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Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) enfeksiyonlarinin tedavisinde vankomisinin artan kul-
lanimi vankomisin direnci endiselerini beraberinde getirmekte ve MRSA’ya karsi delafloksasin gibi alterna-
tif yeni antimikrobiyaller gelistiriimektedir. Bu calismada, S.aureus izolatlarinda heterodirencli vankomisin
orta direncli S.aureus (hVISA) sikliginin popiilasyon profili analizi-egri altinda kalan alan (PAP-AUC) yénte-
miyle belirlenmesi ve delafloksasine karsi in vitro duyarliliginin sivi mikrodiliisyon (SMD) yontemiyle aras-
tinlmasi amaclanmistir. Ayrica bu izolatlarda metisilin direnci saptayan farkli yontemlerin performanslari
karsilastinlmistir. Calismaya 2021-2023 yillari arasinda yara, doku, derin trakeal aspirat ve balgam 6rnek-
lerinden izole edilen toplam 105 S.aureus izolati dahil edilmistir. izolatlarin tanimlanmasi konvansiyonel
yontemler ve matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus suresi kiitle spektrometrisi (Bruker Dalto-
nics, Almanya) sistemiyle gerceklestirilmistir. Metisilin direnci; sefoksitin (30 pg) (Bioanalyse, Turkiye) disk
diflizyon, VITEK 2 otomatize sistem (bioMérieux, Fransa) ve mecA ile mecC gen bdlgelerinin polimeraz
zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)] ile arastirlmasiyla saptanmustir. izolatlarin vankomi-
sin, teikoplanin ve delafloksasin minimum inhibitor konsantrasyon (MiK) degerleri SMD yontemiyle be-
lirlenmistir. hVISA varlig), teikoplanin agar tarama ve makro-gradiyent test yontemleriyle arastiriimusg; altin
standart yontem olarak kabul edilen PAP-AUC analiziyle dogrulama yapilmistir. mecA geni PCR ile %61
oraninda saptanirken, hicbir izolatta mecC geni tespit edilmemistir. Referans yontem olan PCR ile karsi-
lastinldiginda; sefoksitin disk difiizyon, VITEK 2 oksasilin MiK ve VITEK 2 sefoksitin tarama yéntemlerinin
duyarhlik ve 6zgdilliikleri sirasiyla %100 ve %97.6; %100 ve %92.7; %100 ve %87.8 bulunmustur. SMD
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Staphylococcus aureus izolatlarinda hVISA Sikliginin PAP-AUC Yéntemiyle Saptanmasi ve
Delafloksasinin In Vitro Etkinliginin Arastiriimasi

yontemiyle tim izolatlar vankomisin duyarli iken bir izolat teikoplanine direncli saptanmustir. Teikoplanin
agar tarama yontemi ile 12 izolat olasi hVISA olarak tanimlanmistir. PAP-AUC y6ntemiyle, bunlardan iki-
sinde (%1.9) [bir MRSA ve bir metisiline duyarli S.aureus (MSSA)] hVISA varligi dogrulanmistir. S.aureus
izolatlarinin delafloksasin duyarllik orani %81.9 (MRSA'da %75, MSSA'da %92.7) olarak saptanmustir.
Sonug olarak, S.aureus izolatlarinda metisilin direncinin saptanmasinda sefoksitin disk diflizyon yontemi
en ylksek performansi gostermistir. Stafilokok enfeksiyonlarinda, vankomisin tedavi basarisizhigina yol
acma potansiyeli tastyan hVISA distik oranda saptanmistir. Yeni bir tedavi secenegi olan delafloksasine
karsi direng orani ise %18.1 bulunmus, MRSA izolatlarinda daha yliksek diren¢ g6zlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Staphylococcus aureus; metisilin direnci; MRSA; hVISA; PAP-AUC; delafloksasin.

ABSTRACT

The increasing use of vancomycin in the treatment of methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) infections has raised concerns about vancomycin resistance, leading to the development of alter-
native antimicrobials such as delafloxacin against MRSA.This study aimed to determine the frequency of
heteroresistant vancomycin-intermediate S.aureus (hVISA) among S.aureus isolates using the population
analysis profile-area under the curve (PAP-AUC) method and to investigate their in vitro susceptibility to
delafloxacin using the broth microdilution (BMD) method. Additionally, the performances of different
methods for detecting methicillin resistance in these isolates were compared. A total of 105 S.aureus
isolates, recovered from wound, tissue, deep tracheal aspirate and sputum specimens between 2021
and 2023, were included in the study. Identification was performed using conventional methods and the
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (Bruker Daltonics, Germany)
system. Methicillin resistance was determined using the cefoxitin (30 ug) disk diffusion method (Bioanal-
yse, Turkiye), VITEK 2 automated system (bioMérieux, France), and polymerase chain reaction (PCR) for
the detection of mecA and mecC gene regions. The minimum inhibitory concentration (MIC) values of
vancomycin, teicoplanin and delafloxacin for the isolates were determined via the BMD method. The
presence of hVISA was investigated using the teicoplanin agar screening and macro-gradient test meth-
ods, followed by confirmation with the gold standard PAP-AUC analysis. The mecA gene was detected
in 61% of the isolates via PCR, while the mecC gene was not identified in any isolate. Compared to the
PCR as the reference method, the sensitivity and specificity of cefoxitin disk diffusion, VITEK 2 oxacillin
MIC and VITEK 2 cefoxitin screening were 100% and 97.6%; 100% and 92.7%; 100% and 87.8%,
respectively. Using the BMD method, all isolates were found to be susceptible to vancomycin, while
teicoplanin resistance was detected in one isolate. Twelve isolates were identified as presumptive hVISA
by the teicoplanin agar screening method. hVISA was confirmed in only two (1.9%) [one MRSA and
one methicillin susceptible S.aureus (MSSA)] using the PAP-AUC method. The overall susceptibility rate
of S.aureus isolates to delafloxacin was 81.9% (75% for MRSA and 92.7% for MSSA). In conclusion, the
cefoxitin disk diffusion method demonstrated the highest performance in detecting methicillin resistance
in S.aureus isolates. hVISA, which has the potential to lead to vancomycin treatment failure in staphylo-
coccal infections was detected at a low rate. The resistance rate to delafloxacin which is a new treatment
option was found to be 18.1%, with a higher resistance observed among MRSA isolates.

Keywords: Staphylococcus aureus; methicillin resistance; MRSA; hVISA; PAP-AUC; delafloxacin.

GiRiS

Staphylococcus aureus, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinin yani sira kateterle
iligkili enfeksiyonlar, gida zehirlenmesi, pndmoni veya kan dolasimi enfeksiyonlari gibi
cok cesitli hastaliklara neden olabilen bir bakteridir. Metisiline direncli S.aureus (MRSA)
diinya genelinde yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olabilen 6nemli bir toplum ve
hastane kaynakli enfeksiyon etkenidir'-2. S.aureus’un yeni antibiyotiklere hizla uyum sag-
lama yetenegi nedeniyle antibiyotik direncinin izZlenmesi cok &nemlidir2. mecA geni ya da
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onun homologlarinin kazaniimasi stafilokok tiirlerinde beta laktam direncine neden olan
en 6nemli mekanizmadir®. Metisilin direnci saptanmasinda polimeraz zincir reaksiyonu
[polymerase chain reaction (PCR)] yontemiyle mecA geninin saptanmasi uzun zamandir
altin standart yéntem olarak kabul edilmektedir'.

Vankomisin, glikopeptitler sinifindaki ilk antibiyotiktir ve MRSA enfeksiyonlarinin te-
davisinde onerilir*. Vankomisin orta direncli S.aureus (VISA) fenotipi, baslica hiicre du-
varinda meydana gelen yapisal ve molekiiler adaptasyonlar sonucu ortaya ¢ikar ve bu
degisiklikler glikopeptid antibiyotiklere duyarliigi azaltir. Heterodirencli vankomisin
orta direncli S.aureus (hVISA), duyarl aralikta minimum inhibitér konsantrasyon (MiK)
degerleri gosterir ancak direncli bir fenotip sergileyen bir alt poptlasyon icerir. VISA
ve hVISA'nin neden oldudu enfeksiyonlar, vankomisin tedavisi basarisizigr oranlarinin
artmasina yol acar ve hastanede kalis stresinin uzamasi, persistan enfeksiyon riskinin
artmasi ve tedavi maliyetlerinin yiikselmesi ile iliskilidir®. hVISA arastirnimasinda makro
gradiyent test, glikopeptid direncinin saptanmasi icin gradiyent test (G-test), teikoplanin
tarama agari ve poptlasyon profili analizi-egri altinda kalan alan (PAP-AUC) yontemleri
kullanilabilmektedir®’. Ancak Kirby-Bauer disk difiizyon yéntemi ve diger kiiltiir tabanl
yontemler bu suslari dogru sekilde tespit edememektedir. PAP-AUC yontemi altin stan-
dart olarak kabul edilmekle birlikte; zaman alici olmasi ve teknik karmasikligi nedeniyle
bircok laboratuvarda rutin olarak kullanilmamaktadir®.

Delafloksasin akut bakteriyel deri ve deri ekleri enfeksiyonlarinin ve toplum kokenli
bakteriyel pnémoni tedavisinde Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ila¢ Dairesi onay al-
mis yeni bir kinolon grubu antibiyotiktir®?. Delafloksasinin; siprofloksasin ve levofloksasin
gibi diger florokinolonlara kiyasla MRSA dahil stafilokoklara karsi en aktif florokinolon
oldugu belirtilmektedir. Ayrica S.aureus enfeksiyonlarinin tedavisinde umut vadeden bir
secenek olarak bildirilmektedir'®.

Bu calismada Uglinci basamak bir hastanede cesitli klinik orneklerden izole edilen
S.aureus suglarinda PAP-AUC yontemiyle hVISA izolatlarinin prevalansinin arastiriimasi
ve yeni nesil bir florokinolon olan delafloksasinin in vitro etkinliginin sivi mikrodiliisyon
(SMD) yontemiyle belirlenmesi amaclanmistir. Ayrica, bu izolatlarda metisilin direnci
saptayan farkli yontemlerin performanslar karsilastirlmugtir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma Hitit Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan
onaylandi (Tarih: 28.02.2023 ve Karar no: 2023-21).

Izolatlarin Toplanmasi ve Tanimlanmasi

Calismaya Haziran 2021-Ekim 2023 tarihleri arasinda yara, doku, derin trakeal aspi-
rat (DTA) ve balgam 6rneklerinden izole edilen toplam 105 S.aureus izolati dahil edildi.
izolatlarin tanimlanmasi; konvansiyonel yéntemler (Gram boyama, katalaz ve tiipte koa-
gllaz testleri) ve matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ucus suresi kiitle spektro-
metrisi (Bruker Daltonics, Almanya) sistemiyle gerceklestirildi.
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Metisilin Direnci Saptanmasi

Metisilin direnci, sefoksitin (30 pg) diski (Bioanalyse, Turkiye) kullanilarak Kirby-Bauer
disk diflizyon yontemi, VITEK 2 otomatize sistem (bioMérieux, Fransa) ve PCR (mecA,
mecC gen bolgesi) yontemleriyle arastirildi.

mecA ve mecC Gen Bolgelerinin Arastiriimasi

Bakteriyel DNA Uretici firmanin onerileri dogrultusunda EURXx GeneMATRIX TISSUE
& BACTERIAL DNA Purification kiti (v1.3 EURx, Gdansk, Polonya) kullanilarak ekstrakte
edildi. Amplifikasyon, Mastercycler (Eppendorf, Almanya) cihaz kullanilarak toplam 25
pl hacimde gerceklestirildi. Reaksiyon karigimi; 1x PCR tamponu, 1.5 mM MgCl,, her bir
dNTP’den 100 uM, her bir primerden 0.4 uM, 1.25 U Taq DNA polimeraz (EURx DNA
Polymerase, Gdansk, Polonya), 1 pl kalip DNA ve son hacim 25 pl olacak sekilde niikleaz
icermeyen su icerecek sekilde hazirlandi.

Cikman ve arkadaglan'" tarafindan kullanilan yéntem referans alinarak mecA gen bél-
gesinin belirlenmesinde F= 5'-TCC AGA TTA CAA CTT CAC CAG G-3' ve R=5"-CCA CTT
CAT ATC TTG TAA CG-3'; mecC gen bdlgesinin belirlenmesinde F= 5'-GAA AAA AAG
GCT TAG AAC GCC TC-3' ve R= 5'-GAA GAT CTT TTC CGT TTT CAG C-3’ primerleri
kullanildi. Amplifikasyon islemi, 94 °C’de dort dakikalik baslangi¢c denatiirasyonunun ar-
dindan; mecA geni icin 30 dongi (94 °C’de 30 saniye, 53 °C’de 30 saniye, 72 °C’de bir
dakika) ve dort dakikalik son uzama; mecC geni icin ise 35 dongi (94 °C’de 30 saniye,
55 °C’de 30 saniye, 72 °C’de bir dakika) ve 10 dakikalik son uzama basamaklari seklinde
gerceklestirildi. PCR Urlnleri agaroz jel elektroforezinde yuritildu ve UV transilliminator
(Major Science) kullanilarak goruntilendi. Pozitif kontrol olarak MRSA referans suslari
olan NCTC 12493 (mecA pozitif) ve NCTC 13552 (mecC pozitif) kullanildi.

Metisilin direncinin saptanmasinda PCR, sefoksitin disk diflizyon, VITEK 2 oksasilin
MIK ve VITEK 2 sefoksitin tarama yéntemleri arasinda uyumsuzluk saptandiginda, izo-
latlar pasajlanarak saflik acisindan kontrol edildi, izolatlarin tanimlanmasi dogrulandi.
PCR, sefoksitin disk diflizyon, VITEK 2 oksasilin MiK ve VITEK 2 sefoksitin tarama testleri
tekrarlandi.

Vankomisin, Teikoplanin ve Delafloksasin Duyarhliklarinin Sivi Mikrodiliisyon
Yontemi ile Saptanmasi

International Organization for Standardization standartlarina uygun olarak; analitik
saflikta vankomisin (Carbosynth, ingiltere), teikoplanin (Carbosynth, ingiltere) ve delaf-
loksasin (Carbosynth, ingiltere) etken maddeleri ile katyonu ayarlanmis Mueller Hinton
sivi besiyeri (BD BBL Mueller Hinton Il Broth) kullanilarak sivi mikrodiltisyon panelle-
ri_ hazirlandi. MIK degerleri Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi [European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)] onerilerine gore degerlen-
dirildi'213,

hVISA Saptanmasi

Calismada hVISA saptanmasinda EUCAST onerileri dogrultusunda tarama yontemi
olarak makro gradiyent test ve teikoplanin agar tarama yontemi, dogrulama yontemi
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olarak PAP-AUC uygulandi. Teikoplanin agar tarama yonteminde 5 mg/L teikoplanin
iceren Mueller Hinton plagi (Condalab, ispanya) kullanildi.

Makro gradiyent test yontemi ve PAP-AUC ydntemi Wootton ve arkadaslarinin'
uyguladigi yéntem referans alinarak calisildi. Oncelikle sadece teikoplanin gradiyent
test seritleri (bioMérieux, Fransa) konuldu, teikoplanin MiK >8 mg/L olan izolatlara
vankomisin ve teikoplanin gradiyent test seritleri (bioMérieux, Fransa) birlikte konuldu.
Teikoplanin MiK >12 mg/L veya vankomisin ve teikoplanin sonucu >8 mg/L izolatlar
olasi hVISA olarak degerlendirildi. Bu izolatlarda hVISA varligini dogrulamak icin PAP-
AUC yontemi cahisildi. Calismalarda metisiline ve vankomisine duyarh S.aureus (ATCC
29213), VISA (Mu50, ATCC 700699), hVISA (Mu3, ATCC 700698) kalite kontrol suslari
kullanidi”14.

Levofloksasin Duyarliliginin Belirlenmesi

VITEK 2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize sisteminde VITEK 2 AST GP kartlari
(P664-P640) kullanildi.

istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler Statistical Package for the Social Sciences v23.0 kullanilarak ya-
pildi. Veriler tanimlayici istatistikler kullanilarak analiz edildi. Kategorik veriler sayi (n) ve
yuzde (%) olarak hesaplandi. Yontemlerin etkinlik karsilastirmalari icin duyarhhk, 6zgiil-
lik, pozitif ve negatif prediktif deger analizleri yapildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen izolatlarin (n= 105) hastane birimlerine gore dagihmi ince-
lendiginde, orneklerin %43.8 (n= 46)'inin yatakli servislerden, %39.0 (n= 41)'unun
yogun bakim (niteleri (YBU)'nden ve %17.2 (n= 18)'sinin poliklinik hastalarindan elde
edildigi saptanmustir. Klinik ornek tiplerine gore dagim degerlendirildiginde ise %47.6
(n=50)’sinin yara siruntust, %35.2 (n= 37)'sinin DTA, %14.3 (n= 15)’Gnun balgam ve
%2.9 (n=3)'unun doku o6rneklerinden izole edildigi belirlenmistir.

162 bp

p—
—
—
-
o
ot
p—

Pozitif kontrol

Sekil 1. mecA geni PCR iirtiniine ait agaroz jel elektroforezi gériintisii.
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Tablo I. Metisilin Direnci Saptamada Sefoksitin Disk Difiizyon Yéntemi ve VITEK 2 Sonuglarinin mecA Geni
Varligina Gére Karsilastiriimasi

Duyarlihk Ozgiilliik Pozitif prediktif deger  Negatif preditiktif deger
Yontem (%) (%) (%) (%)
D-FOX 100 97.6 98.5 100
V-FOX 100 87.8 92.7 100
V-OXA 100 92.7 95.5 100

D-FOX: Sefoksitin disk diflizyon, V-FOX: VITEK 2 sefoksitin tarama, V-OXA: VITEK 2 oksasilin MiK.

PCR yontemi ile izolatlarin 64 (%61)'linde mecA geni saptanirken, mecC geni
hicbir izolatta tespit edilmemistir (Sekil 1). Metisilin direncinin saptanmasinda referans
yoéntem olarak PCR esas alinarak; sefoksitin disk difiizyon, VITEK 2 oksasilin MiK ve VITEK
2 sefoksitin tarama yontemlerinin duyarlihk ve 6zgdlliikleri sirasiyla %100 ve %97.6;
%100 ve %92.7; %100 ve %87.8 olarak hesaplanmistir. Bu yontemler arasinda en iyi
performansin sefoksitin disk diflizyon yontemine ait oldugu gorilmdstir (Tablo I).

MRSA izolatlarinin %45.3'G yogun bakim, %42.2'si servis, %12.5’i poliklinik;
metisiline duyarli S.aureus (MSSA) izolatlarinin %46.3’U servis, %29.3'U yogun bakim,
%24.4'G poliklinik hastalarindan izole edilmistir. MRSA izolatlarinin %43.8’inin DTA,
%39.1'inin yara, %12.5inin balgam, %4.7’sinin doku 6rneklerinden; MSSA izolatlarinin
%60.9'unun yara, %22'sinin DTA, %17.1'inin balgam orneklerinden izole edildigi
gOzlenmistir. Metisilin diren¢ orani ayaktan hasta izolatlarinda %44.4 (8/18), serviste
yatan hasta izolatlarinda %58.7 (27/46) ve yogun bakim Unitelerinde yatan hasta
izolatlarinda %70.7 (29/41) olarak belirlenmistir. Yogun bakim tnitelerinde yatan hasta
izolatlarinda metisilin diren¢ orani daha yiiksek olmasina ragmen hasta gruplari arasinda
fark istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir (p= 0.149). Yara/doku izolatlarinda %52.8
(28/53), balgam izolatlarinda %53.3 (8/15), DTA izolatlarinda %75.7 (28/37) oraninda
MRSA saptanmustir, 6rnek tirleri arasinda fark istatistiksel olarak anlaml bulunmamistir
(p=0.074).

Tim S.aureus izolatlari (n= 105) SMD y&éntemi ile vankomisine duyarli (MiK arali§i=
0.5-2 mg/L) bulunmustur. Bir izolat teikoplanine (MiK= 4 mg/L) direncli saptanmustir.
Vankomisin icin MiK, degeri 1 mg/L ve MiKy, degeri 2 mg/L, teikoplanin icin MiK,
degeri 0.5 mg/L ve MIK,, degeri T mg/L olarak bulunmustur. Izolatlarin hVISA agisindan
taranmasinda, makro gradiyent test yontemi ile olasi hVISA saptanmazken, teikoplanin
agar tarama yontemi ile 12 izolat (%11.4) olasi hVISA olarak belirlenmistir. Dosya bilgileri
incelendiginde, hastalarin vankomisin kullanim o6ykileri bulunmamustir. Calismaya
dahil edilen izolatlarla olusan enfeksiyon sureclerinde hastalara glikopeptid tedavisi
baslanip baslanmadigi incelendiginde, kiiltirde Greme sonrasi iki hastanin (369-797)
vankomisin, iki hastanin (503-744) teikoplanin tedavisi aldigi gozlenmistir. Olasi hVISA
olarak degerlendirilen ve PAP-AUC calismasina alinan 12 izolatin ozellikleri Tablo II'de
gésterilmistir. PAP-AUC ydntemine gore ikiizolat (%71.9) hVISA olarak degerlendirilmistir'“.
PAP-AUC grafigi Sekil 2°de, diger sonuglar ise Tablo Ill'te gosterilmistir.
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469 430 —e—mu 3 232

Sekil 2. En dtistik PAP-AUC alanina sahip izolat (232 stok numarali izolat), hVISA olarak degerlendirilen iki
izolat (430 ve 469 stok numarali izolat) ve Mu3 pozitif kontrol izolatina ait PAP-AUC grafigi.

Tablo IIl. hVISA Olarak Degerlendirilen iki izolatin Ozellikleri

MET ile  MHAST

izolat Vankomisin  Teikoplanin olasi ile olasi  PAP-AUC

Stok No  Klinik ~ SMD MIK SMD MIK hVISA hVISA degeri mecA  mecC

430 Yogun 1 mg/L 2 mg/L Neg Poz 1.12 Neg Neg
Bakim

469 Servis 2 mg/L 2 mg/L Neg Poz 0.97 Poz Neg

SMD: Sivi mikrodiliisyon, MiK: Minimum inhibitér konsantrasyon, MET: Makro gradiyent test yéntemi, MHAST: 5
mg/L teikoplanin iceren Mueller hinton agar tarama yéntemi, PAP-AUC: Popiilasyon profili analizi-egri altinda kalan
alan, Neg: Negatif, Poz: Pozitif.

S.aureus izolatlarinda delafloksasin duyarlilik orani %81.9 olarak saptanmistir
(MRSA izolatlarinda %75, MSSA izolatlarinda %92.7). Tum izolatlarda delafloksasin
icin MiK50/90 degeri 0.008 mg/L/0.5 mg/L; MSSA izolatlarinda 0.008 mg/L/0.016
mg/L; MRSA izolatlarinda 0.008 mg/L/0.5 mg/L bulunmustur. Balgam-DTA izolatlarinin
%21.2'si, yara-doku izolatlarinin ise %15.1°i delafloksasine direncli bulunmustur. PAP-
AUC yontemi ile hVISA olarak belirlenen iki izolat delafloksasine duyarl saptanmistir.
Levofloksasin direng orani S.aureus izolatlarinda %19 (MRSA izolatlarinda %26.6, MSSA
izolatlarinda %7.3) olarak tespit edilmistir.

TARTISMA

MRSA son yillarda solunum yolu, kan dolasimi ve deri enfeksiyonlari ile siklikla ilig-
kilendirilmekte olup, hem hastane ortaminda hem de toplumda yaygin olarak gori-
lerek 6nemli diizeyde morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir'>. Metisilin direnci-
nin belirlenmesinde fenotipik ve genotipik tani ydéntemlerinden yararlanilmaktadir?.
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PCR yonteminin referans alindigi calismamizda; metisilin direncini saptamaya yonelik
fenotipik yontemler arasinda en yiiksek performansi sefoksitin disk diflizyon yontemi
(%100 duyarlihk, %97.6 6zgullik) gostermistir. Bu veriler, sefoksitin disk diflizyon testi-
nin rutin laboratuvar tanisinda gtivenilir bir secenek oldugunu desteklemektedir. Sadece
bir izolat PCR yontemi ile mecA geni negatif bulunurken disk difflizyon yontemi ile sefok-
sitine direncli olarak saptanmistir. Clinical and Laboratory Standards Institute, mecA geni
negatif bulunan ve sefoksitin direncli oldugu belirlenen izolatlarin metisilin (oksasilin)
direngli olarak rapor edilmesini 6nermektedir'®. mecA varyant geni aracilidiyla olusan
metisilin direnci, mecA PCR ile tespit edilememektedir. Bu durumda mecA homologlarini
da iceren PCR testinin uygulanmasi nerilmektedir®'”.

Vankomisin, MRSA'nin klinik tedavisinde tercih edilen ilactir ancak son yillarda akilci
olmayan kullanimi nedeniyle vankomisine duyarlilik azalmaktadir'. hVISA prevalansinin
belirlenmesi enfeksiyon kontrolii ve vankomisin tedavisindeki basarisizliktaki rolii nede-
niyle 6nemlidir fakat cogu hastanede bu oran bilinmemektedir'®. 1997-2019 yillari ara-
sindaki verileri kullanarak yapilan sistematik bir inceleme ve meta-analiz, 2010 yilindan
once VISA ve hVISA'nin genel prevalansinin sirasiyla %1.2 ve %4 oldugunu, bu yildan
sonra ise prevalansin %4.3 ve %5.3’e yiikseldigini géstermistir®. hVISA suslarinin kiresel
dagihmini degerlendiren diger bir sistematik inceleme ve meta-analizde (1997-2021),
klinik MRSA izolatlari arasinda genel prevalans oraninin %6.4 oldugu, kitalararasi dagili-
ma bakildiginda bu oranin Asya’da %6.1 ve Avrupa ile Amerika’da %6.8 oldugu bildiril-
mistir®. Ulkemizde MRSA izolatlari ile yapilan calismalarda, PAP-AUC yéntemi kullanilarak
hVISA oranlar %1.5, %13.7 ve %17.30 olarak bildirilmistir'®2'. Bu {ic arastirmada da
gorildigu Uzere; izolatlarin toplandigr yillar, 6rneklem sayilari, test edilen hasta popu-
lasyonlari ve hVISA tarama yontemlerindeki varyasyonlar nedeniyle sonuclar dogrudan
karsilastirmak mumkidn olmamaktadir. Calismamizda hVISA saptanmasinda EUCAST
onerileri dogrultusunda tarama yontemi olarak makro gradiyent testi ve teikoplanin agar
tarama yontemi, dogrulama yontemi olarak PAP-AUC uygulanmistir. Teikoplanin agar
tarama yontemi ile %11.4 oraninda olasi hVISA saptanirken, PAP-AUC yontemiyle %1.9
oraninda hVISA saptanmistir. Bizim calismamiz; test edilen hasta popilasyonunun sade-
ce yatan hastalarla sinirh kalmayip poliklinik hastalarini da icermesi, ornek tirlerinin ce-
sitliligi, MSSA izolatlarinin da degerlendirmeye dahil edilmesi ve kullanilan hVISA tarama
yontemleri gibi farkliliklarla bu calismalardan ayrilmaktadir.

hVISA calismalari agirlikli olarak MRSA izolatlar tizerinde yurGtilmustir. Bununla bir-
likte, cesitli calismalar MSSA izolatlari arasinda da hVISA fenotipinin varligini gostermistir.
Liang ve arkadaslari??, dogrulanmis 22 hVISA izolatinin 13’iiniin MSSA oldugunu bildir-
mis ve bu durumun hVISA'nin MSSA poptilasyonu icinde de ortaya cikabildigini goster-
digini belirtmistir. Ayni calismada hVISA sikhgi MRSA izolatlarinda MSSA izolatlarina gore
anlaml derecede daha yiiksek bulunmustur (%23.1’e karsi %7.9; p= 0.014). Agarwal ve
arkadaslan?? tarafindan yapilan calismada genel hVISA prevalansi %8.82 olarak bildiril-
mistir. MRSA izolatlarinin %4’tinde ve MSSA izolatlarinin %13.46’sinda hVISA saptandig
belirtilmistir. Bu bulgular, MSSA suslarinin da bu fenotipi tasiyabilecegini gostermektedir.
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Calismamizda ise hVISA orani MRSA izolatlarinda %1.6, MSSA izolatlarinda ise %2.4
olarak saptanmistir. Bu bulgular dogrultusunda, yalnizca MRSA izolatlarinda degil, MSSA
izolatlarinda da hVISA arastirilmasinin yapilmasinin, hVISA'nin gercek prevalansinin belir-
lenmesine katki saglayabilecegi kanaatine varilmustir.

SMD yéntemiyle belirlenen vankomisin MiK degerinin, vankomisin tedavi basarisiz-
Iigr icin dnemli bir risk faktorii oldugu bildirilmistir?®. Fatsis-Kavalopoulos ve arkadaslari
tarafindan yapilan calismada?® vankomisin MiK degerinin SMD yéntemiyle belirlenmesi,
hVISA icin gliclii bagimsiz prediktér olarak saptanmis ve MiK degerindeki her 1T mg/L'lik
artisin, bu fenotipin goriilme olasihgini 15 kattan fazla artirdigi gosterilmistir (p< 0.001).
Sreejisha ve arkadaslani tarafindan yapilan calismada2® izole edilen 11 hVISA izolatinin
10’unun vankomisin MiK degerinin 1-2 pug/mL araliginda oldugu tespit edilmistir. Cali-
mamizda tiim izolatlarin %1.9'u, MiK degeri 1 mg/L olan izolatlarin %1.8’i, MiK degeri
2 mg/L olan izolatlarin %2.7’si hVISA olarak saptanmis ve MIK degeri artisi ile hVISA
oraninin arttigr gordlmdastdir.

Calismamizda yeni bir florokinolon olan delafloksasin invitro aktivitesi degerlendirilmis-
tir. Ispanya’da 59 S.aureus izolatinda (40 MRSA ve 19 MSSA) yapilan bir calismada %16.9
oraninda delafloksasine diren¢ saptanmis ayrica MiK50 ve MiK90 degerleri, MRSA izolatla-
rinda (0.19 mg/L ve 0.75 mg/L) MSSA izolatlarina oranla (0.008 mg/L ve 0.25 mg/L) daha
yiiksek bulunmustur?’. Kandan izole edilen 110 MRSA izolati ile yapilan ¢alismada izolat-
larin %68’inin delafloksasine duyarli (delafloksasin MiK50 degeri 0.25 mg/L, MiK90 degeri
1 mg/L) oldugu saptanmistir’. Calismamizda delafloksasin duyarlilik orani tiim izolatlarda
%81.9, MRSA izolatlarinda %75, MSSA izolatlarinda %92.7 olarak saptanmistir. Delafloksa-
sin MiK50/9o degeri sirasiyla MSSA izolatlarinda 0.008 mg/L ve 0.016 mg/L; MRSA izolatla-
rinda 0.008 mg/L ve 0.5 mg/L saptanmistir. Sonuclarimiz yapilan caligmalar ile uyumludur
ancak yeni bir florokinolon olmasina ragmen 6zellikle MRSA izolatlarinda direng oranlarinin
yuksekligi (%25) dikkat cekicidir. Bildigimiz kadariyla, bu calisma tlkemizde S.aureus izolat-
larinda delafloksasinin aktivitesini MiK diizeyinde degerlendiren ilk calismadir.

Orneklerin tek bir merkezden alinmis ve sinirl sayida izolatla caligilmig olmasi, arastir-
mamizin kisithiliklarindandir. Ayrica sonuglar in vitro verilerden olusmaktadir.

Bu calisma, klinik S.aureus izolatlarinda metisilin direncinin saptanmasinda sefoksitin
disk diflizyon yonteminin, altin standart olan mecA PCR ile en uyumlu fenotipik yontem
oldugunu ortaya koymustur. PAP-AUC yontemi ile hem MRSA hem de MSSA izolatlarin-
da hVISA varliginin dogrulanmasi, klinikte tedavi yaklasimlarinin belirlenmesi acisindan
onemli olabilir. Yeni nesil bir florokinolon olan delafloksasin, stafilokokal enfeksiyonlarin
tedavisinde alternatif terapotik bir ajandir. Ancak, klinik kullanimda bulunan neredeyse
tiim antibiyotik siniflarina karsi S.aureus’un direng gelistirme potansiyeli vardir. Ozellikle
MRSA suglarinda, diger kinolonlarda oldugu gibi delafloksasin direnci olabilecegi g6z
ondnde bulundurulmalidir.
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