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OzZET

Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinin dogru olarak belirlenmesi, bu direncin heterojen olmasi nedeniyle her
zaman mumkin olmamaktadir. Bu galismada sefoksitinle yapilan disk diflizyon testinin MRSA belirleme yetenegi agisindan halen
kullaniimakta olan diger ydntemlerle karsilastirimasi amaclandi. Calismaya 300 S. aureus susu alindi. Metisilin direncinin belirlen-
mesinde; oksasilin (1 pg) ve sefoksitin (30 pg) disk difiizyon testi, MRSA lateks aglitinasyon (Denka-Seiken, Japonya), oksasilin
agar tarama testi uygulandi. MRSA tanisinda altin standart olarak kabul edilen PZR ile mecA geni arastirildi. Oksasilin disk difliz-
yon, sefoksitin disk diflizyon, lateks aglitinasyon ve oksasilin agar tarama testlerinin duyarliliklari sirasiyla, %98.8, %98.3, %97.7 ve
%98.8; 6zglllikleri sirasiyla, %99.1, %99.1, %97.4 ve %98.3 olarak bulundu. Sonug olarak, sefoksitin disk diflizyon testi metisiline
direnci belirlemede guvenilir ydntem olarak bulundu.

SUMMARY

Accurate detection of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is not feasible evermore because of heterogeneous
resistance in Staphylococcus aureus. The aim of this study was to compare cefoxitin disk diffusion test and presently used other
tests for detection of MRSA. For this purpose, 300 Staphylococcus aureus strains were tested. Methicillin resistance was evaluated
using oxacillin (1 pg) disk diffusion test, cefoxitin (30 pg) disk diffusion test, oxacillin-agar screening and MRSA-screen latex
agglutination test (Denka-Seiken, Japan). The presence of mecA as the “gold standard” was investigated by PCR. The sensitivities
of oxacillin (1 pg) disk diffusion test, cefoxitin (30 pg) disk diffusion test, oxacillin-agar screening and MRSA-screen latex
agglutination tests were found as %98.8, %98.3, %97.7 and %98.8, respectively, and specificities as %99.1, %99.1, %97.4 and
%98.3, respectively. In conclusion, cefoxitin (30 pg) disk diffusion test was found as a reliable test for the detection of MRSA.

GiRiS

Staphylococcus aureus, toplumda ya da hastanede ka-
zanilmis ciddi infeksiyonlara neden olur. Benzilpenisilinin
kullanima sunulmasiyla S. aureus’a bagh invazif
infeksiyonlarin mortalite oranlarinda 6nemli bir dusis
olmustur. Ancak hizla, 6nce benzilpenisilinlere sonra da
yari sentetik penisilinlere direng gelismistir. Bunu takiben

metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslari ortaya ¢ika-
rak ve énemli bir klinik problem olusturmuslardir (1, 2).

Hemen hemen tim MRSA izolatlari PBP2a denilen ek
bir penisilin baglayan protein Uretir. PBP2a beta-
laktamlara PBP2'den daha dustk afinitelidir ve
metisilinin asil fizyolojik hedefidir. PBP2a, mecA geni
tarafindan kodlanir (3).
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Metisilin direncinin dogru bir sekilde belirlenmesi uygun
antimikrobik ilacin kullanimini saglamak icin gereklidir.
Oksasilin, metisilin direncinin belirlenmesinde diger
penisilinaza direngli penisilinlere gére daha stabil bir mo-
lekul olmasi ve 6zgulligu yiksek sonuc¢ vermesi nede-
niyle Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
onceden NCCLS olarak adlandirihyordu) tarafindan
fenotipik testlerde 6nerilmektedir (4). Fakat direncin he-
terojen olmasi, oksasilin kullanilarak yapilan duyarlilk
testlerinde, direngli ve duyarh sonuglarin ayiriminda zor-
luklara neden olmaktadir (1, 5-7). Bundan dolayi sonug-
larin guvenilirligini artirmak igin inokulum miktarini artir-
mak, daha duslk sicaklikta inkiibasyon, sodyum klorir
iceren oksasilin tarama testi veya inkiibasyonu uzatma
gibi onerilerde bulunulmustur (1, 6, 8). CLSI oksasilin
agar tarama testini ek bir test olarak dnermektedir (4, 9).
Fakat agar tarama sadece S. aureus igin 6nerilmekte ve
heterojen suslarda degerlendirme zor olmaktadir (8, 10).

Bir sefamisin tiirevi olan sefoksitinin mecA genini diger
penisilinlere gére daha iyi eksprese ettirdigi gésterilmistir
(5). Bazi arastirmacilar sefoksitin disk difiizyon testinin
oksasilin disk difizyon testinden daha yararl oldugunu,
mecA gen varligi ile uyumun daha iyi oldugunu bildirmig-
tir (1, 11-13). CLSI antibiyotik duyarhlk testleri alt komi-
tesi CLSI yayini M100-S15’'te hem disk difiizyon hem de
dilisyon boélumlerindeki stafilokok tablosunda (Tablo 2C)
sefoksitin disk diflizyon yontemini yeni test olarak ilave
etmigtir (14).

Bu calismada, 6zellikle sefoksitinle yapilan disk difiizyon
testinin MRSA belirleme yetenegini halen kullaniimakta
olan diger yontemlerle karsilagtiriimasi amaglanmistir.

GEREG YONTEM

Calismaya Erciyes Universitesi Hastanesi Bakteriyoloji
Laboratuvari’'nda klinik érneklerden izole edilen 300 S.

aureus susu alindi. Kalite kontrol suslan olarak S. aureus
27R ve ATCC 25923 kullanildi

Bakteri taninmasi: Koloni morfolojisi, Gram boyama,
katalaz reaksiyonu, trehaloz- mannitol testi, DNAse testi,
koagulaz ve kiimelesme faktorl testlerinden yararlanila-
rak yapildi.

Metisilin direncinin belirlenmesi: Oksasilin (1 ug) ve
sefoksitin (30 ug) disk diflizyon testi, oksasilin agar ta-
rama testi CLSI standartlarina gore yapildi. MRSA lateks
aglitinasyon (Denka-Seiken, Japonya) ticari firmanin
Onerileri dogrultusunda uygulandi. Calismaya alinan tiim
S. aureus kokenlerinde altin standart olarak kabul edilen
PZR ile mecA geni arastirildi (15). Sefoksitin icin direngli
ve duyarli zon gaplari sirasiyla <19 mm ve 220 mm ola-
rak kabul edildi (4). Oksasilin icin ise bu g¢aplar <10 mm
ve 213 olarak yorumlandi.

BULGULAR

Calismaya alinan toplam 300 S. aureus kokeninin
1871’inin mecA geni tasidigi, 119 kdkenin ise mecA nega-
tif oldugu bulundu. mecA pozitif olan 181 kdkenin 179'u
oksasilin disk difflizyon testi ile, 178’i sefoksitin disk
diffiizyon testi ile, 179’u oksasilin agar tarama yontemi
ile ve 177’si MRSA lateks agliitinasyon testi ile metisilin
direnci acisindan dogru olarak tanimlandi. Buna karsilik
mecA negatif olan 119 kdkenden birer tanesi oksasilin
disk diffizyon ve sefoksitin disk difizyon yéntemleri ile
metisiline direngli (yalanci diren¢) bulunurken, iki kéken
oksasilin agar tarama yontemi ile, U¢ kdken ise MRSA
lateks aglitinasyon yontemi ile metisiline direngli (yalan-
ci direng) olarak belirlendi (Tablo 1).

Altin standart olarak kabul edilen PZR ile mecA geni a-
rastirmasi sonugclarina gére metisilin direncini saptama-
da kullanilan diger testlerin duyarlilik, 6zgullik, pozitif

Tablo 1. Suslarin mecA geni varlidina gére dagilimi ve kullanilan ydntemlerin MRSA, MSSA olarak belirledikleri sus sayilari

. mecA (+) mecA (-)
Yoéntemler
MSSA MRSA MSSA MRSA
Oksasilin disk diffiizyon 2 179 118 1
Sefoksitin disk difflizyon 3 178 118 1
Agar tarama 2 179 117 2
MRSA lateks aglitinasyon 4 177 116 3

Tablo 2. mecA geni varligi altin standart olarak alindiginda yontemlerin duyarlilik, 6zguillik, pozitif ve negatif yorumlama glicti degerleri

Yontemler Duyarlihk Ozgillik Pozitif yorumlama guci Negatif yorumlama giicu
Oksasilin disk difiizyon %98.8 %99.1 %99.4 %98.3
Sefoksitin disk difiizyon %98.3 %99.1 %99.4 %97.5
Oksasilin agar tarama %98.8 %98.3 %98.8 %98.3
MRSA lateks aglitinasyon %97.7 %97.4 %98.3 %96.6
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yorumlama glici ve negatif yorumlama glici degerleri
Tablo 2'de gosterildi.

TARTISMA

Staphylococcus aureus kokenlerindeki metisilin direnci,
mecA gen kompleksi tarafindan kodlanan degismis bir
penisilin baglayan protein olan PBP2a ile iligkilidir (12,
16, 17). Bu direncin heterojen olmasi fenotipik yontemle-
rin MRSA suslarini belirlemesinde problem olusturmus-
tur. Direng goérinimuni artirmak icin yeni laboratuvar
yontemleri gelistiriimis (sodyum klorlr ilavesi, uzatiimis
inkiibasyon siresi, disik sicakhkta inkiibasyon gibi),
fakat direng tanimlama her zaman dogru olmamistir (10,
16, 18, 19).

Metisilin direncinin belirlenmesindeki hatalar ciddi klinik
sorunlara neden olabilir. Yalanci duyarl sonuglar tedavi-
de yetersizlige ve MRSA suslarinin yayilmasina, yalanci
direncli sonugclar ise glikopeptitlerin asiri kullanimi ve ge-
reksiz izolasyon tedbirleri nedeniyle asiri maliyetle so-
nuglanmaktadir (16). Bu nedenle S. aureus kdkenlerinde
metisilin direncinin dogru tanimlanmasi gereklidir.

mecA geninin belirlenmesi MRSA suslarinin ortaya ¢ika-
riimasinda en kesin ydntemdir, ancak rutin laboratuvar-
larda kullanimi uygun degildir ve 6zel laboratuvar ortami
gerektirmektedir (16).

MRSA lateks aglitiinasyon testi kolay uygulanir, hizh
sonug verir (15-20 dakika) ve ¢ok sayida 6rnegin ayni
anda incelenmesini saglar. Cesitli gcalismalarda bu testin
duyarliigi % 93.5 - % 100, 6zgllligi % 96.5- %100 ara-
sinda bulunmustur (10, 18). Bu ¢galismada testin duyarli-
g1 % 97.7 6zgullugu %97.4 olarak belirlenmistir.

Bazi calismalarda disik dizeyde metisilin direnci goste-
ren suslarda sefoksitinin PBP2a uretimini indukledigi ve
lateks aglitinasyon testinin duyarlihgini artirdigi vurgu-
lanmistir. Rohrer ve ark. (20) MRSA lateks tarama testi-
nin sefoksitin indiksiyonu Oncesi duyarlihgini %93.5,
O0zgulligunu  %97.7, indlUksiyon sonrasi duyarliigini
%100, 6zgulliguini %95.5 bulmuslardir. Sunulan calig-
mada ise bdyle bir indiiksiyon yontemi kullaniimamistir.

Oksasilin agar tarama yodnteminin heterojen suslar ile
yapilan ¢alismalarda duyarliliginin distigu gdsterilmistir
(<%95) (1, 10, 21). Diger yandan, duyarliigin %97’den
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yukarda oldugunu belirten ¢alismalar da vardir (18, 22,
23). Calismada bu testin duyarlihdi %98.8, 6zgillugu ise
%98.3 bulunmustur. inokiilasyon yéntemlerinde bazi fak-
liliklar ile direng belirleme oraninin artacadini belirten
calismalara da rastlanmaktadir (19, 21).

Oksasilin disk difiizyon ydnteminin bircok heterojen
susda %61-%96.4 arasinda duyarhlk gdsterdigini belir-
ten calismalar vardir (1, 19). Bazi calismalarda ise
oksasilin disk diflizyonu ile ilgili gok iyi duyarlilik sonugla-
ri bildirilmistir (10, 21, 22). Disk difizyon yénteminde go-
rulen dider bir problem, &ézgulligindn duyarliigindan
daha yuksek olusudur (%89-100). Bir bagka deyigsle,
yanlis pozitif sonug olasiligi, yanhs negatif sonug olasili-
gindan daha yiksektir. Calismada da disk diflizyon yoén-
teminin duyarhhdi %98.8, 6zgilluglu ise %99.1 bulun-
mustur.

Felten ve ark. (1) 83 MRSA klinik izolati ile sefoksitin,
moksolaktam disk diflizyon testlerini, oksasilin igin farkh
konsantrasyon, inokulum ve sicakhliklarda disk difiizyon
testini, agar tarama ve MRSA-Screen testlerini yapmis-
lar, sefoksitin icin inhibisyon zon c¢apini <27 mm,
moksolaktam igin <24 mm kabul etmiglerdir. Calismala-
rinda sefoksitin testi icin duyarlihg ve 6zgullugu % 100
olarak bulmuslardir.

Cauwelier ve ark. (12) calismalarinda sefoksitinin ve
oksasilinin degisik sicakliklardaki duyarlilik ve 6zgullik-
lerini, oksasilin agar tarama ve MRSA lateks
aglitinasyon testinin duyarlilik ve 6zgulliklerini, PZR ile
mecA geni belirlenmesini altin standart alarak karsilas-
tirmiglardir. Sefoksitin inhibisyon zon ¢aplarini <20 mm
ise MRSA, 224 mm ise MSSA olarak kabul etmiglerdir.
Sefoksitinin duyarlihidini ve ézgulliginu hem 30° C, hem
35° C igin % 100 bulmuslardir. Ancak CLSI’'nin son kila-
vuzunda MRSA’lar igin sefoksitin duyarli ve direngli zon
caplari 220 mm ve <19 mm olarak belirtilmistir (14).

Sonug olarak, mecA pozitif ve negatif S.aureus kdkenle-
rini belirlemede, oksasilin 1 pg disk yontemi ile sefoksitin
30 pg disk ydntemi birbirine yakin duyarlilik ve 6zgullik-
te, oksasilin agar tarama yéntemi ve MRSA lateks aglu-
tinasyon testleri ise daha disuk 6zgullikte bulunmustur.
Bu sonuglara gore, sefoksitin disk difiizyon yéntemi, rutin
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda tercih edilebilecek
bir yéntemdir.
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