0.19/0.38 ug/ml, K/D
icin 0.19/0.38 ug/ml, linezolid i¢in 0.75/1 pg/ml, tigesiklin icin 0.19/0.75 pg/ml, kloramfenikol icin 3/6
pg/ml, rifampisin icin 32/32 pg/ml, ofloksasin icin 32/32 ug/ml ve tetrasiklin icin 32/64 ug/ml olarak
saptanmistir. Azalmig vankomisin duyarlihgr arastirildiginda, ATY ile MRSA suslarinin %2 (2/100)’si VISA,
%5 (5/100)i ise hVISA olarak tanimlanmistir. ATY ile VISA/hVISA olarak saptanan bu yedi sustan birisi
hem standart E-test hem de makro E-test yontemiyle siipheli hVISA olarak degerlendirilmistir. Sonug
olarak calismamizda, MRSA suslarinda vankomisin, teikoplanin, daptomisin, K/D ve linezolide direncli sug
saptanmamis, tigesiklin direnci (%11) ise beklenenden yiiksek bulunmustur. Diinyada artan glikopeptid
direnci ve ulkemizde bu grup ilaglarin yogun kullanimi nedeniyle, MRSA suslarinda vankomisin direng
oranlarinin periyodik olarak arastiriimasi gerektigi distinGlmustdir.

Anahtar sozciikler: Metisiline direncli Staphylococcus aureus; antibiyotik direnci; VISA; hVISA.

ABSTRACT

The aims of this study were to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) values of
vancomycin, teicoplanin, daptomycin, quinupristin/dalfopristin, linezolid, tigecycline, chloramphenicol,
rifampicin, ofloxacin and tetracycline and to investigate the reduced vancomycin susceptibility among
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains isolated in hospitals located in different geo-
graphical regions of Turkey. A total of 100 MRSA strains isolated from patients (of which 50% were
from intensive care units) hospitalized in seven centers in Turkey [Istanbul (n= 15), Ankara (n=15), lzmir
(n=15), Adana (n= 15), Diyarbakir (n=15), Erzincan (n= 15), Van (n= 10)], between August 2013 -
August 2014, were included in the study. Fourty-three strains were isolated from blood, whereas 21 were
from lower respiratory tract, 17 from wounds, eight from catheters, six from urine, four from nasal swab
and one from cerebrospinal fluid samples. Methicillin resistance of the isolates was determined by using
cefoxitin (30 pg) disk with standard disk diffusion method, while the MIC values of other antibiotics were
determined with E-test in accordance with the recommendations of Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). MIC results obtained for quinupristin-dalfopristin (Q/D) were evaluated according to the
CLSI criteria used for methicillin-susceptible S.aureus and for tigecycline according to the criteria recom-
mended by the Food and Drug Administration for MRSA. Primarily, agar screening method (ASM) was
used for determination of vancomycin-intermediate S.aureus (VISA) and heterogeneous VISA (hVISA)
strains. Brain heart infusion agar containing 6 pg/ml vancomycin was used in ASM, and the strains
with suspicion of VISA/hVISA were screened by standard E-test and macro E-test methods. All MRSA
strains were susceptible to vancomycin, teicoplanin, daptomycin, Q/D and linezolid by E-test method;
and their rates of susceptibility for tigecycline, chloramphenicol, rifampicin, ofloxacin and tetracycline
were detected as 89%, 97%, 40%, 39% and 32%, respectively. MICSO/MIC90 values were 1.5/2 pg/
ml for vancomycin, 2/4 pg/ml for teicoplanin, 0.19/0.38 ug/ml for daptomycin, 0.19/0.38 ug/ml for
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Q/D, 0.75/1 ug/ml for linezolid, 0.19/0.75 pg/ml for tigecycline, 3/6 pg/ml for chloramphenicol, 32/32
pg/ml for rifampicin, 32/32 pg/ml for ofloxacin and 32/64 ug/ml for tetracycline, respectively. For the
evaluation of reduced vancomycin susceptibility, 2% (2/100) of MRSA strains were defined as VISA and
5% (5/100) as hVISA with ASM. One of those seven isolates identified as VISA/hVISA with ASM was
evaluated as suspected hVISA by using both standard E-test and macro E-test methods. In conclusion,
no MRSA resistant strain to vancomycin, teicoplanin, daptomycin, Q/D and linezolid was determined in
our study. However tigecycline resistance (11%) was found higher than expected. As the glycopeptide
resistance is increasing in the world and because of the intense use of these drugs in Turkey, the rates of
vancomycin resistance among MRSA strains should be investigated periodically.

Keywords: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; antibiotic resistance; VISA; hVISA.

GiRis

Staphylococus aureus, yaygin metisilin direnci nedeniyle tiim diinyada énemli bir sag-
lik problemi olmaya devam etmektedir. Metisiline direngli S.aureus (MRSA), tim beta-
laktamlara direncli olmasinin yani sira makrolidler, kinolonlar, tetrasiklinler, linkozamidler
ve aminoglikozidlere de diren¢ gosterebilmektedir'. MRSA’a bagl invazif enfeksiyonu
olan hastalarin tedavisinde glikopeptid grubu antibiyotiklerin, 6zellikle vankomisinin sik
kullanimi sonucunda; vankomisine orta diizeyde duyarli (VISA), heterojen orta diizey-
de duyarl (hVISA) ve direncli (VRSA) S.aureus suslarinin ortaya ¢iktigi bildirilmektedir?.
Gunumizde VISA ve hVISA suslarinin ortaya ¢ikmasi, glikopeptid grubu antibiyotiklere
alternatif olabilecek baska antimikrobiyallere ihtiyagc dogurmustur. Son yillarda, oksazoli-
dinon grubunda yer alan linezolid; glisilsiklin grubunda yer alan tigesiklin; streptogramin
grubunda yer alan kinupristin/dalfopristin (K/D) ve siklik lipopeptid grubunda yer alan
daptomisin yeni tedavi secenegi olarak kullanilmaktadir®->. Bu calismada, Glkemizin fark-
Il cografi bolgelerindeki hastanelerin cesitli servislerinde yatan hastalardan izole edilen
MRSA suslarinda vankomisin (VAN), teikoplanin (TEC), daptomisin (DAP), K/D, tigesiklin
(TGC), linezolid (LZD), kloramfenikol (CHL), rifampisin (RIF), tetrasiklin (TET) ve ofloksa-
sin (OFX) icin MiK degerlerinin saptanmasi ve azalmis vankomisin duyarliiginin arastiril-
masl amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Bakteriyel izolatlar

Calismaya, Agustos 2013-Agustos 2014 tarihleri arasinda, alti Gniversite hastanesi ile
bir devlet hastanesi olmak (izere Tiirkiye’deki yedi merkezde [istanbul (n= 15), Ankara
(n=15), izmir (n=15), Adana (n= 15), Diyarbakir (n= 15), Erzincan (n=15), Van (n=10)],
yatan hastalardan (%50'si yogun bakimda yatan) izole edilen toplam 100 MRSA susu
alindi. Suslarin 430G kan, 21'i alt solunum yolu ornegi, 17'si yara, 8'i kateter, 6'si idrar,
4’0 burun surlintlsu ve biri beyin omurilik sivisindan izole edildi.

Antibiyotik Duyarlilik Testleri

izolatlarin metisilin direnci, sefoksitin (30 pg) diski kullanilarak Mueller-Hinton agar
(MHA) besiyerinde standart disk diflizyon yontemiyle saptandi. Diger antibiyotiklerin
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MIK degerleri ise standart E-test (Liofilchem, italya) yéntemiyle belirlendi. Bu amacla
tim suslarin koyun kanh agardaki pasajlarindan 0.5 McFarland bulanikiginda bakteri
siispansiyonlari hazirlandi ve MHA'a ekilerek Uzerine E-test seritleri yerlestirildi. 35°C’de
24 saat inkiibasyondan sonra, inhibisyon zonunun E-test seridini kestigi noktadaki MiK
degerleri kaydedildi ve sonuclar CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) one-
rilerine gére degerlendirildi®. TGC icin bulunan MiK sonuclari ise, FDA (Food and Drug
Administration)’nin MRSA icin 6nerdigi (> 0.5 mg/L direncli) kriterlere gore degerlendi-
rildi7. K/D icin CLSI'in metisiline duyarli S.aureus (MSSA) icin onerdigi degerler (< 1 mg/L
duyarli) temel alindi6.

Agar Tarama Yontemi

VISA, hVISA ve VRSA suslarinin belirlenmesinde oncelikle agar tarama yontemi kul-
lanildi. Agar tarama yonteminde; 6 pg/ml vankomisin iceren beyin kalp inflizyon agar
(BHI-V6) (Oxoid) besiyerine 0.5 McFarland bulanikligina ayarlanan bakteri stispansiyon-
larindan 10’ar pl ekildi ve plaklar 35°C’de normal atmosfer kosullarinda 48 saat inkiibe
edildi. Tarama besiyerlerinde 24. saatte Ureyebilen bakteriler stipheli VISA, 48. saatte
iireyen bakteriler ise siipheli hVISA olarak kabul edildi. Ureme géstermeyen izolatlar ise
vankomisine duyarli olarak degerlendirildi®. Bu yontemle siipheli VISA/hVISA olarak be-
lirlenen izolatlara standart E-test ve makro E-test yontemleri uygulandi.

Makro E-test Yontemi

Standart E-test yontemi ile VAN MiK degeri 4 ug/ml olarak bulunan suslar ile agar ta-
rama yontemi ile siipheli VISA/hVISA olarak belirlenen 7 MRSA susuna standart E-test ve
makro E-test yontemleri uygulandi. Makro E-Test yonteminde 2 McFarland bulanikligina
ayarlanan bakteri siispansiyonlarindan 200 pl alinarak BHI agar besiyerlerinin ytzeyine
yayildi. Kuruma icin 10 dakika beklendikten sonra VAN ve TEC E-test seritleri yerlestirildi
ve 35°C’de 48 saat inkiibe edildi. Sonuglar yorumlanirken, VAN ve TEC MIK degerleri
>8ug/ml ya da sadece TEC MiK degeri > 12 ug/ml olan izolatlar VISA/hVISA olarak yo-
rumlands®.

BULGULAR

Calismaya alinan tim MRSA suglarn E-test yontemi ile VAN, TEC, DAP, K/D ve LZD'’e
duyarl bulunmus; CHL, RIF, OFX ve TET duyarllk oranlari ise sirasiyla; %97, %40, %39
ve %32 olarak belirlenmistir. FDA'nin MRSA icin 6nerdigi kriterlere gore suglarin %11’
(11/100) TGC’e direngli bulunmustur. RIF, OFX ve TET MiK, /MK, degerlerinin, direng
oranlarina benzer sekilde ylksek oldugu gozlenmistir. Ayrica VAN, TEC ve LZD MIK,,
degerlerinin CLSI'in duyarhlik icin 6nerdigi sinir degerlere yakin oldugu bulunurken;
TGC MiK90 degeri, FDA'nin MRSA icin _6nerdi§i diren_gli deg‘jgrinin (> 0.5mg/L) lizerinde
bulunmustur. Tim MRSA SU§Iqun|n MIK araliklari, MIK, /MIK, degerleri ve antibiyotik
diren¢ durumlari Tablo I'de, MIK dagilimlari ise Sekil 1’de sunulmustur.
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Tablo I. MRSA izolatlar icin Belirlenen MIK Degerleri (ug/ml) ve Diren¢ Durumu

MIK50 MIK90 MiK Araligi Duyarli (%) Orta duyarli (%) Direngli (%)
VAN 1.5 2 0.38-4 97 3 0
TEC 2 4 0.5-8 100 0 0
DAP 0.19 0.38 0.016-0.5 100 0 0
LZD 0.75 1 0.125-1.5 100 0 0
K/D 0.19 0.38 0.032-1 100 0 0
TGC 0.19 0.75 0.094-1.5 89 0 11
CHL 3 6 1-128 97 0 3
RIF 32 32 0.002-32 40 0 57
OFX 32 32 0.19-32 35 4 61
TET 32 64 0.032-96 30 2 68

VAN: Vankomisin; TEC: Teikoplanin; DAP: Daptomisin; LZD: Linezolid; K/D: Kinupristin/Dalfopristin;
TGC: Tigesiklin; CHL: Kloramfenikol; RIF: Rifampisin; OFX: Ofloksasilin; TET: Tetrasiklin
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Azalmig vankomisin duyarliigi arastirildiginda; agar tarama yontemi ile MRSA suslarinin
%2 (2/100)si VISA, %5 (5/100)'i ise hVISA olarak tanimlanmistir. Agar tarama yontemi
ile VISA/hVISA olarak saptanan 7 S.aureus izolatinin birisi (1 no.lu sus) hem standart
E-test hem de makro E-test yontemiyle stipheli hVISA olarak degerlendirilmistir (Tablo II).

TARTISMA

Son on yilda kullanima giren LZD, DAP, K/D ve TGC, MRSA enfeksiyonlarina kars etkili
bir tedavi saglamistir. Bu yeni ilaclara karsi direng gelistigini gosteren calismalar bulun-
makla birlikte, LZD ve DAP’in diisiik direnc oranlarina sahip oldugu vurgulanmaktadir'®.
Ulkemizde yapilan calismalarda da, test edilen tiim MRSA suslarinin bu iki antibiyotige
karsi duyarli saptamustir' '3, Bizim calismamizda da benzer sekilde tiim suslarin LZD ve
DAP’e duyarl olduklar bulunmustur. Ulkemizde heniiz kullanima girmeyen fakat direncli
suslarin bildirildigi yeni antibiyotiklerden biri de K/D’dir. Yapilan calismalarda Oksiiz ve
arkadaslar'* K/D icin MiK, /MK, degerini; 0.5/0.75, Cesur ve arkadaslari'? ise; 0.5/1.0
olarak saptamis ve bu calismalarda direng bildirilmemistir. Calismamizda K/D i¢in MIK

/
: 50
MIK,, degeri 0.19/0.38 bulunurken tim suslar duyarli olarak tespit edilmistir.

Basta MRSA olmak Uzere coklu ilag direnci gosteren bakterilerin tedavisinde kullanilan
yeni antimikrobiyallerden bir digeri tigesiklindir. Son zamanlarda yapilan baz calismalar-
da TGC’e karsi direnc bildirilmeye baslanmistir. Oksiiz ve arkadaslari'* 49 MRSA susu ile
yaptiklar calismada; %2 oraninda direng saptamis, MiKSO/MiK90 degerlerini 0.19/0.38
olarak bildirmistir. Cesur ve arkadaslan'? ise direng oranini %3 ve MiK, /MIK, deger-
lerini 0.19/0.38 olarak saptamistir. Ulkemizin farkli bolgelerinden izole edilen suslarla
yaptigimiz bu calismada ise, TGC’e karsi direng orani (%11) ve MiK90 degeri (0.75), diger
calismalara'?'* gore beklenenden yiiksek bulunmustur. Bu durum, bircok gram-negatif
ve gram-pozitif bakteri enfeksiyonlarinda tigesiklinin daha yaygin kullaniimasi ile iligkili
olabilir. Ayrica bazi calismalarda MHA’da bulunan manganez miktarinin ylksek olmasi
durumunda tigesiklin MiK degerlerinin arttigi gésterilmistir'>. Dolayisiyla calismamizda
kullanilan biyolojik bir besiyeri olan MHA’daki manganez miktari, saptadigimiz tigesiklin
direng oranini etkilemis olabilir. Calismamizda degerlendirilen VAN, TEC, K/D ve DAP’in

Tablo Il. MRSA Izolatlari cin Agar Tarama, Standart E-Test ve Makro E-Test ile Elde Edilen Sonuglar

Agar tarama Standart E-test (ug/ml) Makro E-test (ug/ml)
izolat no 24 saat 48.saat VAN TEC VAN TEC
1 + + 4 4 8 4
2 + + 3 3 3
3 - + 2 3 3
4 - + 1.5 1 6 1.5
5 - + 0.5 1 0.75 2
6 - + 1.5 0.75 2 1
7 - + 1 2 3

VAN: Vankomisin; TEC: Teikoplanin
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MIK degerleri incelendiginde, diger calismalarla'''? benzerlik gosterdigi saptanmustir.
Ancak LZD icin saptadigimiz MiK, /MIK,  degerleri (0.75/1), Celikbilek ve arkadaslan'’
(0.19/0.75) ile Cesur ve arkadaslarinin'? (0.38/0.50) calismalarina gére daha yiiksek bu-
lunmustur.

Kullanima giren yeni antibiyotiklere ragmen MRSA enfeksiyonla-rinda temel tedavi
secenegdi glikopeptidlerdir. Glikopeptid direnci ilk kez 2002 yilinda ortaya ¢ikmis olup,
son yillarda diinyanin degisik bolgelerinde giderek artan oranlarda VISA/hVISA izolatlari
rapor edilmektedir'®'”. VISA izolatlarinin rutin antimikrobiyal duyarlilik testleri ile belir-
lenememesi ve vankomisinin oldukca yaygin olarak kullaniliyor olmasi, tilkemizde belirli
araliklarla azalmig vankomisin duyarlihgr arastiriimasini gerekli kilmaktadir. Bu suslari sap-
tamak icin bir dizi tarama deneyi gelistirilmis, ancak uygun ve glvenilir olan standart bir
yaklagim saptanamamustir. Bu suslarin saptanmasinda kolay, hizl ve ucuz olmasi nedeni-
yle rutin laboratuvarlarda 3-4-6 mg/L vankomisin iceren BHI tarama yontemi kullanil-
maktadir'®1.

European Committee of Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), European An-
timicrobial Resistance Surveillance System (EARSS) ve CLSI gibi bazi kuruluslar sivi mik-
rodillisyon ve makro E-test gibi metodlarla dogrulama yapilabilecegini bildirse de, popu-
lasyon analizi profili ydntemi en giivenilir dogrulama yéntemidir?®. Bu ydntemin, pahali
ve rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanmasi oldukca zor olmasi nedeniyle re-
ferans laboratuvarlarda calisilmasi énerilmektedir?'. Bu nedenle calismamizda éncelikle
tarama yontemi olarak 6 mg/L vankomisin iceren BHI agar tarama yontemi kullaniimistir.
Calismalarda kullanilan yontemlerin farkhligi, VISA/hVISA suslarinin prevalanslarinin kar-
silastinimasinda zorluklar yasanmasina neden olmaktadir. Cesur ve arkadaslari'?, vanko-
misin agar tarama testi ve E-test yontemi kullanilarak azalmis vankomisin duyarlihgini
arastirdiklar bir calismada, MRSA suslarinda VISA veya VRSA saptamamuslardir. Benzer
sekilde Aktas ve arkadaslan??, 4 ve 6 pg/ml vankomisinli agar tarama yéntemi ve agar
diliisyon yontemi ile stafilokok suslarinda VISA/hVISA tespit etmemiglerdir. Buna karsin
Sancak ve arkadaslari®® makro E-test ydntemi ve 4 ug/ml vankomisinli agar tarama yén-
temiile %17.9 oraninda hVISA saptamislardir. Baska bir calismada ise Kuscu ve arkadasla-
n?* S.aureus suslarinda VISA ve hVISA oranini sirasiyla %0.9 ve %0.9 olarak bulmuslardir.
Bizim calismamizda, MRSA suslarinda agar tarama yontemi ile %2 oraninda VISA, %5
oraninda hVISA saptanmigstir. Agar tarama yontemi ile VISA olarak saptanan suslarindan
biri hem standart E-test hem de makro E-test yontemiyle stipheli hVISA olarak degerlen-
dirilmistir.

Sonug olarak calismamizda, MRSA suslarinda VAN, TEC, DAP, K/D ve LZD’e direncli
sus saptanmamig, TGC direnci (%11) ise beklenenden yiiksek bulunmustur. MRSA kay-
nakli enfeksiyonlarin tedavisinde bu antibiyotiklerin birbirlerine alternatif olarak kullanila-
bilecegi goriilmektedir. Diinyada artan glikopeptid direnci ve Glkemizde yogun kullanimi
nedeniyle, belirli donemlerde MRSA suslarinda vankomisin diren¢ oranlarinin arastiriima-
si gerektigi distinilmektedir.
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