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OZET

Amag: Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ozellikle
hastane kaynakli enfeksiyonlarin onde gelen bir patojeni olarak
tiim diinyada onemli bir saglik sorunudur. Metisilin direncini kod-
layan mecA gen varligi altin standart yontem olarak kabul edilen
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile gosterilebilmesine ragmen,
rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda olanaklarin kisitli olmast
PZR kullaninmuni suirlandirmaktadir. Bu nedenle giivenilir MRSA
tamisi koyabilmek icin kullamilan fenotipik yontemler halen tanida
onemli bir yer tutmaktadir. Baskent Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gelen cesitli klinik orneklerden izole edilmis S.
aureus izolatlarinda metisilin direncini belirlemede kullanilan
fenotipik yontemlerin karsilastirilmast amaglanmugtir.

Gereg ve Yontem: Calismaya 118 S. aureus izolati dahil edilmistir.
Sefoksitin disk difiizyon testi (SDD) ile bu izolatlarin 50’si metisi-
line direncli, 68’i duyarl olarak bulunmustur. SDD testi referans
yontem olarak kabul edilerek metisilin direncini belirlemek icin
kromojenik besiyeri, gradient difiizyon testi ve oksasilin tarama
besiyeri kullanilmistir.

Bulgular: Oksasilin tarama besiyeri, kromojenik besiyeri ve
gradient difiizyon testinin duyarliliklar: sirasiyla; %100, %96 ve
%92, ozgiilliikleri ise %91, %7 ve %100 olarak bulunmustur. Bu
sonuglara gore, kromojenik besiyerinin metisilin direncini belir-
lemesi istatistiksel agidan anlamli bulunmanustir (p=0.697).
Diger fenotipik yontemlerin metisilin direncini tespiti istatistiksel
agidan anlamli bulunmustur (p<0.001). Yiiksekten diisiige test
maliyetleri siralamast ise gradient difiizyon testi, kromojenik
besiyeri, oksasilin tarama besiyeri ve disk difiizyon testi seklin-
dedir.

Sonug: Bu calismada kullanilan fenotipik yontemlerin tiimii rutin
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda metisilin direncinin tespiti igin
kullanilabilir niteliktedir, ancak kromojenik besiyeri ile yanlis
pozitif sonuglar elde edilebildiginden ozellikle MRSA yoniinden
pozitif cikan sonuglarda tek basina kullanmilmamasi, baska bir
fenotipik yontemle sonucun dogrulanmast gerektigi diisiincesine
varimigtir.

Anahtar kelimeler: Gradient difiizyon test, kromojenik besiyeri,
oksasilin tarama besiyeri, sefoksitin disk difiizyon

SUMMARY

Investigation of Methicillin Resistance in Staphylococcus aureus
Isolates by Using Disc Diffusion, Chromogenic Media, Gradient
Diffusion Test, Oxacillin Agar Screening Methods

Objective: Methicillin- resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a
major health concern worldwide as one of the predominant
pathogens in nosocomial infections. Although Polymerase Chain
Reaction (PCR) is the gold standard method for the detection of
mecA gene which codes methicillin resistance, limited opportunities
in routine microbiology laboratories restrict the use of PCR.
Therefore, phenotypic methods for the detection of MRSA still have
an important role in diagnosis. The aim of this study is to compare
the phenotypic methods used to determine methicillin resistance of
S. aureus strains isolated from various clinical samples at Bagkent
University Medical Microbiology Laboratory.

Material and Methods: A total of 118 S. aureus isolates were
analyzed in the study. By using cefoxitin disc diffusion (CDD)
method 50 of these isolates were found to be methicillin- resistant
and 68 were methicillin- susceptible. Chromogenic medium,
gradient diffusion test and oxacillin screening agar were used for
the detection of methicillin resistance, and CDD was accepted as
the reference method.

Results: The sensitivities, and specificities of oxacillin screening
agar, chromogenic medium and gradient diffusion test were 100%,
96% and 92% vs 91%, 7% and 100%, respectively. According to
these results the detection of methicillin resistance by chromogenic
media was not found to be statistically significant (p=0.697).
Detection of methicillin resistance by the other phenotypic methods
was detected to be statistically significant (p<0.001). The costs of
the methods used based on decreasing amounts of expenses are
gradient diffusion test, chromogenic media, oxacillin screening
agar and cefoxitin disc diffusion test.

Conclusion: All of the phenotypic methods employed in this study
can be used for the detection of methicillin resistance in routine
microbiology laboratories, however since false- positive results can
be obtained with chromogenic media, it has been concluded that
especially positive isolates detected in CDD method should be
reevaluated, and confirmed by using other phenotypic methods.

Key words: Gradient diffusion test, chromogenic media, oxacillin
screening agar, cefoxitin disc diffusion
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GIRIS

Staphylococcus aureus toplum ve hastane kay-
nakli enfeksiyonlara yol acgabilen 6nemli bir
insan patojenidir. Giderek artan oranlarda gozle-
nen antibiyotik direnci onemli bir halk sagligi
sorunudur. S. aureus suslarindaki metisilin diren-
ci bir gen kompleksi olan mecA tarafindan kod-
lanir ve penisilin baglayan proteindeki (PBP)
degisimle PBP2a ekspresyonuna neden olur®.
Bu modifiye proteinin ekspresyonu ozellikle
beta laktam antibiyotiklere diisiik baglanma ilgi-
sine neden olarak mikroorganizmanin antibiyo-
tik etkiden kurtulmasini saglar®. PBP2a eks-
presyonu yapan suslar yalnizca beta laktam
antibiyotiklere degil, farkli bircok antibiyotik
tirtine de direng gelistirmektedir®. Bu ¢oklu
antibiyotik direnci nedeniyle uygun antikemote-
rapotik tedavi icin metisiline direncli S. aureus
(MRSA) tanisinin dogru konulmasi son derece
onemlidir.

MRSA tespiti fenotipik ve genotipik yontemlere
gore yapilmaktadir. Genotipik tani yontemi olan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) her ne
kadar altin standart tant yontemi olarak kabul
edilse de, glinlimiizde fenotipik tan1 yontemleri
rutin laboratuvarlarda halen MRSA tanisinda
biiyiik bir yer kaplamaktadir. Bu nedenle hizli,
giivenilir ve kolay uygulanabilir fenotipik testler
direng tespiti acisindan son derece Onemlidir.
Sefoksitin disk difiizyon, sivi mikrodiliisyon ve
oksasilin agar tarama testleri Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafin-
dan onerilen fenotipik yontemlerdir”. MRSA
direncini tespit eden kromojenik besiyerleri de
bulunmaktadir. Bu besiyerleri MRSA enzim
substratlari icerir ve enzim varliginda reaksiyon
sonucu renkli koloniler olugsmasini saglar.
Kromojenik agarla ilgili yapilan ¢aligmalar degi-
sik duyarlilik ve ozgiilliik degerleri bildirmekle
beraber, bu besiyerlerinin diger fenotipik yon-
temlere oranla hizli sonu¢ veren testler oldugu
bildirilmektedir®®.

Bu c¢alismada, cesitli klinik 6rneklerden izole
edilmis olan §. aureus izolatlarinda metisilin
direncini belirlemede kullanilan fenotipik yon-
temlerden sefoksitin disk difiizyon (SDD) testi,
oksasilin agar tarama testi, gradient difiizyon
testi ve kromojenik besiyerinin ozgiilliik/duyar-
lilik ve maliyet acisindan kargsilastirilmast amacg-
lanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya 2013-2014 yillar1 arasinda Bagkent
Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
gonderilen cesitli klinik 6rneklerden izole edilen
118 S. aureus izolat1 dahil edildi.

Bakteri tanimlamasi Gram boyama, katalaz
reaksiyonu, lamda ve tiipte koagiilaz reaksiyo-
nu, mannitol salt agar (Becton Dickinson (BD),
ABD) ve lateks agliitinasyon (Staph Xtra Latex
Kit — Pro-Lab Diagnostics, Kanada) yontemleri
kullanilarak yapildi.

Metisilin direncinin belirlenmesinde sefoksitin
disk difiizyon testi (30 ug, BD, ABD), gradient
diftizyon testi (E-Test-Oksasilin® - bioMérieux,
Fransa), kromojenik agar besiyeri (CHROMagar®
MRSA II - BD, ABD), ve oksasilin agar tarama
besiyeri (Oxacillin toz-Sigma, Almanya,
Mueller-Hinton Agar-BD, ABD) kullanildi. Disk
difiizyon testi, oksasilin agar tarama besiyeri ve
kromojenik agar besiyeri icin S. aureus ATCC
25923 ve MRSA ATCC 43300, gradient difiiz-
yon yontemi i¢in S. aureus ATCC 29213 ve
MRSA ATCC 43300 standart suslari kullanild.

Disk difiizyon test sonuclart CLSI standartlarina
gore degerlendirildi. SDD testi icin direngli ve
duyarli zon ¢aplar1 sirastyla <21 mm ve =22 mm
olarak alind1®. E-Test-Oksasilin® testi sonuglart,
liretici, firmanm Onerisiyle OX=4 pg/mL olan
suslar MRSA olarak yorumlandi. Kromojenik
agar sonuclar1 da iiretici firmanin onerileri dog-
rultusunda degerlendirildi; pembe-lila koloni
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olusturan bakteriler MRSA, iireme olmayan
plaklar ve renksiz (bej-beyaz) koloniler olustu-
ran suslar metisiline duyarli S. aureus (MSSA)
olarak tanimlandi. Oksasilin agar tarama besiye-
rinde iireyen koloniler MRSA, iiremeyen kolo-
niler ise MSSA lehine degerlendirildi.

SDD yoéntemi referans yontem olarak kabul edi-
lerek calismada kullanilan yontemlerin metisilin
direncini saptamadaki duyarlilik ve ozgiilliigii,
ayn1 zamanda bir izolat i¢cin maliyeti hesaplandi.

Veri analizi Monte Carlo simiilasyonlu ki-kare
testi ve Fisher Exact test ile yapildi. Ardindan
Ozgiin oranlar hesaplandi. Veri analizinde SPSS
17 (Statistical Packet Program for Social
Sciences, Ver 17.00, Chicago IL, ABD) istatistik
paket programi kullanildi. p<0.05 degeri istatis-
tiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bu ¢aligma Bagkent Universitesi Tip ve Saghk
Bilimleri Arastirma Kurulu tarafindan onaylan-
mus (Proje No: DA 14/26) ve Bagkent Universitesi
Aragtirma Fonu’nca desteklenmisgtir.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen izolatlarin tamami ser-
viste yatan hastalardan izole edilmis olup, %68’i
erkek, %32’si kadin hastalara aittir. Hastalarin
yas aralig1 0-91 arasinda degismektedir. SDD
testi referans yontem olarak alindiginda calig-
maya alman 118 susun 50’si (%42) MRSA, 68’1
(%58) MSSA olarak tanimlanmigstir. MSSA ola-
rak tanimlanan 68 susun 34’ii yara, 10’u katater,
16°s1 kan ve 8’1 idrar kiiltiirlinden izole edilir-
ken, MRSA olarak tanimlanan 50 susun 26’s1
yara, 8’i katater, 9’u kan ve 7’si de idrar kiiltii-
riinden izole edilmistir. Izolatlarin servislere
gore dagilim yiizdelerine bakildiginda, MRSA
suglart en cok cerrahi branglardan (%44) izole
edilmekle birlikte, bunu dahili bransglar (%32) ve
yogun bakim izlemektedir (%24). MSSA icin de
bu siralama degismemektedir (%50 cerrahi ser-
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Tablo 1. Orneklerin gonderildigi kliniklere gore hasta sayilari-
nin dagilimu.

Klinik Ornek  Ornek
Sayis1  Sayisi
(MRSA) (MSSA)

Cerrahi Branslar
Ortopedi
Genel Cerrahi
Erigkin Kalp ve Damar Cerrahisi
Cocuk Kalp ve Damar Cerrahisi
Cocuk Cerrahisi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi

8
3
8

—

3
1
1

D= W WA

Dabhili Branglar
Pediyatri
Geriatri
Genel Dahiliye
Nefroloji
Dermatoloji

| — 00 O =
N =] ¥}

Yogun Bakim Uniteleri
Dahiliye Yogun Bakim
Anestezi-Cerrahi Yogun Bakim
Yanik Yogun Bakim 1

[e MV}
[\ REo R

TOPLAM SAYI 50 68

visler, %32.4 dahili servisler ve %17.6 yogun
bakim). Orneklerin gonderildigi kliniklere gore
hasta sayilar1 Tablo 1’de gosterilmistir.

MRSA olarak tanimlanan 50 susun tamami oksa-
silin agar tarama besiyerinde metisiline direncli
olarak tanimlanirken, gradient difiizyon testinde
50 susun 46’s1 (%92), kromojenik besiyerinde ise
48’1 (%96) MRSA olarak tanimlanmustir.

SDD testinin MSSA olarak tanimladigi 68 susun
tamami gradient difiizyon testinde metisiline
duyarli bulunurken, oksasilin agar tarama besi-
yerinde 62’si (%91.2), kromojenik besiyerinde
ise yalnizca 5’1 (%7.4) metisiline duyarli olarak
tespit edilmistir (Tablo 2). S. aureus ATCC
25923 standart susu da kromojenik besiyerinde
siipheli sonug¢ vermistir.

Gradient difiizyon testi ve oksasilin agar tarama
besiyerinin metisilin direncini tespit etmesi ista-
tistiksel acidan anlamlidir (p<0.001). Ancak
kromojenik besiyerinin metisilin direncini tespi-
ti istatistiksel agidan anlamli degildir (p=0.697).
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Tablo 2. Sefoksitin disk difiizyon testi referans almarak karsilastirilan yontemler.

Metisiline direncli (n=50)

Metisiline duyarh (n=68)

Yontemler MRSA MSSA

MRSA MSSA

Gradient Difiizyon
Kromojenik Besiyeri
Oksasilin Tarama Besiyeri

46 (%92) 4 (%8)
48 (%96) 2 (%4)
50 (%100) 0 (%0)

0(%0) 68 (%100)
63 (%92.6) 5 (%7.4)
6(%8.8)  62(%91.2)

Tablo 3. Gradient difiizyon, oksasilin tarama besiyeri ve kromo-
jenik besiyeri yontemlerinin duyarhlk ve 6zgiilliikleri.

MRSA Duyarhlik (%) Ozgiilliik (%)
Gradient difiizyon 92 100
Oksasilin Tarama Besiyeri 100 91
Kromojenik Besiyeri 96 7

MRSA varligini1 saptamada kullanilan testlerin
duyarlilig1 %92-100 arasinda bulunmustur. SDD
yontemi referans yontem olarak kabul edildigi
zaman, en duyarli olan testin MRSA tarama
besiyeri oldugu tespit edilmistir (%100). Kro-
mojenik besiyerinin 6zgiilliigii ise diger yontem-
lerden diisiik bulunmustur (%7) (Tablo 3).

Bir sus icin testlerin maliyet analizi yapildigin-
da, en pahali yontemin gradient difiizyon yonte-
mi oldugu (1 sus i¢in 11.5 TL), bunu sirasiyla
kromojenik agar (1 sus icin 5.33 TL), oksasilin
agar tarama besiyeri (1 sus icin 0.45 TL) ve disk
difiizyon testinin (1 sus i¢in 0.34 TL) izledigi
goriilmiistiir.

TARTISMA

mecA gen kompleksinin varligr PBP2a iiretimi-
ne neden olur. Ancak yalmizca belli bir grup
MRSA subpopiilasyonu yiiksek diizeyde PBP2a
tiretir, bu heterojenite de MRSA tanisinin fenoti-
pik olarak konulmasii zorlastirmaktadir®.
Konulan yanlis duyarli sonuglar hem etkisiz
antibiyotik kullanimi sonucu yetersiz tedaviye
hem de direngli suslarin yayilmasimna neden
olmaktadir. Tersi bir durum olarak yanlis metisi-
lin direnci tanisi ise tedavide son basamak i¢in
saklanmasi1 gereken glikopeptid antibiyotiklerin

gereksiz yere kullanilmasi ve gereksiz tibbi izo-
lasyon yontemlerinin kullanilmasina neden
olmaktadir'?.

Metisilin direncinin kesin tanisi1 PZR ile mecA
geninin gosterilmesiyle konulsa da bu yontem
hem donanimli bir laboratuvar ortami hem de
egitimli personel gerektirdiginden rutinde kulla-
nimi zor bir yontemdir'”. Bu nedenle MRSA
dogru tanisin1 konvansiyonel yontemlerle koy-
mak ayr1 bir 6nem tagimaktadir.

CLSI onerisiyle metisilin direncinin konvansi-
yonel yontemlerle belirlenmesinde metisilin dis-
kine gore hem daha stabil hem de MRSA tani-
sinda daha yiiksek 0zgiilliige sahip bir diger
penisilin tiirevi olan oksasilin kullaniimaktay-
di"?. Fakat heterojen diren¢ sonucu yalnizca
oksasilin kullanilan tarama testleri MRSA -
MSSA ayrimini yeterli diizeyde yapamamak-
tadir>'¥, Bu nedenle CLSI ek olarak stafilokok
tiirlerinde metisilin direncinin arastirilmasinda
oksasilinli MRSA tarama besiyeri, sefoksitin
disk difiizyon, agar diliisyon, PCR ve lateks
agliitinasyon gibi yontemleri onermektedir®.

Sefoksitin 6zellikle mecA diizenleyici sistemin
potent indiikleyicisidir ve yapilan caligmalar
sefoksitin diskinin molekiiler yontemlere alter-
natif olabilecegini gostermistir'>!®. Diinyada
yapilan bazi calismalar disk difiizyon testinde
oksasilin yerine sefoksitin diski kullanmanin
MRSA tespitinde daha duyarli (%100’e kargin
%80-89.5) oldugunu gostermistir>!1®, Tiirki-
ye’de yapilan caligmalarda ise, Telli ve ark.!?
SDD yonteminin duyarlilik ve 6zgiilligiini
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%99.1 olarak; Ozel ve ark.'? sirastyla %98.6 ve
%100 olarak bildirmigtir. SDD yontemi uygula-
mast kolay, yliksek duyarlilik ve oOzgiilliikte
ayrica maliyet etkin bir yontemdir.

Giintimiizde hizli MRSA tanis1 koymak amaciy-
la gelistirilen ticari besiyerlerinden biri de kro-
mojenik agardir. Yapilan bazi ¢alismalar kromo-
jenik enzim substratlari iceren bu besiyerlerini
MRSA suglarimi tanimlamada diger fenotipik
yontemlere gore daha duyarli ve ozgiil, ayni
zamanda pratik testler olarak tanimlamiglar-
dir®'® . Ulkemizde kromojenik agarla ilgili yapi-
lan caligmalardan Cesur ve ark.” kromojenik
besiyerinin duyarlilifint %95.5 olarak bildirir-
ken, 6zgiilliigiinii diisiik bulmusg ve %37.6 olarak
bildirmistir. Yine Tiirkiye’den Uzun ve ark.!”
duyarhilik ve 6zgiilliigii sirastyla %96.7 ve %81.6
olarak saptamiglardir. Diinyada yapilan bircok
calismada, kromojenik besiyerinin duyarliligi
%81.9-95 4 arasinda, 6zgiilliigii %96.7-100 ara-
sinda tespit edilmigtir®®2”. Calismamizda da
Cesur ve ark.”” sonuglarina paralel olarak kro-
mojenik besiyerinin duyarlilig1 yiiksek (%96)
tespit edilmis, 0zgiilligli ise son derece diisiik
(%7) bulunmustur.

Gradient difiizyon yontemi, oksasilinin minimal
inhibitor konsantrasyonunu belirlemek amaciyla
kullanilmaktadir. Velasco ve ark.*" 102 S. aure-
us sugunda metisilin direncini tespit i¢in bir¢cok
farkli metodu kullandig1 calismada, gradient
difiizyon testinin duyarliligi %94.1, ozgiilligii
%100 olarak bulunmustur ve gradient difiizyon
yonteminin MRSA taramasinda diger fenotipik
yontemlere kiyasla 6zgiillik ve duyarlilikta bir
artisa neden olmadig1 gosterilmistir. Tiirkiye’de
Ogiing ve ark.®® yaptig1 calismada, gradient
difiizyon yonteminin duyarliik ve ozgiilligii
sirastyla  %98.5-100 olarak bulunmustur.
Caligmamizda, gradient difiizyon yonteminin
duyarlilig1 ve ozgiilliigii yiiksek (%92/100) tes-
pit edilmesine karsin, sefoksitin disk difiizyon
yontemine gore bir tistiinliigii goriilmemistir. Bu
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caligmalarda dikkat edilmesi gereken ortak
nokta, gradient difiizyon yonteminin duyarliligi-
nin Ozgiilliigiine gore diisiik olusudur. Yani bu
yontemin yanlis negatif sonu¢ verme olasilig,
yanlig pozitif sonu¢ verme olasiligindan daha
yliksektir. Ayrica yiiksek maliyeti nedeniyle
rutin laboratuvarlarda kullanimi kisitlayict bir
etkendir.

MRSA tespiti i¢in kullanilan bir diger yontem 6
pg/mL oksasilin ve %4 NaCl iceren Mueller-
Hinton agar besiyerine ekim yapilarak uygula-
nan oksasilin agar tarama besiyeridir. Besiyerinde
S. aureus kolonisinin iirediginin goriilmesi
genellikle o izolatin mecA gen bolgesi icerdigi
anlamina gelir. Ancak ender de olsa diisiik eks-
presyon gosteren heterorezistan mecA pozitif
suslar bu besiyerinde tiremeyebilir. Bu sekilde
heterojen direng gosteren suslar icin MRS A agar
tarama testinin performansi diisiik olabilir ve bu
suglar tespit edilemeyebilir®. Yapilan galigma-
lar oksasilin agar tarama testinin duyarlili§inin
%94-99, 6zgiilliigiiniin %90-92.5 arasinda degis-
tigini bildirmektedir®2%. Heterojen direngli sus-
larla calisildiginda duyarliligin azaldigin1 goste-
ren calismalar da mevcuttur®. Tirkiye’den
Telli ve ark’nin"® 300 S. aureus susunda i¢inde
MRSA agar tarama yonteminin de dahil oldugu
fenotipik yontemlerle metisilin direncini arastir-
dig1 calismada MRSA agar tarama yontemini
%98.8 duyarli ve %98.3 06zgiil bulmuslardir.
Calismamizda da oksasilin agarda 50 MRSA
susunun tamami (%100 duyarli) iirerken, 68
MSSA susundan 62’sinde iireme olmamigtir
(%91 ozgiil). Oksasilin agar tarama yOntemi
kolay uygulanabilen, diisiik maliyetli ve yiiksek
duyarlilikta bir testtir.

Sonug olarak, mecA pozitif ve negatif S. aureus
suglarinin ayriminda kullanilan gradient difiiz-
yon yontemi sefoksitin disk yontemiyle yakin
duyarhilik ve ozgiilliikte, MRSA agar tarama
testi ise yliksek duyarlilikta bulunmustur.
Gradient difiizyon yonteminin maliyet agisindan
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kisitlayic etkisi goz ardi edilirse bu yontemlerin
hepsi rutin mikrobiyoloji laboratuvarinda kulla-
nilabilir niteliktedir. Ancak kromojenik besiyeri-
nin ozgilligi diisiik, yanlig pozitif sonu¢ verme
orani yiiksek bulunmustur ve rutin tarama testi
olarak tek basina kullanimi yerine diger yontem-
lerle birlikte kullanilmas1 gerektigi diislincesine
varilmigtir.
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