




Staphylococcus aureus 

  Hastane ve toplum kaynaklı 
enfeksiyonlara neden olmakta 

  Enfeksiyonlar 
 Alt solunum sistemi 
 Cerrahi yara  
 Kan akımı 
 Kardiyovasküler sistem (endokardit) 
 Deri ve yumuşak doku enfeksiyonları 
 Osteomiyelit, septik artrit 

  ABD’de yıllık 300.000 vaka, 12.000 
ölüm, 2,7 milyon gün yatış süresi, 
9.5 milyar $ ilave maliyet 

Noskin et al. Arch Intern Med (2005) 1756-59. 
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Hücre Duvar Sentezi 
Sitoplazma 

NAG: N-Asetil Glukoz Amin 
NAM: N-Asetil Muramik Asit 
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PBP2a Sentezinin 
Düzenlenmesi 

Katayama et al Antimicrob Agents Chemother (2000) 549-55 
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SCCmec Gen Kaset Yapısı 

     Beta-laktam 
direnci ve bu 
direncin 
düzenlenmesi 

21-67 kb 

Katayama et al Antimicrob Agents Chemother (2001) 
1955-63. 

Ccr C 



SCCmec Yapısı (I-VI) 

Ito et al Drug Resist Updat (2003) 41-52 



Kan Akımı Enfeksiyonları 
(KAE) 

  ABD’de yıllık 250.000 vaka 
(Hastane enfeksiyonlarının 
%10’u)  

  Mortalite oranı %25-30 (ilk 25 
saat içinde uygun tedavi 
almayanlarda 2 kat fazla)  

  %20’sinde S. aureus, %50 civarı 
MR 

Wisplinghoff  et al Clin Infect Dis  (2004) 309-17 Wenzel  et al Clin Infect Dis  (2007) 85-88 



  Metisilin direnci hastanede yatış süresini 
1.29-2 kat arttırır  

  Metisilin direnci hasta maliyetini 1.44-3 
kat arttırır 

  Metisilin direnci mortaliteyi yaklaşık 
1.5-2.6 kat arttırır  

  Gecikmiş tedavi mortalite oranını 4 kat 
hasta yatış süresini 1.5 kat arttırır 

MRSA KAE 

Cosgrove et al Infect Control Hosp Epidemiol (2005) 166-74 
Ben-David et al Infect Control Hosp Epidemiol (2009) 453-60   

Rieg et al J Infect (2009) 232-9  
Lodise et al Clin Infect Dis (2003) 1418-23  
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MSSA Kromozom nuc, femA, orfX, Spa tuf, 16S rRNA  
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MRSA KAE’u Moleküler   
Tanısı 



MSSA Kromozom nuc, femA, orfX, Spa tuf, 16S rRNA  

Kromozom tuf, 16S rRNA  MecA  MRCONS 

MRSA 

  Burun örneklerinde %3.4-4.6 
  Steril örneklerde %0-2.5 

Becker et al J Clin Microbiol (2006) 229-31  
Wolk et al J Clin Microbiol (2009) 823-6  

MRSA KAE’u Moleküler   
Tanısı 
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FDA Onayı Almış MRSA 
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SCCmec orfX 

orfX 

 orfX (S. aureus) and SCCmec gen 
kaset (direnç geni bölgesi) birleşim 
yeri  

 SCCmec tip I - IV tespiti: Hastane ve 
toplum kaynaklı  

 Yalancı pozitiflik: “empty mecA” 
fenomene mec varyant izolatlar 

 Yalancı negatiflik: Varyant SCCmec 
birleşme bölgesi 

MRSA 

MSSA 

MRCNS 

Huletsky et al J Clin Microbiol (2004) 1875-84  
Bartels et al J Clin Microbiol (2009) 1524-7 
Thomas et al J Clin Microbiol (2008) 4116-7  

mecA 

SCCmec SCCmec mecA 

SCCmec mecA 

MRSA 



Kaynak Duyarlılık Özgüllük 

Gröbner et al 
JCM 2009 

%95.6 
(43/45) 

%95.3 (61/64) 

Kimura et al RB 
2009 

%100 (67/67)  % 97.4 
(37/38) 

Snyder et al 
JCM 2009 

%95.0 
(56/59) 

%97.5 (40/41) 



Xpert MRSA/SA BC 

SCCmec orfX 

SCCmec 

 orfX (S. aureus) and SCCmec gen 
kaset (direnç geni bölgesi) birleşim 
yeri, spa, mecA 

 SCCmec tip I - V tespiti: Hastane ve 
toplum kaynaklı  

 Yalancı pozitiflik: “empty mecA” 
fenomene (spa ve SCCmec)+ MRCNS bir 
arada olması (mecA) 

 Yalancı negatiflik: Yetersiz bakteri miktarı 

MRSA 

MSSA 

MRCNS 

mecA 

orfX 

spa 

spa 

mecA 

Wolk et al J Clin Microbiol (2009) 823-6  

SCCmec 

MRSA 



Kaynak Duyarlılık Özgüllük 

Parta et al 
JCM 2009 

% 97.9 (46/47) % 100 (21/21) 

Wolk et al 
JCM 2009 

% 98.3 (57/58) % 99.4 
(346/348) 

Xpert MRSA/SA BC 



Tripleks Real-Time PCR Yöntemi ile Kan 
Kültürü Örneklerinden Stafilokokların ve 

Metisilin Direncinin Tespit Edilmesi 

   Amaç: KAE’una neden olan stafilokokların 
ve  metisilin direncinin real-time PCR 
yöntemi ile tanımlanması 



Fenotipik Yöntem 

  12 Kasım 2008-11 Ağustos 2009 arasında 
341 gram pozitif kok kümesi (GPKK) 
görülen kan kültür örneği çalışmaya alındı 

  Konvansiyonel yöntem ile 
  22 MRSA 
  22 MSSA 
  230 MRCoNS 
  54 MSCoNS 
  13 stafilokok dışı GPKK yapmış organizma 
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Hedef 
gen Primerler  Proplar Genbank 

No 

nuc 
5’-gttgcttagtgttaactttagttgta-3’,  
5’-aatgtcgcaggttctttatgtaattt-3’ 

5’-VIC-aagtctaagtagctcagcaaatgca-BHQ1-3’ 

EF529599 
EF529596 
EF529595 
EF529593 

mecA 
5’-aaatattattagctgattcaggttac-3’ 
5’-cgttaatattgccattattttctaat-3 

5’-FAM-caaggtgaaatactgattaacccagta–BHQ1-3’ 

AB221124 
AB221123 
AB221122 
AB221121 
AB221120 

tuf 
5’-aaacaactgttactggtgtagaaatg-3’ 
5’-agtacggaaatagaattgtg-3’ 

5’-TR-tccgtaaattattagactacgctgaagc BHQ2-3’ 

GQ141079 
EU652826 
EU652822 
EU652816 
EU652802 
EU652800 
EU652794 
EU652785 



Sodyum polyanetolsulfonat (SPS)  









MRSA 

MSCoNS MRCoNS 
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Mikroorganizmalar 
Tripleks PCR sonucu 

tuf nuc mecA 

MRSA NCTC10442, N315, 85/2082, JCSC4744, WIS (WBG8318) + + + 

S. aureus ATCC25923, ATCC29213 + + 0 

S. hominis ATCC700236; S. epidermidis ATCC35984 + 0 + 

S. warneri ATCC25614; S. simulans ATCC27848; S. haemolyticus 
ATCC29970; S. capitis ATCC27840; S. lugdunensis 
ATCC43809; S. saprophyticus ATCC15305; S. sciuri 
ATCC29061 

+ 0 0 

Enterococcus casseliflavus ATCC25788; Enterococcus 
gallinarum GS; Enterococcus faecalis ATCC27270; 
Enterococcus faecium B7641; Streptococcus pneumoniae 
NCTC12695; Streptococcus pyogenes NCTC12696; 
Acinetobacter haemolyticus ATCC19002; Acinetobacter 
septicus DSM19415; Pseudomonas aeruginosa ATCC27853; 
Enterobacter aerogenes ATCC13048; Escherichia coli 
ATCC35218; Klebsiella pneumoniae ATCC13883; Salmonella 
typhimurium NCTC12023 

0 0 0 



Analitik Duyarlılık ve Reaksiyon 
Etkinliği 

RE (tuf)= %120 

RE (nuc)= %105 

RE (mecA)= %90 

Reaksiyon etkinliği=10 (-1/slope)-1 

Pozitif sinyal=1.2x108 cfu/ml 
(1.6x107-1.1x109) 



a Real-time PCR+, nuc ve tuf PCR ile pozitif ve negatif bulunan örnek sayısı 
b Duyarlılık = %100; özgüllük = % 100  
c 10 Enterococus faecalis, 3 Enterococcus faecium. 
d Duyarlılık = %99.7; özgüllük = % 100 

Değişken 
Tespit edilen örnek sayısıa Toplam örnek 

sayısı Real-time PCR+ Real-time PCR- 

nuc genb 

   S. aureus 44 0 44 

   CoNS 0 284 284 

   Non-staphylococcal 
izolatc 

0 13 13 

tuf gend 

   S. aureus 44 0 44 

   CoNS 283 1 284 

   Non-staphylococcal 
izolatc 

0 13 13 



a Real-time PCR+ ve -, mecA PCR ile pozitif ve negatif bulunan örnek sayısı.  
b Duyarlılık = %99.2; özgüllük = % 98.7  
c Duyarlılık = 100%; özgüllük = % 100  
d Duyarlılık = %99.1; özgüllük = % 98.1 

Mikroorganizma  
Tespit edilen örnek sayısıa 

Toplam örnek 
sayısı Real-time PCR+ Real-time PCR- 

Tüm staphylococci (n = 328)b 

   methicillin-resistant 250 2 252 

   methicillin-susceptible 1 75 76 

S. aureus (n = 44)c 

   methicillin-resistant 22 0 22 

   methicillin-susceptible 0 22 22 

CoNS (n = 284)d 

   methicillin-resistant 228 2 230 

   methicillin-susceptible 1 53 54 



  Avantajları 
  En önemli avantajı PCR amplifikasyon öncesi zaman kaybı ve 
kontaminasyon riski olan DNA elde etme yöntemi olmaması 

  İkincisi her üç gen bölgesini aynı reaksiyonda tespit etmesi 
  Dezavantajları 

  MSSA ve MRCoNS karışık örneklerde (kokolonizasyon) yalancı 
pozitiflik 

  İki CoNS izolat (S. haemolyticus ve S. hominis) örneği real-
time PCR ile mecA negatif bulundu ve başka bir direnç 
mekanizmasının sorumlu olduğu düşünüldü 

  Bir vakada (S. hominis) tuf geni 1:100 dilüsyonda tespit 
edilemedi ve sonrasında 1:10 dilüsyonda tespit edildi 





KAE’unda Kontaminasyon 

  CoNS tüm KAE’ların %30’undan izole edilmektedir  
  İzole edilen CoNS’lerin %70-94’ü kontaminanttır 
  Hastanemizde 249 epizotun 45’inde (%18.1)’inde 
gerçek CoNS KAE tespit edildi (GMG,2010) 

  Uygunsuz AB kullanımına bağlı (%34’ünde vankomisin) 
  Maliyet  
  Hastaların hastanede kalış süresi 
  Direnç oranları 

  Gerçek CoNS KAE’larının tanımlanması etkili ve uygun 
antibiyotik (glikopeptid) kullanılması için önemlidir 

Ben-David et al Infect Control Hosp Epidemiol (2009) 453-60 
Souvenir et al J Clin Microbiol (1998) 1923-6   



MMWR Aug, 2000,51, No. 
RR-10 



nuc 

mecA S. hae mva 

S. hom gap 

tuf S. epi atlE 

MRSA 
MSSA 
MRCoNS 
MSCoNS 

S. epidermidis 
S. hominis 
S. haemolyticus 

CoNS Çalışması 



Fenotipik Yöntem 

  15 Ağustos 2009-11 Şubat 2010 tarihleri 
arasında 238 gram pozitif kok kümesi 
(GPKK) görülen kan kültür örneği 
çalışmaya alındı 

  Konvansiyonel yöntem ile 
  11 MRSA 
  28 MSSA 
  176 MRCoNS 
  21 MSCoNS 
  2 stafilokok dışı GPKK yapmış organizma 





Hedef 
gen Primerler  Proplar Genbank 

No 

atlE 
5’-ggaggaactaataataagttaactg 
-3’,  
5’-gtcataaacagttgtatataagcc -3’ 

5’-fam-ctgctaatcgtggtgttgctcaaattaaa a-bhq1-3’ 

AJ887986 
AJ887985 
AJ887984 
AJ887983 

gap 
5’-tagatggatctgaaacagtagtat -3’ 
5’-ccttcaacaataccaaattcgtc -3 

5’-tr-aggtgcttcatgtactacaaactcattg –bhq1-3’ DQ321688 

mva 
5’-tatgcatgatggtttaacagatg -3’ 
5’-gaactcatcttgcatttcac -3’ 

5’-vıc-ctttcattatgtaccaatgggtgtaacagc  bhq2-3’ 
AP006716 
AF290088 





S. hae mva gen 

S. hom gap gen 

S. epi atlE gen 

S. epi atlE gen 

S. epi atlE gen 

S. epi atlE gen 

S. hae mva gen 

S. hae mva gen 

S. hom gap gen 

S. hom gap gen 



Reaksiyon etkinliği=10(-1/slope)-1 

Analitik Duyarlılık ve Reaksiyon 
Etkinliği 

RE (etlA)= %143 

RE (gap)= %93 

RE (mva)= %90 



Mikroorganizmalar 
Tripleks PCR sonucu 

atlE mva gap 

S. epidermidis ATCC35984 + 0 0 

S. hominis ATCC700236 0 0 + 

S. haemolyticus ATCC29970 0 + 0 

MRSA NCTC10442, N315 0 0 0 

S. aureus ATCC25923, ATCC29213 0 0 0 

S. warneri ATCC25614; S. simulans ATCC27848; S. capitis 
ATCC27840; S. lugdunensis ATCC43809; S. saprophyticus 
ATCC15305; S. sciuri ATCC29061 

0 0 0 

Enterococcus casseliflavus ATCC25788; Enterococcus 
gallinarum GS; Enterococcus faecalis ATCC27270; 
Enterococcus faecium B7641; Streptococcus pneumoniae 
NCTC12695; Streptococcus pyogenes NCTC12696; 
Acinetobacter haemolyticus ATCC19002; Acinetobacter 
septicus DSM19415; Pseudomonas aeruginosa ATCC27853; 
Enterobacter aerogenes ATCC13048; Escherichia coli 
ATCC35218; Klebsiella pneumoniae ATCC13883 

0 0 0 



*S.simulans, S.capitis (n=2), S.saprophyticus (n=2), S.equorum 

Mikroorganizmalar  
(Fenotipik Yöntem) 
Phenix  
0.5 McFarland 

S. epidermidis 
 atlE gen 

S. hominis 
 gap gen 

S. haemolyticus  
mva gen Mikroroganizmalar  

(moleküler yöntem) 
PCR+ PCR─ PCR+ 

PCR
─ PCR+ PCR─ 

S. epidermidis  
(n=120) 

107 13 21 99 2 118 

S.epidermidis (n=107)  
S.hominis (n=11)  
S.epidermidis+S.hominis (n=9) 
S.epidermidis+S.haemolyticus (n=1)  
S. hominis +S.haemolyticus (n=1) 
Negatif (n=2) 

S. hominis 
(n=64) 

4 60 64 0 0 64 
S.hominis (n=60) 
S.hominis+S.epidermidis (n=4) 

S. haemolyticus 
(n=17) 

1 16 1 16 17 0 
S.haemolyticus (n=15) 
S.haemolyticus+S.epidermidis (n=1) 
S.haemolyticus+S.hominis (n=1) 

*Diğer (n=6) 0 6 0 6 0 6 Negatif (n=6) 





Mikroorganizmalar  
(Fenotipik Yöntem) 
Phoenix 
0.25 McFarland 

S. epidermidis 
 atlE gen 

S. hominis 
 sodA gen 

S. haemolyticus  
mva gen Mikroroganizmalar  

(moleküler yöntem) 
PCR+ PCR─ PCR+ 

PCR
─ PCR+ PCR─ 

S. epidermidis  
(n=109) 

107 2 10 99 2 107 

S.epidermidis (n=107)  
S.hominis (n=0)  
S.epidermidis+S.hominis (n=9) 
S.epidermidis+S.haemolyticus (n=1)  
S. hominis +S.haemolyticus (n=1) 
Negatif (n=2) 

S. hominis 
(n=75) 

4 71 75 0 0 75 
S.hominis (n=71) 
S.epidermidis+S.hominis (n=4) 

S. haemolyticus 
(n=17) 

1 16 1 16 17 0 
S.haemolyticus (n=15) 
S.haemolyticus+S.epidermidis (n=1) 
S.haemolyticus+S.hominis (n=1) 

*Diğer (n=6) 0 6 0 6 0 6 Negatif (n=6) 
*S.simulans, S.capitis (n=2), S.saprophyticus (n=2), S.equorum 



Sonuç 

  İkili multipleks real-time PCR ile kan kültürü 
örneklerinden 83 dk’da 

  MRSA ve MSSA  
  MR S. epidermidis ve MS S. epidermidis 
  MR S. hominis ve MS S. hominis 
  MR S. haemolyticus ve MS S. haemolyticus  

  Karışık örneklerin tanımlayabilmektedir 
  Phoenix sistemi ile CoNS tanımlanmasında 
düşük inokulum daha iyi sonuç vermektedir 




