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OZET

Metisiline direngli stafilokoklar, giderek artan siklikta ciddi nozokomiyal ve toplum kokenli infeksiyonlara neden olmaktadir.
Antistafilokokal beta-laktam antibiyotiklere fenotipik heterojen ilag direnci, duyarllik testlerinin sonuglarini etkilemekte; rutin oksasilin
disk difiizyon testleri, metisiline direngli stafilokoklarda heterojen direnci belirlemede yetersiz kalabilmektedir. Bu galismada Phoenix
bakteri tani ve antibiyogram sisteminde (BD) metisiline direngli olarak saptanan 100 Staphylococcus aureus ve 100 koagulaz negatif
stafilokok (KNS) klinik izolati ¢galismaya alindi. Metisilin direncini tarama amaciyla; disk difizyon yonteminde oksasilin (1 pg),
sefoksitin (30 pg) diskleri (BD); E-test ydntemi igin de oksasilin, sefoksitin E-test stripleri (AB Biodisk Sonia, isveg) kullanildi. Farkli
yontemlerin performanslari, metisilin direncini sadlayan mecA gen pozitifligi ile bir arada irdelendi. Calismamizda S. aureus
suslarinda, oksasilin ve sefoksitin disk diflizyon ve E-test sonuglarinin mecA ile uyumlu oldugu saptandi. Koagiilaz negatif stafilokok
izolatlarinda ise sefoksitin E-testi digindaki testlerinin mecA ile uyumlu oldugu goérdldi.

SUMMARY

Methicillin-resistant staphylococci lead to serious nosocomial and community-acquired infections in an increasing frequency.
Phenotypical heterogeneous drug resistance to antistaphylococcal beta-lactam antibiotics affects the results of susceptibility testing;
and routine oxacillin disk diffusion tests often fail to detect heterogeneous methicillin-resistant staphylococcus populations. In the
present study, 100 clinical isolates of Staphylococcus aureus and 100 clinical isolates of coagulase-negative staphylococci (CoNS),
which were detected to be methicillin-resistant in Phoenix bacterial identification and antibiogram system (BD), were studied. In
order to screen meticillin resistance, a disk diffusion method with oxacillin 1 pg and cefoxitin 30 ug (BD) discs; and E-test containing
with oxacillin and cefoxitin (AB Biodisk Sonia, Sweden) strips were performed. The performance of the different methods were
determined with the positivity of mecA gene. It was found that the results of disk diffusion test and E-test for oxacillin and cefoxitin in
S. aureus isolates were consistent with mecA positivity. It was also observed that the results of tests, apart from E-test for cefoxitin,
was consistent with mecA positivity in CoNS isolates.

GiRiS organlarda ciddi infeksiyonlar olusturabilen en &nemli
Staphylococcus gok sayida tiir igeren, deri ve mukoza-  tlrldar. Staphylococcus aureus diginda kalan koagiilaz
larda kolonize olabilen, degisik turleri ile farkli hastaliklar ~ negatif stafilokok (KNS) tirleri ise, gegmiste sadece flora
yapan 6nemli bir bakteri cinsi; Staphylococcus aureus  elemani olarak kabul edilirken; ginlimiizde 6zellikle has-
ise, cok sayidaki patojenik faktor(i ile cesitli doku ve  tane kaynakli infeksiyon etkenleri arasinda yer almakta
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Tablo 1. Phoenix sistemi ile fenotipik yéntemlerin uyumu

Oksasilin Sefoksitin
Disk difuizyon E-test Disk difizyon E-test
R | S R | S R | S R | S
S. aureus 97 2 1 97 - 3 98 - 2 97 1 2
KNS 97 - 3 97 - 3 94 - 6 82 6 12

R: Direngli, S: Duyarli, KNS: Koagiilaz negatif stafilokok

ve 6nemleri giderek artmaktadir (1). Hastane kaynakl
stafilokok suslari ¢oklu antibiyotik direngleri ile tedavi
acisindan  onemli  sorunlar olusturmaktadir  (2).
Staphylococcus aureus son yarim yuzyil iginde, spektru-
munda yer alan hemen tim antimikrobiyal ajanlara karsi
diren¢ gelistirmistir. Penisilinin yaygin olarak kullanimi-
nin ardindan kisa slrede penisilin direnci, metisilin
kullanimindan bir yil sonra da metisiline karsi direng
tanimlanmigtir (2). Stafilokoklarda metisilin direncinden
Staphyococcal cassette chromosome mec (SCCmec)
adi verilen 21-67 kb bir DNA bélgesinde yer alan mecA
geni sorumludur (3).

Metisiline direngli S. aureus (MRSA) izolatlarinin ¢oklu
antibiyotik direncleri nedeniyle, tedavide yarattiklar so-
runlar giderek artmaktadir. Metisilin direnci grup direncini
temsil ettigi icin, MRSA ve metisilin direngli S. epidermidis
(MRSE) izolatlarinda tek tedavi secenegi glikopeptitler
olmaktadir. Glikopeptitlerin yayginlasan kullanimlari, du-
yarhligi azalmis suslar ve enterokoklarda glikopeptit
direncini giindeme getirmistir (1, 4). Hem glikopeptitlerin
gereksiz kullanimindan kaginmak hem de hastaya en
kisa zamanda en etkili tedaviyi verebilmek i¢in metisilin/
oksasilin duyarlihginin hizh ve dogru olarak tanimlan-
masi gerekmektedir (1). Oksasilin duyarliligi, metisilin
direncinin belirlenmesinde en yaygin kullanilan fenotipik
yontem olmakla birlikte; son yillarda sefoksitinin de
metisilin direncini belirlemede kullanilabilecegi bildiril-
mektedir (5).

Calismamizin amaci; stafilokoklarda konvansiyonel yén-
temlerle saptanan metisilin direncinin, molekiler yontem-
ler ile arastirilarak sonuglarin karsilastiriimasi, metisilin/
oksasilin duyarlihgini saptamak igin laboratuvarda kulla-
nilabilecek en uygun yénteminin belirlenmesidir.

GEREGC VE YONTEM

izolatlar: Calismaya; Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari'na
gonderilen kan kultir orneklerinden BACTEC 240
hemokiiltir sisteminde (Becton Dickinson, Sparks, MD,
ABD) izole edilen; idantifikasyon ve antibiyotik duyarlilik-
lari Phoenix sisteminde (Becton Dickinson, Sparks, MD,
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ABD) yapilan 100 tane metisiline direngli S. aureus ve
100 tane KNS susu alindi. idantifikasyon islemleri ta-
mamlanan ve galismaya alinan 200 susun hepsi tek
koloni pasaj yapilarak molekiler ¢alismada kullaniimak
Uzere -20° C’da saklandi.

Duyarlilik Testleri: Antibiyotik duyarlilik testlerinin yapi-
labilmesi igin Mueller Hinton Il Agar (BD) besiyerleri
kullanildi. Disk difiizyon testi, Clinical and Laboratory
Standards Instuitute (CLSI) &nerileri dogrultusunda,
oksasilin (1 ng) ve sefoksitin (30 ng) diskleri (BD) kulla-
nilarak yapildi. E-test yonteminde ise oksasilin ve sefok-
sitin E-Test stripleri (AB Biodisk Sonia, isveg) (retici
firmanin 6nerileri dogrultusunda uygulandi. Antibiyotik
duyarhlik sonuglari CLSI kilavuzunda belirtilen duyarlilik
sinirlarina gére yorumlandi (5).

Calismada mec A pozitifligini saptamak amaciyla Olivera
ve ark. (6)nin  kullandigi  primerler (MECA
P4.TCCAGATTACAACTTCACCAGG, MECA PT7:CCA
CTTCATATCTTGTAACG) ile polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) uygulandi.

BULGULAR

Oksasilin ve sefoksitin disk diflizyonu ile E-test sonuglari
karsilastiriidiginda en blyilik uyumsuzluk KNS suslarin-
da sefoksitin E-test ve disk difizyon verilerinde gozlen-
migstir (Tablo 1).

Molekiler calisma sonucunda otomatize sistem ile
metisilin direncgli saptanan iki S. aureus ve alti KNS
susunda mecA geni saptanamamistir (Tablo 2).

mec A geni saptanamayan sekiz sus, konvansiyonel
yontemlerle duyarliliklari agisindan irdelenerek Tablo
3’'de sunulmustur.

Tablo 2. S. aureus ve KNS suslarinda mecA geni

MecA

98
94

S. aureus
KNS

KNS: Koagiilaz negatif stafilokok
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Tablo 3. mecA geni saptanamayan stafilokok suslarinin konvansiyonel yontemlerle duyarlilik sonuglari

Sus no ve tirl Oksasilin disk difiizyon

Oksasilin E-test

Sefoksitin disk difiizyon Sefoksitin E-test

54 S. aureus Orta duyarli Duyarh Duyarli Duyarl
71 S. aureus Duyarli Duyarl Duyarli Duyarli
104 KNS Direncli Direncli Duyarh Duyarl
120 KNS Duyarh Duyarli Duyarli Duyarli
122 KNS Duyarl Duyarli Duyarli Duyarli
153 KNS Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli
188 KNS Direngli Direngli Duyarl Duyarli
197 KNS Direngli Direngli Duyarl Duyarli
KNS: Koagiilaz negatif stafilokok

Tablo 4. mecA geni igermelerine kargin konvansiyonel yontemlerle farkl duyarlilik sonuglari saptanan suslara ait veriler

Sus no ve turd Oksasilin Disk Diflizyon

Oksasilin E-testi

Sefoksitin Disk Diflizyon Sefoksitin E-testi

86 S. aureus Orta duyarh Duyarli Direngli Direngli
87 S. ureus Direngli Direngli Direngli Orta duyarh
106 KNS Direngli Direngli Direngli Orta duyarh
116 KNS Direngli Direngli Direngli Duyarli
119 KNS Direngli Direngli Direngli Orta duyarli
121 KNS Direngli Direngli Direngli Orta duyarli
124 KNS Direncli Direngli Direncli Duyarh
136 KNS Direngli Direngli Direngli Duyarl
141 KNS Direngli Direngli Direngli Orta duyarh
162 KNS Direngli Direngli Direngli Duyarli
171 KNS Direngli Direngli Direngli Duyarl
182 KNS Direngli Direngli Direngli Orta duyarli
183 KNS Direncli Direngli Direncli Duyarh
KNS: Koagiilaz negatif stafilokok
Tablo 5. Koagiilaz negatif stafilokok suslarinda oksasilin ve sefoksitin test uyumu
Oksasilin Sefoksitin
Disk difizyon E-test Disk difiizyon E-test
McNemar sonuglari
0.250 0.250 1.000 0.031*

* p<0.05 ise anlamhdir

Tablo 6. S. aureus ve KNS suslarinda oksasilin ve sefoksitin igin disk diflizyon ve E testlerinin duyarlihgi ile 6zgullugi

Oksasilin Sefoksitin
Disk diflizyon E-test disk Diflizyon E-test
Duyarllik Ozgiillik Duyarllik Ozgiillik Duyarllik Ozgiillik Duyarhlik  Ozgiillik
KNS 100 50 100 50 100 100
S. aureus 98.97 100 98.97 100 100 100 100 100

KNS: Koagiilaz negatif stafilokok

mecA geni saptanmis olmakla birlikte iki S. aureus ve 11
KNS susunda konvansiyonel ydntemlerin bazilariyla
farkli duyarlilik sonuglari saptanmigtir (Tablo 4). Buna
gore, bir S. aureus susunda oksasilin disk diflizyon ve E-
test sonucu, diger S. aureus susunda sefoksitin E-test
sonucu uyumsuz olarak bulunmugken, KNS’larda sefok-
sitin E-test sonuglarinin genellikle uyumsuz oldugu
gortlmuistar.

Metisilin direncini saptamada altin standart olarak kabul
edilen mecA geni varligi ile oksasilin, sefoksitin disk

Cilt 23, Sayi 2, Nisan 2009

difizyonu ve E-test sonuglarinin uyumu istatistiksel
olarak irdelendiginde; S. aureus suglarinda dért konvan-
siyonel testin tamami, KNS suslarinda ise sefoksitin
E-testi disindaki diger fenotipik testlerin mecA ile uyumliu
bulunmustur (Tablo 5).

Staphylococcus aureus ve KNS suslarinin oksasilin ve
sefoksitin disk diflizyon ile E-test sonuglarinin duyarlilik
ve 6zgullikleri Tablo 6’da sunulmustur.
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mecA ile sefoksitin E-testi karsilastinldijinda, fazla
sayida orta duyarli sus oldugundan sonuglarin etkilendigi
g6zlendi. Bu nedenle orta duyarh suslar direngli veya
duyarli kabul edilerek ya da analiz digi birakilarak
duyarlihk ve 6zgullikleri hesaplandi. Buna gore;

a) Orta duyarh suslar direngli kabul edildiginde; duyar-
lilik: % 95.74, 6zglllik: % 100 olarak bulundu, McNemar
testine gére anlaml degildi (p=0.125).

b) Orta duyarh suslar duyarl kabul edildiginde; duyarlilik:
% 89.36, 6zgullik: % 100 olarak saptandi, McNemar
testine gore anlamli idi (p=0,002). Yanlis negatif sayisi-
nin fazla olmasi nedeniyle bu sonug elde edildi.

c) Orta duyarh suslar analizden ¢ikartildiginda; duyar-
lilik: % 95.45, 6zglllik: % 100 olarak bulundu, McNemar
testine gore anlaml degildi (p= 0.125).

TARTISMA

Metisilin direncini saptamada mecA geninin gbsteriimesi
altin standart olarak kabul edilmekle birlikte; rutin uygu-
lamada, yakin zamana kadar oksasilin duyarliligini belirle-
yen testler referans yontem olarak kullaniimigtir. Sefoksi-
tinin, 6zellikle heterojen direngli suglarin saptanmasinda
mecR1 i¢cin daha iyi ve hizli bir indukleyici oldugu
disinllmekte ve metisilin direncini beirlemede alternatif
olarak kullanilabilecegi bildiriimektedir (5,7-9).

S. aureus igin sefoksitin disk testi, CLSI klavuzunda
oksasilin ile duyarhlik ve 6zglllik ydninden esdeger
olarak gosterilmektedir. KNS suslarinda ise sefoksitin
disk difiizyon testinin, oksasilin MiK testleri ile karsilasti-
rildiginda ayni duyarllikta, buna karsin daha yiksek 6z-
glllikte oldugu ifade edilmekte; sefoksitin disk diflizyon
testinin oksasiline duyarli suslari tanimlamada oksasilin
MIK testinden daha dogru sonug verdigi bildiriimektedir
(5,7-9).

Calismamizda yer alan 100 S.aureus ve 100 KNS susu-
nun metisilin duyarliigi molekdler ve konvansiyonel yén-
temler ile arastirildi. Phoenix otomatize tani sisteminde
metisiline direngli suslar secilerek calismaya alinmis
olmakla beraber, bazi farkli sonuglar elde edildi (Tablo 1-
4). Sistem direng belirlemede oksasilin ve sefoksitin MiK
degerlerine gore CLSI onerilerini géz 6nline alarak kural
isletmekte ve sonug¢ yorumu yapmakta; 6zellikle KNS'da
MIK sinir degerleri diisiiriilerek yanls negatifliklerin
onlne gegilmeye calisiimaktadir. mecA negatif suslarda,
fenotipik olarak direngli bulunan suslarin asiri R-lakta-
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maz yapimi, metisilini inaktive eden enzimlerin varligi,
PBP2a disinda penisilin baglayan proteinlerin bulunmasi
gibi farkli mekanizmalar ile agiklanabilecegi ifade edil-
mektedir (10-12). Ayrica otomatize sistemler ile yanlis
negatif sonuglara rastlanmadigi, disik oranda da olsa
yanhs pozitif sonuglarin elde edilebilecegi, gesitli calis-
malarda gosterilmistir (7,13).

Calismamizda, oksasilin ve sefoksitin disk difiizyon ve
E-test sonuglarinin, metisilin direncini saptamada altin
standart olarak kabul edilen mecA geni varligi ile uyumu
istatistiksel olarak incelendiginde, S. aureus suslarinda
dort konvansiyonel testin tamami
KNS'larin sefoksitin E-testi disindaki testleri mecA ile

uyumlu bulundu.

uyumlu bulunurken; sefoksitin E-testi sonuglarinin mecA
ile uyumlu olmadi gérildi (Tablo 5). Bu testlere ait
duyarlihk ve ozglllikler incelendiginde (Tablo 6),
S. aureus’da sefoksitin disk diflizyon ve E-testi, duyarlilik
ve Ozgullik agisindan yiksek, oksasilin icin 6zgullik
ayni, duyarhligin ise daha dugstuk oldugu gdzlendi.
KNS’da ise, sefoksitin disk difiizyon ile saptanan duyar-
liligin oksasiline esdeger oldugu, sefoksitin 6zgulligunin
ise daha ylksek oldugu goruldi. Sefoksitin E-test ise,
orta duyarll suslarin fazla olmasi nedeniyle mecA ile
uyumlu bulunmadi. Swenson ve ark. (8) KNS ve
S. aureus suglarinda oksasilin ve sefoksitin igin disk
difizyon ve E-testi ile duyarlilklari aragtirmig, testlerin
duyarlihk ve 6zgullik oranlari; S. aureus igin; oksasilin
duyarliigi ve 6zgullugu disk diflizyon testi icin % 98, % 99,
E-test icin % 98, % 100; sefoksitin duyarliligi ve 6zguil-
0gu disk difizyon % 98, % 100, E-test icin ise % 99,
% 99 saptamiglardir. KNS suslan icin oksasilin
duyarhhgi ve 6zgulligu disk difizyon testi igin % 99, %
89, E-test igcin % 98, % 91; sefoksitin duyarliigi ve
Ozgulligu disk difizyon testi ile % 99, % 97, E-test ile
% 98, % 97 olarak bulmuslardir. Boubaker ve ark. (14)
galismasinda, 115 MRSA ve 350 metisiline duyarl
S. aureus (MSSA) susunda metisilin direncinin saptan-
masinda oksasilin ve sefoksitin disk diflizyon testini
kullaniimis; mec A sonuglari ile bir arada irdelenmistir.
Bu calismada; disk difiizyon ile oksasilin duyarlihgi
% 90.4, 6zgllligli % 99.1, disk difizyon ile sefoksitin
duyarliigi % 96.5, 6zgulligi % 100 olarak saptanmistir.
Bizim calismamizla karsilastirildiginda sonugclarin ben-
zer oldugu gbézlenmektedir. Ancak bizim bulgularimizda,
KNS’larda sefoksitin E-testinde orta duyarli suslarimizin
fazla olmasi nedeniyle duyarhlik ve 6zgillikleri hesapla-
namamig, farkli olasiliklar géz 6niine alinarak irdelen-

infeksiyon Dergisi (Turkish Journal of Infection)



Staphylococcus tirlerinde metisilin direnci

mig, orta duyarli suglar duyarli kabul edilecek olursa
istatistiksel olarak anlamli bulunurken, analiz disi birakil-
digr veya direngli kabul edildiginde istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Bu konuda yapilan cesitli ¢alig-
malarda sefoksitin disk difizyon testinin oksasiline
alternatif olabilecedi (8,14-16), bazi calismalarda ise
daha buyuk serilerin caligilarak irdelenmesi gerektigi
belirtiimektedir (9,15). KNS’larda cefoksitin E-testinin
duyarlihk sinirlarinin daha fazla sus ile yapilan ¢alisma-
larla geligtiriimesi gerekecedi gortsuni bizim bulgula-
rimiz da desteklemektedir.

Stafilokoklardan penisilinazi asiri reten suslarda oksa-
silin disk diflizyon testlerinde kiigiik bir inhibisyon zonu
olusabilecegi ya da hi¢ zon olusturmayacagi bildiril-
mekte; sefoksitin ile yapilan testlerde sorun gézlenme-
mektedir (7). Bizim galismamizdaki 54 no’'lu (S. aureus)
susumuzun mecA geni tasimamasina ragmen oksasilin
diski ile orta duyarli bulunmasi (zon ¢api 12 mm) asiri
penisilinaz tGretmesiyle iligkili olabilir (Tablo 3).

KAYNAKLAR

Sonug olarak

e Calismamizda, hem S. aureus hem de KNS susla-
rinda metisiline direncin gdésteriimesinde, referans
yéntem olan mecA geninin varlidi ile kiyaslandiginda,
fenotipik yontemlerin sefoksitin E-testi disinda uygun
oldugu, sefoksitin E-testinin MRSA izolatlarinda daha
duyarh sonuglar verirken, KNS’larda kullaniminin bizi
yaniltabilecegi sonucuna varildi. Fenotipik yontemler
arasinda olup, son yillarda kullanimi dnerilen sefok-
sitin disk difiizyon testinin, hem duyarlihk hem 6zgul-
ik acgisindan daha iyi oldugu ve metisilin direncini
belirlemede oksasilin disk diflizyon ve E-test yontem-
lerine alternatif olarak ve/veya birlikte kullanilabilecegi
ortaya konulmustur.

e Calismada kullanilan suglarin rutin olarak kullanilan
otomatize sistem ile metisiline direngli olarak saptan-
masina karsl, ¢ok kuglk bir oranda da olsa mecA
geni icermemesi; mecA yoninden yanhs pozitif
sonuglar elde edilebilecegini, ancak farkh direng
mekanizmalarinin bu durumun sebebi olabilecegi, o
nedenle dikkatli olmak gerektigini gosterilmistir.
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