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METISILINE DIRENGLi STAFILOKOK iZOLATLARINDA
GLIKOPEPTID DIRENCININ ARASTIRILMASI*

INVESTIGATION OF GLYCOPEPTID RESISTANCE IN
METHICILLIN RESISTANT STAPHYLOCOCCAL ISOLATES

Mine HOSGOR LIMONCU', Safak ERMERTCAN'
Hiiseyin TASLI', Semra KURUTEPE?

OZET: Giiniimiizde vankomisine orta diizeyde direncli S.aureus (VISA) ve heterojen
direncli S.aureus (hVISA) suslarinin ortaya ¢cikmis olmasi tedavide buylUk sorunlar
yaratmaktadir. Bu calismada metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) ve
koagulaz-negatif stafilokok (MVRKNS) klinik izolatlarinda glikopeptid direncinin arastiriimasi
amaclanmistir. Galismaya, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvar’nda Haziran 2005-Aralik 2006
tarihleri arasinda cesitli klinik érneklerden (trakeal aspirat, kan, abse, yara suruntusu,
balgam, kateter ucu, vb) izole edilen 120 stafilokok susu (92 MRSA, 28 MRKNS)
alinmistir. Glikopeptid direnci 6 ug/mL vankomisin iceren beyin-kalp infizyon agar
plaklar kullanilarak agar tarama testi ile arastinimistir. Agar tarama ydntemi ile elde
edilen 17 (%14) stafilokok susuna (10 MRSA, 7 MRKNS) standart E-test ve makro E-test
yontemi uygulanmistir. Galismamizda, standart E-test yontemiyle izolatlarin vankomisin
minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK) aralidi 1.5-4 ug/mL, teikoplanin MK aralidi ise
2-4 ug/mL olarak bulunmustur. Vankomisin ve teikoplanin MiK degerleri =8 ug/mL veya
sadece teikoplanin MiK degderi =12 ug/mL olan suslar hVISA olarak kabul edildiginde,
calismamizda VISA ve hVISA izolatina rastlanmamistir. Sonug olarak uygulama kolayligi
ve dusuk maliyeti nedeniyle rutin laboratuvarlarda tercih edilen ancak &6zgullik ve
duyarlligi E-test ydntemine gore oldukga dusik olan agar tarama yénteminin, vankomisin
direncinin arastinimasinda glvenilir olmayabilecegi ve Ulkemizdeki stafilokok izolatlarinda
vankomisine diren¢ durumunun belirlenmesi icin standart yéntemlerin kullanildigi gok
merkezli calismalara ihtiya¢ oldugu disUndlmustir.

Anahtar s6zctikler: MRSA, MRKNS, VISA, hVISA, vankomisin, teikoplanin, direng.

ABSTRACT: The emergence of Staphylococcus aureus strains with intermediate
resistance (VISA) and heterogen resistance (hVISA) to vancomycin leads to the occurence
of severe therapeutic problems. The aim of this study was to investigate the vancomycin
resistance in methicillin resistant S.aureus (MRSA) and coagulase-negative staphylococci
(MRCoNS) isolated from clinical samples in Bacteriology Laboratory of Microbiology and
Clinical Microbiology Department of Celal Bayar University Faculty of Medicine, Manisa

*Bu calisma Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Fonu (2005/ECZ/004) tarafindan desteklenmistir.

' Ege Universitesi Eczacilik Fakilltesi, Farmasétik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir. (mine.hosgor.
limoncu@ege.edu.tr)

2 Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Manisa.

Gelis Tarihi: 18.05.2007 Kabul Edilis Tarihi: 03.09.2007



512 METISILINE DIRENGCLI STAFILOKOKLARDA GLIKOPEPTID DIRENCI

(located in western Anatolia, Turkey). A total of 120 staphyloccoccal strains (92 MRSA
and 28 MRCoNS) isolated from different clinical specimens (tracheal aspirate, blood,
abscess, wound swabs, sputum, catheter tips, etc) between the period of June 2005
to December 2006 were included to the study. Vancomycin resistance were determined
by agar screening method using brain hearth infusion agar plates containing 6 ug/mL
vancomycin. Standard E-test and macro E-test methods were performed for 17 (14%)
staphylococcal strains (10 MRSA and 7 MRCoNS) which had grown in agar screening
plates. Vancomycin and teicoplanin minimal inhibitory concentration (MIC) ranges of
those strains were found as 1.5-4 ug/mL and 2-4 ug/mL, respectively, by standard
E-test method. In our study, no VISA and hVISA isolates were detected when MIC
value of =8 ug/mL for vancomycin and teicoplanin, or =12 ug/mL for teicoplanin only
were accepted as the criteria for hVISA determination. Agar screening method which
is preferably used in routine laboratories for practical and economical reasons, lower
sensitivity and specificity than E-test. It can be concluded that, since agar screening
method is not reliable for the detection of vancomycin resistance, further multi-center
studies with the use of standard methods are needed in order to clarify the vancomycin
resistance patterns of staphylococci in our country.

Keywords: MRSA, MRCoNS, VISA, hVISA, vancomycin, teicoplanin, resistance.
GiRiS

Staphylococcus aureus suslarinda vankomisine azalmis duyarllk ilk kez
1997 yilinda Japonya’dan bildirilmistir'. Bundan sonraki yillarda da farkli cografi
bdlgelerden benzer izolatlar tanimlanmistir?. Vankomisine orta derecede direngli
S.aureus (VISA) olarak tanimlanan bu suslardan sonra, heterojen direncli
stafilokok (hetero-VISA; hVISA) olarak adlandirilan ikinci tip direnc ortaya
cikmistir. Bu tip dirence sahip suslarin vankomisin MiK degeri duyarlilik sinirlari
icinde oldugu halde, topluluk igindeki 1/108 bakteri vankomisinin 4 ug/mL’den
daha yuksek konsantrasyonlarinda Ureyebilmektedir4. Vankomisin direncinin
rutin laboratuvar yéontemleriyle saptanamamasi, bu direncin anlasilabilmesi ve
nedeni konusunda bircok calisma yapilmasina neden olmustur. Bunun yani
sira stafilokoklarda glikopeptid direncinin taranmasi ve dogrulanmasi igin
kullanilacak standart bir ydntem henlz gelistirilememistir.

Bu calismada, hastanede yatan hastalardan izole edilen metisiline direngli
S.aureus (MRSA) ve koagulaz-negatif stafilokok (MVRKNS) izolatlarinda glikopeptid
direnc oranlarinin aragtiriimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calismada, Haziran 2005-Aralik 2006 tarihleri arasinda Celal Bayar
Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dall,
Bakteriyoloji Laboratuvar’nda cesitli klinik érneklerden (36 derin trakeal aspirasyon,
29 kan, 19 abse, 18 yara suruntusu, 8 balgam, 5 kateter ucu 2 efiizyon sivisi, 2
idrar ve 1 biyopsi) izole edilen 92 MRSA ve 28 MRKNS olmak Uzere toplam 120
stafilokok susunun vankomisin direnci agar tarama yéntemiyle arastiriidi. Bakteriler
calismaya alinincaya kadar %10’luk gliserinli buyyonda -86°C de saklandi. Tim
deneylerde Mu3 (standart hVISA susu), Mu50 (standart VISA susu) ve S.aureus ATCC
25913 (metisiline ve vankomisine duyarli sus) kontrol suslari olarak kullanildi.
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Agar tarama ydntemi; “Centers for Disease Control” (CDC)® &nerileri
dogrultusunda, 6 ug/mL vankomisin iceren beyin-kalp inflizyon (BHI) agar
besiyerinde yapildi. Tarama plaklarinda 24. saatte ireme gésteren bakteriler olasi
vankomisin direncli, 48. saat Ureyen bakteriler ise olasi heterojen vankomisin
direncli stafilokok susu olarak degerlendirildi. Agar tarama plaklarinda treme
gOsteren tim izolatlara vankomisin ve teikoplanin icin standart E-test ve makro
E-test yontemi uygulandi.

Standart E-test yontemi icin, kanli agar besiyerindeki bir gecelik
inkibasyonu takiben kultirlerden secilen bir koloni Mueller-Hinton sivi besiyerine
ekilerek bir gece inklibe edildi. Daha sonra McFarland 0.5 bulanikligina ayarlanan
suspansiyonlardan BHI agar besiyerlerine ylzey ekimi yapildi. Vankomisin ve
teikoplanin (0.016-256 ug/mL) E-test seritleri (AB Biodisk, isvec) agar yiizeyine
yerlestirilerek 35°C’de 48 saat inklibe edildi ve sonuclar degerlendirildi.

Makro E-test yontemi icin, kanl agar besiyerinde bir gecelik inklibasyondan
sonra Ureyen stafilokok kolonilerinden bir tanesi secilerek BHI sivi besiyerine
ekim yapildi ve bir gece 35°C’de inklbe edildi. Daha sonra McFarland 2
bulanikhgina ayarlanan sispansiyondan 200 ul alinarak BHI agar besiyerlerine
yuzey ekimi yapildi. Vankomisin ve teikoplanin (0.016-256 ug/mL) E-test seritleri
agar yuUzeylerine yerlestirilerek 35°C’de inkUbe edildi. Plaklar 24. ve 48. saatlerde
degerlendirilerek MiK degerleri saptandi.

~ Vankomisin ve teikoplanin MIK degerleri =8 ug/mL veya sadece teikoplanin
MIK degeri =12 ug/mL olan suslar hVISA olarak kabul edildi®®.

BULGULAR

Agar tarama yénteminde toplam 120 izolatin 17’si (%14) 6 ug/mL
vankomisin iceren besiyerinde 48. saatte Ureme goOstermistir. Bu 17 susun
10’'unun MRSA, 7’sinin ise MRKNS oldugu izlenmistir. Standart E-test yéntemiyle,
suslarin vankomisin MiK araligi 1.5-4 ug/mL, teikoplanin MiK araligi 2-4 ug/mL
olarak saptanmigtir. Makro E-test yontemiyle ise vankomisin ve teikoplanin
MIK degeri =8 ug/mL veya sadece teikoplanin MiK degeri =12 ug/mL olan
sus saptanmamistir. Suslarin makro E-test yontemiyle belirlenen vankomisin
ve teikoplanin MIiK sonuclar Tablo I'de verilmistir.

Tablo I. Makro E-test Yontemiyle Belirlenen Glikopeptid
MIK Sonuglarina Goére Suglarin Dagilimi

MIK (ug/mL)
1 1.5 2 3 4 6 8 12 Toplam

Vankomisin

MRSA - - 4 2 4 - - - 10

MRKNS - - 2 5 - - - - 7
Teikoplanin

MRSA - 1 2 - - 2 5 - 10

MRKNS - - - 1 3 2 1 - 7
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TARTISMA

Staphylococcus aureus hastane kokenli enfeksiyonlarin énde gelen
etkenlerindendir. Bu suslarla gelisen sistemik enfeksiyonlarin tedavisinde
vankomisin tek segenek olarak karsimiza gikmaktadir. Metisilin direngli S.aureus
(MRSA) suslarinda vankomisine direng gelisimi hakkinda 1997 yilina kadar
dogrulanmig bir bildirim yapilmamistir. Ancak, 1997 yilinda Japonya’da yapilan
bir calismada vankomisin MiK degeri 8 ug/mL olan MRSA suslar saptanmis
ve sikliginin hastaneden hastaneye degismekle birlikte %5-22 arasi oldugu
belirtilmistir’. Bu gelisme, MRSA tedavisinde vankomisinin tek segenek oldugu
durumlar géz 6nudne alindiginda endise vericidir’.

Vankomisine orta dizeyde direncli S.aureus’larin ortaya ¢ikmasindan cok
kisa bir slire sonra 1997 yilinda Hiramatsu ve arkadaslar' heterojen VISA olarak
tanimladiklar yeni bir vankomisin direnc tipini bildirmislerdir. Ardindan ilk kez
2002 yilinda Michigan’da olmak Uzere vankomisine direncli S.aureus (VRSA)
izolatlar tanimlanmigtir’®. Vankomisine orta derecede duyarli (VISA) suslarin
ve Ozellikle de hVISA izolatlarinin rutin laboratuvarlarda saptanmasi oldukca
sorunludur. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda antimikrobiyal duyarlilik calismalarinda
en sik kullanilan yéntemlerden disk diftizyon yéntemi ve otomatize sistemler ile
guvenilir sonuclar elde edilememektedir. Stafilokoklarda vankomisin direncinin
arastinimasinda altin standart, populasyon analiz profil (PAP) yéntemidir. Ancak
bu ydéntemin rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanmasi oldukga zordur.
Dolayisiyla bu direncin taranmasinda ve saptanmasinda alternatif yéntemler
denenmistir. Alternatif yontemler arasinda 6 pyg/mL vankomisin iceren agar
tarama yontemi ve makro E-test yontemleri yer almaktadir.58. Calismamizda
da vankomisin direncinin saptanmasinda, 6 ug/mL vankomisin iceren BHI agar
tarama yéntemi kullaniimis, 48. saatte Ureme gdsteren 17 izolata standart ve
makro E-test yéntemi uygulanmistir. Suslarin makro E-testle belirlenen MiK
degerleri, direng sinirlarinin altinda olup, hVISA izolatlar saptanmamistir.

Vankomisine orta duzeyde direncli S.aureus oraninin ulkeler arasinda,
hatta ayni Ulkede yapilan ¢alismalar arasinda bile buyudk farkliliklar géstermesi,
stafilokoklarda glikopeptid direncini saptamada standart bir yéntemin
olmamasindan kaynaklanabilir'®'. Tlrkiye’de yapilan calismalarda, VISA igin
%0-1.3, hVISA icin ise %0-17.97 olmak Uzere oldukca farkli oranlarda direng
saptanmistir®''. Nakipoglu ve arkadaslari* yaptiklari galismada, 81’i S.aureus,
54’0 KNS olmak Uzere toplam 135 stafilokok susuna agar tarama ydntemi ve
ardindan vankomisin ve teikoplanin icin agar dilisyon ydéntemini uygulamislar,
sonuglarin dogrulanmasi igin populasyon analiz profil yéntemini kullanmiglardir.
Arastirmacilar hVISA saptamazken, teikoplanine orta dlizeyde diren¢ oranini
S.aureus suslarninda cok dusuk (%1.2), buna karsin MRKNS’larda yuUksek
(%13) bulmuslardir®. 2003 yilinda KNS’larla yapilan bir calismada, vankomisine
azalmis duyarlilik orani %3.9 olarak bildirilmistir'2. Bizim galismamizda ise VISA
ve hVISA izolati saptanmamigtir. Bunun nedeni, calismamizda tim izolatlara
makro E-test yénteminin ve altin standart olarak kabul edilen populasyon
analizi ydénteminin uygulanmamis olmasi olabilir.
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Son yillardaki verilere gére hem S.aureus hem de KNS suslarinda
vankomisin MIK degerleri gittikce yiikselmektedir'®'3, Avrupa’da yapilan
calismalarda hVISA oranlar ulkelere gore degismekle birlikte %0.21-20, Asya’da
ise %0.5-1.9 arasinda bildirilmistir'+'”. Ankara’da yapilan bir calismada, hVISA
orani 1998 yilinda %1.6 iken 2001 yilinda bu oranin %36’ya ciktigi gdézlenmis
ve bu artig aragtirmacilar tarafindan hastanedeki yaygin glikopeptid kullanimina
baglanmistir®.

Uygulama kolayligi ve dusuk maliyeti nedeniyle rutin laboratuvarlarda
vankomisin direncinin arastinimasinda 6 ug/mL vankomisin iceren BHI agar
tarama yo6ntemi kullaniimaktadir. Ancak bu yéntemin 6zgullik ve duyarlihgr,
maliyeti yuksek olan E-test yontemine gore oldukca dusuktur. Altin standart
olarak kabul edilen populasyon analizi yénteminin ise rutin laboratuvarlarda
uygulanmasi oldukga zordur. Sonug¢ olarak Ulkemizdeki stafilokok izolatlarinda
vankomisine diren¢ durumunun belirlenmesi icin standart yontemlerin kullanildig
ve ¢ok merkezli calismalara ihtiyac oldugu dusundlmustur.
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