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OZET

Amag: Metisilin direncli Staphylococcus aureus
(MRSA) tim diinyada oldugu gibi
mortalitesi yiilksek hastane kokenli enfeksiyonlara yol
acan bir bakteridir. Hastanelerde MRSA kaynagi siklikla
MRSAile kolonize veya enfekte hastalar ve MRSAtasiyicist
saglik calisanlardir. Giinimiizde MRSA taramasi amaci

lilkemizde de

ile kullamlan klasik kultiur yontemlerinin gec sonug
vermesi nedeniyle, tasiyicilarin saptanmasinda hizh
ve givenilir tan1 yontemlerine giderek daha fazla
ihtiyac duyulmaktadir. Bu arastirmada riskli hastalarda
MRSA tasiyiciiginin - belirlenmesinde  CHROMagar’in
ve molekiler yontemlerden GeneOhm MRSA gercek
polimeraz reaksiyonunun  (PZR)
kullanilabilirligi degerlendirilmistir.

zamanh zincir

Yontem: Celal Bayar Universitesi Hastanesi Yogun
Bakim Uniteleri’nde tedavi edilmekte olan ve MRSA
enfeksiyonu icin risk tasiyan 131 hasta ve bu hastalar
ile temas eden 46 saglik personeli olmak iizere toplam
177 kisiden burun siriintiisii 6rnegi alinmistir. Kiltir
yontemi olarak koyun kanli agara ve CHROMagar’a
dogrudan ekim ydntemi ve triptik soy broth’da
CHROMagar’a
aktarma ekimi kullanilmistir. PZR yontemi dUretici
firmanin onerilerine uygun olarak Smart Cycler Il hizli
DNA amplifikasyon sistemi ile calisilmistir.

zenginlestirme  yapildiktan  sonra

ABSTRACT

Objective: Staphylococcus
aureus (MRSA) is a bacterium that causes hospital-
acquired infections with high mortality in our country as
well as all over the world. Source of MRSA in hospitals are
often patients who are colonized or infected with MRSA

Methicillin-resistant

and health care employees who are carriers of MRSA.
Nowadays, because of the delayed screening results of
conventional culture methods used for detecting MRSA
carriers, it is more and more needed to have fast and
reliable diagnostic methods. This study evaluated the
usability of GeneOhm MRSA real-time polymerase chain
reaction (PCR), a molecular method, and CHROMAgar in
the determination of MRSA carriage among the patients
at risk of MRSA carriage.

Method: Nasal swap samples were taken from a
total of 177 subjects, 131 patients who were undergoing
treatment in the Intensive Care Units of Celal Bayar
University Hospital at high risk for MRSA infection and
46 medical personnel in contact with these patients.
With regard to culture, direct inoculation to sheep blood
agar, direct inoculation to CHROMAgar and inoculation to
CHROMAgar after enrichment in trypticase soy broth were
used. The PCR method was performed with the Smart
Cycler Il rapid DNA amplification system in accordance
with the manufacturer’s recommendations.
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Bulgular: Geleneksel kultir yontemi olan koyun
kanli agara ekilen orneklerin %15,3’linde, kromojenik
agara yapilan ekimlerin %18,6’sinda, zenginlestirilmis
besiyerinde bekletildikten sonra kromojenik agara
ekilen 6rneklerin %20, 3’linde MRSA Uiredigi gorulmistdr.
Arastirmada en duyarli (%97,3) ve ozgul (%100) kultur
yontemi olarak triptik soy broth’un kullanildig
zenginlestirme yontemi bulunmustur. En hizli kaltir
yontemi kromojenik agara dogrudan ekim
yonteminin duyarliligi %89,2, ozgiilligii %100 olarak
degerlendirilmistir. GeneOhm MRSA PZR’nin duyarliligi
(%97,3) ve 6zgilliigi (%100) ise zenginlestirme yontemi

olan

ile benzer bulunmustur.

Sonug: Testlerin sonuclan
onine alinarak, riskli hastalarin aktif slrveyans

ve maliyetleri goz

taramalarinda on zenginlestirme de triptik soy broth
kullanilarak veya dogrudan ekim yapilarak kromojenik
agarin kullanilabilecegi diisiinilmustiir.
Anahtar MRSA, tasyicilik,
kromojenik agar, polimeraz zincir reaksiyonu

Sozciikler: kultar,

GIRIS

Gunumuzde metisiline direncli Staphylococcus
(MRSA)
enfeksiyonlari bircok Ulkede onemli bir sorun
olarak varligim MRSA oranlan
ulkeden ulkeye, bolgeden bolgeye ve hatta kurumlar

aureus’un neden oldugu hastane

sirdurmektedir.
arasinda buyuk farkliliklar gostermektedir. Cesitli

calismalan incelendiginde
enfeksiyonu etkeni olarak MRSA’nin %70’lere varan

merkezlerin hastane
siklikta oldugu, yogun bakim Unitelerinde (YBU)
ise %50’nin altina inmedigi, hatta %100’e vardigi
gorulmektedir (1, 2).

Hastanelerde MRSA kaynagi siklikla MRSA ile
kolonize veya enfekte hastalar ve MRSA tastyicisi saglik
calisanlaridir (3). Hastane kaynakli MRSA icin yliksek
risk tasiyan hasta gruplari; 65 yasin Ustinde, ameliyat
olan, cok sayida invaziv girisim uygulanan, genis
spektrumlu uzun siire antibiyotik kullanan, hastanede
kalis suresi uzayan veya tekrarlayan hastane yatislar
olan hastalar olarak tanimlanmaktadir.
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Results: It was determined that MRSA grew in 15.3%
of the specimen inoculated to sheep blood agar, the
classical culture method, and in 18.6% of the specimen
inoculated to chromogenic agar while it grew in 20.3%
of the specimens inoculated to chromogenic agar
after enrichment. Results showed that enrichment
trypticase soy broth yielded the highest sensitivity
(97.3%) and specificity (100%). It was evaluated that the
fastest method was the method of direct inoculation
to chromogenic agar with sensitivity and specificity of
89.2% and 100%, respectively. With 97.3% sensitivity and
100% specificity, GeneOhm MRSA PCR was comparable to
enrichment method.

Conclusion: Taking into account the test results and
costs, it would be suggested that the chromogenic agar
with direct incubation or pre-enrichment in tryptic soy
broth can be used for the surveillance screening of the
patients at high risk.

Key Words: MRSA, carrier, culture, chromogenic
agar, polymerase chain reaction

MRSA taramasi amaci ile geleneksel besiyerlerinin
kullanildigr kiiltiire dayali yontemler 48 ila 96 saat
araliginda sonuclanmaktadir (4-6). Ancak bu siire
kontrol onlemlerinin gecikmesine neden olmaktadir.
Aktif stirveyans kiltur programlan icin kullanilmakta
olan herhangi bir tarama testinin 24 saat icinde sonuc
vermesinin programin basarisi icin 6nemli oldugu
dusunulmektedir (7). Bu nedenle son yillarda hizli ve
giivenilir tan1 yontemlerine iliskin arastirmalar hiz
kazanmistir.

MRSA
risk

Bu arastirmanin amact  nozokomiyal

infeksiyonlanmin  onlenebilmesi icin  yuksek
grubundakihastalardavebuhastalarile temasedensaglik
personelinde tasiyicilarin belirlenmesi icin kullamlan
hizli tam testlerini karsilastirmak ve guvenilirliklerini
belirlemektir. Arastirmada kilture dayali ve hizli
sonuc veren secici kromojenik besiyerlerinin yam sira
real-time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) temeline

dayanan MRSA tam testi kullanilmistir.
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GEREC VE YONTEM

Arastirmada Nisan 2009-Haziran 2010 doneminde
Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Yogun
Bakim Unitelerinde (YBU) tedavi edilmekte olan ve
MRSA enfeksiyonu icin risk tasiyan hastalarin ve bu
hastalar ile temas eden saglik personelinin burun
surintu ornekleri incelenmistir. Calisma protokoli
Celal Tip Fakiltesi
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir.

Bayar Universitesi Bilimsel

Hasta grubunu 65 yasin Ustiinde, ameliyat olan,
cok sayida invaziv girisim uygulanan, genis spektrumlu
uzun sure antibiyotik kullanan, hastanede kalis
siiresi uzayan veya tekrarlayan hastane yatislar olan
hastalar olusturmustur. Daha 6nce MRSA tasiyiciligi
veya enfeksiyonu tamisi ile tedavi edilmis/edilmekte
olan hastalar ve saglik personeli calisma disinda
tutulmustur. Hastalarin YBU’ye yatislarindan en az 48
saat sonra bir kez burun surunti ornekleri alinmistir.
Benzer sekilde saglik personelinden de bir kez 6rnek
alinmistir.

Secilen hastalardan steril pamuklusilgecler yardimi
ile her iki burun deliginden uicer siiriintli 6rnegi tasima
besiyeri icine alinmistir. Bakteriyoloji Laboratuvarina
ulastinlan siiriintli 6rneklerinin  birinden dogrudan
(CHROMagar MRSAIl, BD
Diagnostics, Sparks, MD) ve geleneksel kiiltlir yontemi
icin %5 koyun kanli agara (Salubris AS, Tirkiye)
ekim yapilarak her iki plak 35°C’de 24 saat inkiibe

kromojenik besiyerine

edilmistir. inkiibasyon sonunda kromojenik agarda
ureyen eflatun renkli koloniler secilmis ve lateks
aglitinasyon (Staphyloslide Latex Test, BD Diagnostics,
Sparks, MD) yontemi ile S. aureus kolonileri oldugu
dogrulanmistir.  Tipik koloni morfolojisine sahip,
eflatun renkli ve koagiilaz testi olumlu olan koloniler
CLSI onerilerine uygun olarak Mueller-Hinton agarda
(Salubris AS, Turkiye) sefoksitin (30 pg) diski ile test
edilmis ve zon cap1 <21 mm bulunan kokenler MRSA
olarak tammlanmstir (8). ilk 24 saat icinde kuskulu
koloni bulunmayan plaklar 24 saat daha inkiibe
edilmis ve yeniden incelenmistir. Koyun kanli agarda
ise inkiibasyon sonunda S. aureus’a benzer koloni
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yapilar incelenerek kuskulu kolonilerden DNase Test
Agara (BD Diagnostics, Sparks MD) aktarim yapilmis
ve tupte koagilaz testi uygulanmistir. Koagulaz testi
ve 24 saatlik inklibasyon sonunda DNase testi olumlu
bulunan koloniler Mueller-Hinton agarda sefoksitin
disk difizyon testi ile test edilmis ve sefoksitine
direncli olan kokenler MRSA olarak tanimlanmistir.

Zenginlestirme yontemi icin alinan ikinci suriintu
ornegi ise 5 ml triptik soy broth (BD Diagnostics,
Sparks MD) icine aktarilarak 35°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Daha sonra sivi besiyerinden kromojenik
agara (CHROMagar MRSAII, BD Diagnostics, Sparks,
MD) aktarim yapilmis ve plaklar yukarida aciklandig
sekilde incelenmistir.

Uclincii siiriinti 6rneginden Uretici firmamn (BD
Diagnostics, Sparks MD)
Smart Cycler Il hizh DNA amplifikasyon sistemi
(Cepheid, Snnyvale, CA) ile PZR calisilmisti. DNA
ekstraksiyonu icin kit (BD Diagnostics, Sparks MD)

onerilerine uygun olarak

kullamlmistir. Bu asamada kirilmis cam boncuk iceren
tupler kullanilarak santrifiijleme ve ardindan 1sitmaile
DNA elde edilmistir. DNA ekstraksiyonu yapilmis olan
ornekler -20°C’de calisiincaya kadar saklanmistir.
Kiltur yontemlerinden en az birisinde MRSA Giremesine
ragmen PZR testinin negatif bulunmas1 durumunda
“PZR  yanlis kaltur
hicbirinde iireme olmamasina ragmen PZR testinin

negatif”, yontemlerinden
pozitif bulunmasi durumunda “PZR yanlis pozitif”
olarak degerlendirilmistir. Calismada ATCC 25923 ve
ATCC 43300 kalite kontrol suslar kullanilmistir.

Elde edilen sonuclar SPSS 11:5 (SPSS INC, Chicago,
IL, USA) istatistik paket programinda degerlendirilmis
ve kullanilan yontemler karsilastirilarak duyarliliklan,
ozgiillikleri, pozitif ve negatif prediktif degerleri
hesaplanmistir.

BULGULAR

Arastirmada 131 hasta (%74,0), 29 hekim (%16,4)
ve 17 (%9,6) yardimci saglik personeli olmak lizere
toplam 177 kisiden burun siiriintiisii ornegi alinmistir.
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Geleneksel kiltur yontemi olan koyun kanli agara
yapilan ekimlerde 27 (%15,3) ornekte MRSA uremis,
150 (%84,7) ornekte ise ireme olmamistir. Kromojenik
agarda ise 33 (%18,6) ornekte MRSA uremis, 144
(%81,4) 6rnekte iireme olmamistir. Ureme goriilmeyen
kromojenik agarlarda uzamis inkiibasyon sonunda da
tremenin olmadig1 gozlenmistir.
bekletildikten kromojenik
agara yapilan aktarimlardan sonra ise 36 (%20,3)
ornekte MRSA Uremis, 141 (%79,7) ornekte ureme
gorulmemistir. Kromojenik agarda ureyen kuskulu

Zenginlestirilmis

besiyerinde sonra

kolonilerin tiimu sefoksitine direncli bulunmustur.

GeneOhm MRSA PZR testi toplam 177 ornegin
36’sinda (%20, 3) pozitif, 141’inde (%79,7) negatif sonuc
vermistir. Zenginlestirme yontemi ile MRSA izolasyonu
saptanan, ancak kromojenik agarda ve kanli agarda
treme goriilmeyen ii¢ 6rnegin PZR testi sonucu pozitif
bulunmustur. Kanli agarda Uremeyen, buna karsin
kromojenik agarda veya zenginlestirme yontemi
ile MRSA izolasyonu saptanan toplam 10 0&rnegin
PZR sonuclar da pozitif olarak degerlendirilmistir.
PZR ve kultir yontemlerinden elde edilen sonuclar

MRSA TASIYICILIGINDA HIZLI TANI TESTLERI

TARTISMA

MRSA enfeksiyonlarinin kontroliinde ve sagaltim
basarisinda etkenin hizli tamisinin  biiyik Onem
tasidigi ve aktif sirveyans kiltirlerinin 24 saat
icinde vermesi
(9, 10). Geleneksel
bu sure 48-96
Bu nedenle
kiiltlr

konvansiyonel

gerektigi
kiltir
saate kadar

sonuc bildirilmistir
yontemlerinde ise

uzayabilmektedir.
MRSA hizl

molekiiler testleri

son yillarda icin

sistemleri  ve tam
kultur
olarak kullanilmaya

hizli

ve yanlis pozitif

alternatif
calisilmaktadir.  Ancak bu
birlikte daha pahali

sonu¢ verebilmeleri

yontemlerine
yontemler olmakla
olmalan
nedeni ile maliyet-etkinligi degerlendirmek igin

genis kapsamli  klinik calismalara gereksinim
duyulmaktadir (11).
Bu arastirmada kiltir yontemleri icinde

en duyarli (%97,3) yontem olarak triptik soy
broth’un  kullamldig1  zenginlestirme  yontemi
bulunmustur  (Tablo 1). MRSA izolasyonunda

kiltur yontemlerini karsilastiran bircok calisma

olmakla birlikte, kullanilan suriinti  ornekleri,
Tablo 1’de, PZR testinin kullanilan kiltur yontemlerine  iiitiir  6ncesi yapilan islemler, inkiibasyon
gore duyarliik, 6zgulliik pozitif ve negatif prediktif iresi ve kullanilan besiyeri icerikleri farkli
degerleri Tablo 2°de gosterilmistir. oldugundan sonuclan  degerlendirmek  giictiir.
Tablo 1. GeneOhm MRSA PZR sonuclari ile kiltir sonuclarinin karsilastirilmasi
GeneOhm MRSA PZR
Pozitif Negatif Toplam
Koyun Kanli Agar Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
Pozitif 26 (96,3) 1 (3,7) 27 (100)
Negatif 10 6,7 140 (93,3) 150 (100)
Toplam 36 (20,3) 141 (79,7) 177 (100)
CHROMagar
Pozitif 32 (97,0) 1 (3,0) 33 (100)
Negatif 4 (2,8) 140 (97,2) 144 (100)
Toplam 36 (20,3) 141 (79,7) 177 (100)
Zengin Besiyeri
Pozitif 35 (97,2) 1 (2,8) 36 (100)
Negatif 1 (0,7) 140 (99,3) 141 (100)
Toplam 36 (20,3) 141 (79,7) 177 (100)

Turk Hij Den Biyol Derg
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Tablo 2. GeneOhm MRSA PZR testinin kiltir yontemlerine
gore duyarlilik ve ozgiilliglinii degerlendirilmesi

Duyarliik  Ozgiillik PPD* NPD**  Uyumluluk
KanliAgar 72,2 99,3 96,3 99,3 93,8
Kromojenik g3 9 993 96,9 972 972
Agar
Zengin 97,2 993 97,2 99,3 98,9
besiyeri

* Pozitif prediktif deger,
** Negatif prediktif deger

kaltar
zenginlestirmenin

Ancak sefoksitin iceren kromojenik hizl
sistemlerinin ve kultur oncesi
geleneksel kultir yontemlerine oranla daha duyarli
oldugu bildirilmektedir (12, 13). Wolk ve ark (14)
tarafindan yapilan bir arastirmada zenginlestirme
yonteminin  kaltur
katki sagladigi
geleneksel kiltir yontemi ile izole edilemeyen 10

ve kromojenik besiyerinde izole edilemeyen lc

pozitifligine %7 oraninda

bulunmustur. Bu arastirmada da

ornekte zenginlestirme yontemi ile MRSA izolasyonu
saglanmistir. Zenginlestirme yonteminin duyarliig:
(%97,3) ve ozgiilliigii (%100) yiiksek olmakla birlikte,
24 saat ek inklibasyon gerektirmesi ve sivi besiyeri
kullanim1 sonucu maliyetin artmasi nedeni ile
tarama kiiltiirine uygun olup olmadigi tartisilabilir.
Bununla birlikte, yiliksek duyarliig1 ve 6zgilligl goz
oniine alinarak MRSA tasiyiciiginin eradikasyonunun
belirlenmesinde veya yiiksek risk grubunda bulunan
hastalarin  taranmasinda  kullaniminin  oncelikli
olabilecegi distinlilmiistdir.

Orneklerin zenginlestirme yapilmadan dogrudan
kromojenik agara ekimi sonucu 24 saat sonra
sonuc¢ alinabilmektedir. Kromojenik besiyerlerinin
duyarliig1 %80’den fazla, 6zgulliigi ise %100’e yakin
bildirilmektedir (9). Bu arastirmada da CHROMAgarin
duyarliign %89,2, ozgulligi ise %100 bulunmustur.
Ben Nsira ve ark.lann (15) tarafindan yapilan bir
arastirmada ise kromojenik agarda (MRSA select)
tek kriter olarak pembe renkli koloni olusumu
g6z Oniine alinarak yapilan degerlendirme sonucu

duyarliigin %99, 6zgiilligiin %99, 8 oldugu bildirilmistir.
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Amerika Birlesik Devletleri’nde dort ayr1 merkezde
yuritiilen ve 2015 burun siiriintii 6rneginin incelendigi
bir arastirmada CHROMAgarin duyarliligi %95,2, koyun
kanli agarin duyarliigi ise %86,9 olarak bulunmustur
(16). Arastirmalarda inkiibasyon siresinin uzatilmasi
ile kromojenik agarlarin duyarliiginin  arttigi
bildirilmektedir (12, 17). Cesitli vucut bolgelerinden
alinan 6199 siirveyans siiriintii 6rneginin incelendigi
bir arastirmada, 24 saat sonra kromojenik agarin
duyarliign %93, ozgiilligli %99 iken, 48 saat sonra
duyarliigin %98, ozgiilliigiin %92 oldugu belirlenmistir
(17). Bu arastirmada ek inkiibasyon sonucu duyarliligin

ve ozgiilliigiin degismedigi gozlenmistir.

Calismada geleneksel kultur olarak

kullamlan koyun kanliagarin duyarliligiise %72,9 olarak

yontemi

bulunmustur. Ayrica koyun kanli agar kullanildiginda
izolasyon siiresi 72 saate kadar uzamistir. Bu nedenle
24 saat sonra sonuc vermesi ve geleneksel kultur
yontemlerinden daha duyarli bulunmasi nedeni
ile riskli hastalarda yapilan tarama Kkiiltiirlerinde
kromojenik besiyerlerinin kullanilabilecegi ve 24

saatlik inkiibasyonun yeterli olacagi distintilmiistiir.

Guniimiizde dogrudan siiriinti  orneklerinden

MRSA saptanmasini saglayan FDA (Food and Drug
Administration) onayli iki gercek zamanli PZR testi
bulunmaktadir (9). Bu testler GeneOhm MRSA (Becton
Dickinson) ve GeneXpert (Cepheid)’dir. Her iki test
de ulkemizde bulunmaktadir. Bu testlerde mecA
yerine bu geni tasiyan SCCmec elemaninin ¢cevresinde
bulunan ve S. aureus’a 6zgu diziler hedeflenmektedir.
Boylelikle metisiline direncli

koagiilaz negatif

stafilokoklarin neden oldugu vyalanci pozitiflikler
onlenebilmektedir (9). Arastirmada PZR yonteminin
en hizli kiltir sistemi olan kromojenik agara gore
duyarliigr %96,9, ozgiilliigi %97,2, en duyarl kiltir
yontemi olarak bulunan zenginlestirme yontemine
gore duyarliligt %97,2, ozgilligl ise %99,3 olarak
bulunmustur. Yiiksek ozgiillik ve duyarliliga sahip
olmas1 ve Uc¢ saat icinde sonuc¢ verebilmesi nedeni
ile ylksek riskli hasta gruplarinda GeneOhm MRSA
yonteminin kiltur sistemlerine alternatif olarak
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degerlendirilebilecegi dustnilmistiir. Uckay ve
ark.larn (18) tarafindan yapilan bir arastirmada ise
daha once MRSA tasiyicisi oldugu bilinen hastalarda
kromojenik besiyeri ile yapilan tarama kiiltiirlerinin
yerine PZR testinin kullanilmas1 ile hastalarda
gereksiz izolasyon oranminin %54, maliyetin ise %45
oraninda azaltildig1 gosterilmistir. Bu nedenle elde
edilen yiksek duyarliik ve ozgillikleri goz oniine
alinarak, molekiler yontemlerin oOnceden MRSA
tastyicist oldugu bilinen hastalarda maliyet-etkin
oldugu dusiindlebilir.

PZR  ve  kultur
karsilastinldiginda, yanlis pozitif PZR sonucunun
Kiiltur PZR

negatif sonuc veren ve yalanci negatif PZR olarak

Arastirmada sonuclan

bulunmadig1  gozlenmistir. pozitif,
degerlendirilen ornek sayis1 ise bir adettir. Bu
gibi,
mukozal enzimler ile DNA'nin yikimina veya inokiilim

durumun inhibisyondan kaynaklanabilecegi

miktarinin diisiik olmasina bagli olabilir. Cay M.’nin
(19) tez calismasinda da MRSA olarak tanimlanan 92
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