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OZET

Amag: Bu calismada metisiline direncli Staphylococcus
aureus (MRSA) ve metisiline duyarli S. aureus (MSSA)
izolatlarinda vankomisine azalmis duyarliligin arastiril-
mast amaglannugtir.

Gerec ve Yéntem: Abant Izzet Baysal Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda isleme
alinan toplam 131 S. aureus (45 MRSA ve 86 MSSA)
izolatt ¢calisildi. Vankomisin orta duyarli S. aureus
(VISA) arastirilmasinda, 4 ug/ml ve 6 ug/ml vankomisin
iceren beyin-kalp infiizyon agar besiyeri kullanildi.
Inkiibasyonun 24. ve 48. saatlerinde iireme degerlendi-
rildi. Vankomisin minimal inhibitor konsantrasyon
(MIK) degerlerinin belirlenmesinde mikrodiliisyon yon-
temi kullamildy. S. aureus icin vankomisin MIK degeri
Klinik ve Laboratuvar Standartlar: Enstitiisii kriterleri-
ne gore degerlendirildi. Kalite kontrol suglari olarak
Mu3 hVISA, S. aureus ATCC 29213 (vankomisine duyar-
l1) ve laboratuvarimizda konvansiyonel yontemlerle ve
otomatize sistemle (BD Phoenix 100, ABD) tanmimlamasi
yapiulmis olan vankomisine direngli Enterococcus faecalis
kullanild.

Bulgular: Calismada tarama besiyerlerinde iireme gozlen-
memistir. Tiim izolatlarda vankomisin MIK deger araligi
0.25-2 ug/ml olarak bulunmusgtur. Min ve MiK50 degerle-
ri 1 ug/ml olarak belirlenmistir. Vankomisin MIK degerle-
ri; S. aureus icin 1 ug/ml, Mu3 susu icin 4 ug/ml ve
Enterococcus faecalis susu icin >16 ug/ml olarak saptan-
migtir.

Sonuc: Hastanemizde izole edilen S. aureus suslarinda
vankomisine azalmus duyarlilik saptanmanugtir. Enfeksiyon
kontrolii ve epidemiyolojik onlemlerin alinmasi amacryla
vankomisin direncinin tarama yontemleri ile arastirilmasi-
nmin yararlt olacag diigiincesindeyiz.

Anahtar kelimeler: Vankomisin orta duyarli S. aureus
(VISA), S. aureus, mikrodilusyon

SUMMARY

Investigation of Vancomycin Resistance in Staphylococcus
aureus Strains Detected by Microdilution and Agar
Screening Method

Objective: In this study, it was aimed to investigate the rate
of reduced susceptibility to vancomycin in methicillin resis-
tant S. aureus (MRSA) and methicillin sensitive S. aureus
(MSSA) isolates.

Materials and Methods: A total of 131 S. aureus (45 MRSA
and 86 MSSA) strains isolated from various clinical speci-
mens in medical microbiology department of Faculty of
Medicine Bolu Abant Izzet Baysal University, Bolu were
studied. Brain heart infusion agar medium containing 4
ug/ml and 6 ug/ml vancomycin was used for the investiga-
tion of vancomycin intermediate Staphylococcus aureus
(VISA). Growth was assessed at 24™ and 48" hour of culti-
vation. Microdilution method was used for the determinati-
on of vancomycin minimal inhibitory concentration (MIC)
values. Vancomycin MIC values were evaluated for S. aureus
according to Clinical Laboratory Standarts Institute guide-
lines. Mu3 hVISA, S. aureus ATCC 29213 (vancomycin
sensitive), and vancomycin resistant Enterococcus faecalis
which have been defined by conventional methods and the
automated system (BD Phoenix 100, USA) in our labora-
tory were used as quality control strains.

Results: In the study, no growth was observed on the scre-
ening medium. Vancomycin MIC values of all isolates were
found to be between the range of 0.25 to 2 ug/ml. MIC90
and MIC50 values were expressed in 1 ug/ml. MIC values
of vancomycin were found to be 1 ug/ml for S. aureus, 4 ug/
ml for Mu3 hVISA strain, and >16 ug/ml for the
Enterococcus faecalis strain.

Conclusion: Decreased susceptibility to vancomycin was
detected in none of the S. aureus strains in this study.
Continuous surveillance of vancomycin resistance in S.
aureus strains with screening methods will be useful in
terms of infection control and epidemiological measures.
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GIRIS

Staphylococcus aureus bakteriyemi, pnomoni ve
cerrahi yara enfeksiyonlarini iceren nozokomi-
yal enfeksiyonlarin 6nde gelen etkenleri arasin-
dadir. Ayn1 zamanda saglikli kisilerde de koloni-
zasyona bagli olarak endojen olarak enfeksiyon-
lara neden olabilmektedir”. Tedavisinde kulla-
nilan penisilinlere karsi hizla yiiksek diizey
direng gelismesi sonucu, beta-laktamaz enzimi-
ne dayanikli semisentetik bir penisilin olan meti-
silin kullanima girmis, ancak iki y1l sonrasinda
metisiline direncli S. aureus (MRSA) izolati
tanimlanmigtir®-.

MRSA suslarinda makrolidlere, kinolonlara, tet-
rasiklinlere, linkozamidlere, kloramfenikole ve
aminoglikozidlere kars1 direng gelismis ve ¢oklu
direncli bakteriler ortaya ¢ikmaya baglamigtir.
Giintimiizde vankomisin, MRSA tedavisi i¢in ilk
basamak ilaglar arasinda kabul edilmektedir”.

1996 yilinda, Japonya’dan Hiramatsu ve ark.®)
tarafindan vankomisin minimum inhibitor kon-
santrasyonu (MIK) degeri 8 pg/ml olan S. aureus
susu bildirilmistir. Vankomisine azalmis duyarli-
Iik gosteren bu sus “vancomycin-intermediate
S. aureus” (VISA, Mu50) olarak literatiire gir-
migtir. Daha sonra 1997 yilinda yine Hiramatsu
ve ark.® tarafindan vankomisinin 4-9 pg/ml
konsantrasyonlarinda iireyebilen Mu3 ad1 veri-
len “heterojen VISA (hVISA)” olarak adlandiri-
lan yeni bir izolat tanimlanmustir.

Bu calismada MRSA ve metisiline duyarli
S. aureus (MSSA) izolatlarinda vankomisine
azalmig duyarliligin arastirilmasi amaglanmisgtir.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda, Abant izzet Baysal Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuva-
ri'nda igleme alinan cesitli klinik 6rneklerden
elde edilen toplam 131 S. aureus (45 MRSA ve

86 MSSA) izolat1 kullanildi. VISA arastirilma-
sinda, 4 pg/ml ve 6 pg/ml vankomisin iceren
beyin-kalp infiizyon (BHI) agar besiyeri kullani-
larak inkiibasyonun 24. ve 48. saatlerinde iireme
olup olmadig1 degerlendirildi. Calismada ayrica
mikrodiliisyon yontemi ile izolatlar i¢in vanko-
misin MIK degerleri belirlendi. Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) kri-
terlerine gore vankomisin MIK degeri S. aureus
icin <2 pug/ml olanlar vankomisine duyarh
(VSSA), 4-8 pg/ml olanlar VISA, =16 ug/ml
olanlar vankomisine direncli (VRSA) olarak
degerlendirildi”. Kalite kontrol suslar1 olarak
Mu3 hVISA susu (K. Hiramatsu, Juntendo Uni-
versitesi, Japonya’dan saglanmistir). S. aureus
ATCC 29213 standart susu ve laboratuvarimizda
izole edilen ve konvansiyonel yontemlerle ve
otomatize sistemle (BD Phoenix 100, Becton
Dickinson, ABD) tanimlamasi yapilmis olan
vankomisine direncli bir Enterococcus faecalis
susu kontrol olarak kullanildi.

BULGULAR

Calismaya alinan izolatlarin higbirinde, 4 ve 6
png/ml vankomisin igeren tarama besiyerlerinde
tireme olmamis ve VISA varlig1 saptanmamustir.
Tiim izolatlarda vankomisin icin MIK deger
araligr 0.25-2.0 pg/ml olarak bulunmus olup,
suslarin MiK90 ve MIKSO degerleri 1 pg/ml ola-
rak belirlenmistir. Kontrol suglarinda vankomi-
sin MIK degerleri; S. aureus ATCC 29213 igin 1
png/ml, Mu3 susu icin 4 pg/ml ve VRE susu icin
>16 ug/ml olarak saptanmistir. Calismada elde
edilen MIiK degerlerinin dagilimi Tablo 1°de
gosterilmigtir.

TARTISMA

Vankomisin antimikrobiyal etkinligini peptidog-
likan sentezinde gorevli olan D-alanil-D-alanin
rezidiilerine baglanarak gosterir. Boylece trans-
peptidaz aktivitesi engellenerek, peptidoglikan
uzamasi durur ve bakterinin hiicre duvari sentezi
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Tablo 1. izolat sayilarinin MiK degerlerine gore dagilimi.

Duyarlhik  MIK degerleri MSSA MRSA izolat Toplam
(ng/ml) izolat sayisi (n) sayist (n)
0.25 1 1 2
Duyarlt 05 33 18 51
1 52 26 78
Toplam 86 45 131

bozulur. Peptidoglikan tabakalarindaki D-alanil-
D-alanin oranimin artmasi sonucu bakteri hiicre
duvariin kalinlasmasi, vankomisin direncine
katkr saglayan temel mekanizma olarak kabul
edilebilir’. VRSA suglarinda goriilen vanA
diren¢ geni, VISA ve hVISA izolatlarinda sap-
tanmamustir. VISA ve hVISA’larda vankomisin
direncinin genetik temeli heniiz tam olarak agiga
kavusturulmug degildir. Bununla birlikte, VISA
ve hVISA suslarinda azaltilmig glikoprotein
duyarlilig1 ile birlikte kalinlagsmis hiicre duvari
oldugu goriisti bildirilmigtir®$?.

Rutin mikrobiyoloji laboratuvarinda vankomisi-
ne kargi azalmig duyarlilik testinde disk difuz-
yon metoduyla saptanamamaktadir”-'%'V. VISA
ve h-VISA kokenlerini saptanmasinda; vanko-
misin igeren (4-6 ug/ml) BHI agar ile tarama,
stvi mikrodiliisyon, agar diliisyon ve E-test gibi
otomatize olmayan yontemler kullanilmaktadir.
“Centers for Disease Control and Prevention
(CDCQC)” tarafindan 6 pg/mL vankomisin iceren
BHI agar ile tarama ve bu besiyerlerinde tireme
gozlenen izolatlar i¢in s1vi mikrodilusyon, agar
dilusyon ya da agar gradient difiizyon (E-test)
yontemi ile MIK belirlenmesi onerilmektedir.
Vankomisin iceren BHI agar tarama ydntemi,
uygulama kolaylig1 ve diisiik maliyeti nedeniyle
daha cok kullanilmaktadir. Ancak duyarliligi,
hVISA izolatlarinda yanlis negatif sonug vere-
bilmesi nedeniyle diisiiktiir. E-test yonteminin
duyarlilig1 ve 6zgiilliigii, agar tarama yontemine
gore yiiksek olmasina ragmen, elde edilen sonug-
lar Populasyon Analiz Profili-Egri Altinda Kalan
Alan (PAP-AUC) yontemiyle dogrulanmali-
dir?,

30

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 44(1):28-32, 2014

Ulkemizde farkli merkezlerde hVISA ve VISA
prevalansinin arastirildigi ¢aligmalar yapilmigtir.
Hosgor-Limoncu ve ark."® 2007 yilinda yaptik-
lar1 ¢caligmada, 6 pg/ml vankomisin iceren BHI
agar tarama yontemi ile birlikte standart E-test
ve makro E-test yontemleri kullanmiglardir.
Nakipoglu ve ark.!® yaptiklar1 ¢alismada agar
tarama ve populasyon analiz metodunu uygula-
miglardir. Her iki ¢aligmada hVISA veya VISA
suglarma rastlanmamugtir. Cesur ve ark.! van-
komisin agar tarama testi ve E-test yontemi
kullanarak gerceklestirdikleri ¢alismada MRSA
suglariin hicbirinde vankomisine duyarlilig
azalmis veya vankomisine direngli izolat saptan-
mamigtir. Aktag ve ark.'® caligmalarinda, 390
MRSA izolatinda 4 ve 6 pg/ml vankomisin ige-
ren BHI agar ve agar dilusyon yontemi kullanil-
mugtir. Suglarin MiK90 ve MiK50 degerleri 1 pg/ml
olarak belirlenmis olup, izolatlar arasinda VISA
susuna rastlanmamigtir. Calismamizda, 4 pg/ml
ve 6 ug/ml vankomisin iceren BHI agar besiyeri
ve mikrodiliisyon yontemi kullanilmig, ancak
VISA varligi saptanmamustir. Tiim izolatlarda
vankomisin igin MIK90 ve MiK50 degerleri 1 pg/
ml olarak belirlenmistir.

Tiirkiye’de ilk hVISA susu 1998 yilinda Giilay
ve ark."” tarafindan bildirilmistir ve MRSA izo-
latlarinda mikrodilusyon metoduyla %35.3 ora-
ninda pozitiflik bulunmugtur. Sancak ve ark.!®
MRSA izolatlarinda hVISA oranini 1998 yilinda
%1.6 bulurken, 2001°de %36 olarak saptamis-
lardir ve bu artis hastanedeki yaygin glikopeptid
kullanimina baglanmustir. Kuscu ve ark.® meti-
siline diren¢li 148 stafilokok izolatlarinin 5
(%3.4)’ini VISA, 2 (%1.4)’sini ise hVISA ola-
rak tanimlamis ve S. aureus suglar dikkate alin-
diginda ise, VISA (1/107) ve hVISA (1/107)
prevalansi benzer olarak %0.9 oraninda bulmusg-
lardir. Ayn1 ¢alismada, tarama plaklarinin yalan-
c1 negatiflik sonuclar verebilecegi ve 6n tarama
amaciyla kullanmig olduklar1 6 pg/ml vankomi-
sin iceren plaklar, hVISA suglarimin tespit edil-
mesini engellemis olabilecegini bildirmislerdir.
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Giines ve ark."” yaptiklar caligmada, 4 ve 6 ng/ml
vankomisin i¢ceren BHI agar kullanilmig; MSSA
izolatlarinin hig¢birinde iireme gozlenmezken, iki
MRSA susunda iireme gbzlenmis ve bu suslarin
h-VISA oldugu PAP-AUC yontemiyle dogrulan-
migtir. Sonuclarin degisik c¢aligmalarda farkl
olmasinin nedeni kullanilan yontemlerin farkl
olmasi olabilir.

Cin’de 2013 yilinda agar tarama, mikrodilusyon
ve PAP-AUC yontemleri kullanilarak yapilan
bir caligmada, MRSA ve MSSA izolatlarinda
%10 oraninda hVISA ve %0.5 oraninda VISA
saptanmustir ve ayni ¢calismada hVISA ve VISA
oranlarinin 6zellikle MRSA suglarinda yiiksek
oldugu belirtilmistir®”. Farkli merkezlerden epi-
demiyolojik ¢aligmalarin oldugu bir derlemede
hVISA sikligim1 MRSA suglarinda %1.3 olarak
bildirilmistir®?, Direncin rutin yontemlerle sap-
tanamamas1 nedeniyle bir¢ok iilkede VISA ve
h-VISA kokenlerin orani tam olarak bilinme-
mektedir. Stafilokoklarda vankomisin direng
oraninin artmamast i¢in gereken Onlemlerin
daha kolay alinabilmesi i¢in, bu ajana karg1 azal-
mig duyarlilik oranlarinin bilinmesi 6nem tagi-
maktadir.

Sonug olarak, hastanemizde izole edilen S. aureus
suglarinda vankomisine azalmis duyarlilik sap-
tanmamuigtir. Enfeksiyon kontrolii ve epidemiyo-
lojik 6nlemlerin alinmasi ve iilkemizdeki genel
diren¢ oranlarinin belirlenmesi amaciyla, tibbi
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda vankomisin
direncinin tarama yontemleri ile arastirilmasi
onemli katki saglayacaktir.
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