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Ozet

Amac: Bu calismanin amaci, Staphylococcus aureus suslarin-
da metisilin direncinin belirlenmesinde kullanilan gesitli klasik
yontemlerle genotipik bir ydontem olan mecA geni varliginin ki-
yaslanmasidir.

Yontemler: Calismaya cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 86
metisiline direncli S. aureus (MRSA) ve 30 metisiline duyarh S.
aureus (MSSA) susu dahil edildi. Suslarin metisilin direncleri
oksasilin ve sefoksitin disk diflizyon testiyle belirlendi. Meti-
silin direnci icin MRSA kromojenik agarda kolonilerin {ireyip
uremediklerine bakildi. Polimeraz zincir reaksiyonuyla arasti-
rilan mecA geni varhigi altin standard test olarak kabul edildi
ve diger sonuglarin duyarhlik, 6zgulliik, pozitif prediktif deger
(PPD) ve negatif prediktif deger (NPD)’leri buna gore hesap-
landi.

Bulgular: Duyarhlik, 6zgulliik, PPD ve NPD yizdeleri sefoksitin
disk difuzyon testi icin sirasiyla %98.7, %81.6, %91.7, %96.9;
oksasilin disk diflizyon testi igin sirasiyla %100, %78.9, %90.7,
%100; MRSA kromojenik agar 24. saatlik degerlendirme igin si-
rasiyla %45.8, %63.2, %70.2, %38.0; 48. saatlik degerlendirme
icin sirasiyla %51.4, %63.2, %72.5, %40.7 idi.

Sonuglar: MRSA sorununun yiiksek oldugu hastanelerde gerekli 6n-
lemlerin alinabilmesi agisindan mecA geninin arastiriimasi en dogru
sonuca ulagsmada 6nemlidir. Sefoksitin ve oksasilin disk diflizyon yon-
temleri sonuglar birbirine yakin bulundugundan sefoksitin diski olma-
digi durumlarda oksasilinin de bir alternatif olabilecegini diisginmekte-
yiz. MRSA saptanmasi i¢in kromojenik agarin kullaniimasi durumunda
ihtiyath davranilmasi uygun olacaktir. Klimik Dergisi 2018; 31(1): 30-3.

Anahtar Soézcikler: Sefoksitin, kromojenik agar, mecA, metisi-
line direncli Staphylococcus aureus, oksasilin.

Abstract

Objective: This study was planned to detect methicillin resistance in
Staphylococcus aureus strains by conventional phenotypic meth-
ods and polymerase chain reaction for mecA gene and to compare
the results of these tests for their sensitivity and specificity.
Methods: Eighty six methicillin-resistant S. aureus (MRSA) and
30 methicillin-sensitive S. aureus (MSSA) strains from various
clinical samples were included in this study. Methicillin resis-
tance was detected by oxacillin and cefoxitin disk diffusion
method. Presence of colonies on MRSA chromogenic agar was
looked for methicillin resistance. The presence of the mecA
gene investigated by polymerase chain reaction is considered
to be the gold standard test, and sensitivity, specificity, positive
predictive value (PPV) and negative predictive value (NPV) were
calculated accordingly.

Results: The percentage of sensitivity, specificity, PPV and NPV
were 98.7%, 81.6%, 91.7%, 96.9% for the cefoxitin disk diffusion
test, respectively; 100%, 78.9%, 90.7%, 100% for the oxacillin disk
diffusion test, respectively; 45.8%, 63.2%, 70.2%, 38.0% for the
24-hour evaluation MRSA chromogenic agar, respectively; 51.4%,
63.2%, 72.5%, 40.7% for the 48-hour evaluation, respectively.
Conclusions: Investigation of mecA is crucial for taking the nec-
essary precautions in hospitals where the MRSA is a common
problem. The results for cefoxitin and oxacillin disk diffusion
method were found close to each other; hence, we think that
oxacillin disk can be an alternative instead of cefoxitin disk. Re-
sults based on chromogenic agar should be interpreted with
caution. Klimik Dergisi 2018; 31(1): 30-3.

Key Words: Cefoxitin, chromogenic agar, mecA, methicillin-re.
sistant Staphylococcus aureus, oxacillin.
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Giris

Staphylococcus aureus onemli bir firsatgl patojen olup
hastane ve toplum kaynakl bakteriyemi, pndmoni, deri ve
yumusak doku infeksiyonlarindan sorumludur (1,2). Coklu
direngle 6ne ¢ikan metisiline direngli S. aureus (MRSA)larda
metisilin direncini belirlemede kullanilan yontemin rutin la-
boratuvarlarda guvenilir, kolay uygulanabilir olmasi ve ¢abuk
sonug¢ vermesi ¢ok onemlidir (3).

MRSA saptanmasinda mecA ya da mecA tarafindan
kodlanan penisilin baglayan protein 2a (PBP2a)'nin tespiti
en glvenilir metodlardir (4). Metisilin direncinin fenotipik
testlerle arastirilmasinda ortaya ¢ikan sorunlarin temelinde
MRSA direncinin genellikle heterojen olmasi yatmaktadir. Di-
renc tespitinde guvenilirligi ylkseltmek amaciyla inokulum
miktarinin artirilmasi, besiyerindeki NaCl konsantrasyonunun
yukseltilmesi, inklibasyon siiresinin uzatilmasi ve disuk si-
caklikta inkiibasyon gibi bazi degisiklikler yapilmistir (5,6).

Onceki yillarda metisilin direncinin belirlenmesi amaciy-
la oksasilin disk diflizyon testi uygulanmasina ragmen Clini-
cal and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2008 yilindan
sonra sefoksitin disk diflizyon testini 6nermektedir. Oksasi-
lin disk diflizyon testi sonucunda orta diizeyde bir duyarlilik
mevcutsa, mecA veya PBP2a testi, sefoksitin disk difizyon
testi, oksasilin minimal inhihitér konsantrasyon (MIK) testi
veya oksasilin agar tarama testi uygulanmasi onerilmektedir
(7). Disk diflizyon testinin duyarlihk ve 6zgulliginin calis-
malar arasinda farklilik gostermesi bu testin kullanilabilirligi
tartismalarini da beraberinde getirmistir. Tedavi sorununun
yasandigi hastalarda direncin saptanamadigi duslincesiyle
ozellikle mecA geninin varhiginin arastirilmasi onerilmistir (3).

Bu calismada Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda cesitli klinik 6rneklerden izo-
le edilen MRSA susglarinda sefoksitin disk difizyon, oksasi-
lin disk diflizyon ve kromojenik agar testlerinin sonuglarinin
metisilin direncini saptamada altin standard olan mecA geni
varligiyla kiyaslanmasi amaclanmistir.

Yontemler

Calismaya Atatlrk Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen cesitli
klinik 6rneklerden izole edilen 86’si metisiline direncgli ve
30'u metisiline duyarli olmak lizere toplam 116 S. aureus
susu dahil edildi. Suslarin metisilin direngleri 30 pg sefok-
sitin (Bioanalyse, Ankara, Turkiye) ve 1 pg oksasilin (Bio-
analyse, Ankara, Turkiye) diski kullanilarak Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) direktifleri dogrultu-
sunda disk diflizyon yontemi kullanilarak saptandi. Zon ¢api
oksasilin icin 213 mm, sefoksitin icin > 22 mm olan suslar
metisiline duyarli, bu degerlerin altinda olan suslar direngli
kabul edildi (8,9).

Calismada kullanilan suslarin timu (86 MRSA ve 30
MSSA) CHROMagar™ Staph aureus (CHROMagar, Paris,
Fransa)'a ekildi ve plaklar 37°C'de inkiibe edildi. Sonugclar
Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda 24 ve 48 saatlik in-
kiibasyonlarin ardindan degerlendirildi. Menekse pembesi
renginde koloni olusturan suslar MRSA olarak kabul edildi.
Ureme olmamasi veya renksiz kolonilerin olusmasi metisilin
direncinin negatif oldugu yoniinde degerlendirildi.

Metisilin direncinden sorumlu mecA geninin varhgini be-
lirlemek i¢cin daha dnce Geha ve arkadaslar (10)'nin galigma-
larinda kullandiklari primerler (mecA1 igin 5’- GTA GAA ATG
ACT GAA CGT CCG ATA A ve mecAz?2 i¢in 5'-CCA ATT CCA
CAT TGT TTC GGT CTA A) (lontek Molekiiler Biyoloji Sentez
Laboratuvari, Istanbul, Tirkiye) kullanildi. PCR igleminin son-
rasinda 310 bp’lik Grin varhdi mecA geni varhigi agisindan
pozitif olarak degerlendirildi.

MRSA saptanmasinda kullanilan yontemlere ait duyarli-
lik, 6zgulllik, pozitif prediktif deger (PPD) ve negatif prediktif
deger (NPD) mecA geni varhigi referans alinarak hesaplandi.

Bulgular

mecA geni varhdini arastirmak amaciyla yapilan PCR
calismasinda rutin fenotipik yontemle MRSA olarak tanimla-
nan 86 sustan 8 (%9.3)'inde mecA geni bulunamadi. Kontrol
amagli kullanilan 30 MSSA susunun timi (%100) mecA geni
acisindan negatifti.

Sefoksitin sonuclarina bakildiginda mecA geni bulun-
mayan 8 MRSA susundan 1 tanesi sefoksitine duyarl iken 7
tanesinin direncgli oldugu gorildi. Ayrica sefoksitine duyarh
oldugu halde oksasiline direncli oldugu tespit edilen bir diger
susta da mecA geni bulundugu goriildi. MSSA suslarinin
tim (%100) sefoksitine duyarli idi.

Oksasilin duyarhligi ve mecA gen varligi kiyaslandiginda
mecA geni bulunmayan 8 sus da dahil olmak lizere 86 MRSA
susunun timiinin (%100) oksasiline direngli, MSSA suslari-
nin da tamaminin (%100) duyarli oldugu tespit edildi.

MRSA kromojenik agarla yapilan calismada, ilk 24 saatlik
inkiibasyondan sonra yapilan degerlendirmede MRSA sus-
larindan 41 (%47.7)'inde lGreme oldugu ve 45 (%52.3)'inde
ireme olmadigi gorildi. 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda
4 susta daha ureme gozlendi ve toplam Ureme gosteren sus
sayisi 45 (%52.3) oldu. Ureyen suglardan 2 tanesinin mecA
genine sahip olmadigi tespit edildi. MSSA suslarinda 24 ve
48 saatlik inkiibasyon sonuglari ayni idi. 12 (%40) susta lre-
me gozlenirken 18 (%60) susta Gireme olmad:.

Bu sonuglar 1siginda mecA gen varhgi altin standard ola-
rak alinarak testlerin duyarlilik, 6zgullik, PPD ve NPD’leri he-
saplanmig olup sonuclar Tablo 1'de goriilmektedir.

irdeleme

Diinya genelinde toplum ve hastane kaynakl infeksiyon-
lara neden olan en dnemli etkenlerden biri olan S. aureusta
ozellikle yogun bakim Unitelerinden olmak (izere giderek ar-
tan oranlarda metisilin direnci bildirilmektedir (11).

Tablo 1. Testlerin Duyarlilik, Ozgiilliik, Pozitif Prediktif Deger
ve Negatif Prediktif Deger Sonuclari

Duyarlilik Ozgiillik PPD NPD
() ()

Testler % % % %

Sefoksitin disk diflizyon testi 98.7 81.6 91.7 96.9
Oksasilin disk diflizyon testi 100 78.9 90.7 100.0
MRSA kromojenik agar 24. saat 45.8 63.2 70.2 38.0
MRSA kromojenik agar 48. saat 51.4 63.2 725 40.7

PPD: pozitif prediktif deger, NPD: negatif prediktif deger.
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Stafilokoklardaki metisilin direncinin sorumlusu, mecA
geninin kodladidi penisilin baglayici protein 2a (PBP2a/PBP2’)
ad verilen bir proteindir. Bu modifiye proteinin -laktam grubu
antibiyotiklere karsi afinitesi az oldugundan dolayi, p-laktam
ve p-laktam tiirevi olan tim antibiyotiklere karsi direng ortaya
cikmaktadir (12). MRSA izolatlarinin hemen hemen timunde
mecA geninin kodladigi penisilin baglayan protein 2a (PBP2a)
Uretili MRSA saptanmasinda mecA ya da mecA'nin kodladigi
PBP2a’nin tespiti en kesin metodlardir (4).

Sefoksitin, stafilokok PBP4'(ine de yliksek afinite gosterir
ve yapilan galigmalarda PBP2 ve PBP4 arasinda yakin iliski ol-
dugu gosterilmistir. Pek ¢ok calismada, sefoksitin disklerinin
stafilokoklarda heterojen metisilin direncini ortaya koymada,
yuksek duyarlilik (%97-100) ve 6zgullik (% 99-100) gosterdigi
belirtilmistir (5-14).

CLSI, mecA genine bagh metisilin direncini saptamada
tarama testi olarak sefoksitin disk diflizyon testini 6nermek-
tedir (8). Telli ve arkadaslari (6) mecA genine sahip 181 sus-
tan Uclini sefoksitine duyarli, mecA geni bulunmayan 119
sustan birini sefoksitine direngli olarak bulmuslardir. Bu so-
nuglara gore sefoksitin disk diflizyonu igin duyarlilik %98, 6z-
gulluk %99, PPD %99 ve NPD %98 olarak bulunmustur. Farkli
calismalarda sefoksitin disk diflizyon testi i¢in duyarhlik so-
nuglarinin %94-100, 6zgillik sonuglarinin %98-100, pozitif ve
negatif prediktif degerlerin %97-100 araliklarinda oldugu bil-
dirilmistir (4,12,15-17). Calismalarda, MRSA tespitinde sefok-
sitinden 6nce kullanilan oksasilin disk diflizyon sonuclari da
degerlendirilmis ve oksasilin icin de sefoksitine benzer oran-
larda glivenilirlik sonuglari elde edilmistir (4,15,18). Sefoksi-
tin ve oksasilin disk diflizyon testi duyarllik ve 6zgullik de-
gerlerimizin diger ¢alismalarla uyumlu oldugu goérulmiustur.
Sefoksitin ve oksasilin disk diflizyon yontemlerinin duyarlilik
ve Ozgulllklerinin birbirine yakin oranlarda olmasi sefoksitin
diski olmadigi durumlarda oksasilinin de bir alternatif olabi-
lecegini diislindlirmektedir.

Calismamizda fenotipik yontemlerden oksasilin disk
difuzyon testiyle MRSA oldugunu tespit ettigimiz 8 sus-
ta, sefoksitin disk difiizyon testiyle MRSA oldugunu tespit
ettigimiz 7 susta mecA geni negatifti. YoOntemler arasinda
ortaya ¢ikan bu uyumsuzluk direngli S. aureus suslarinda
B-laktamazin asir Gretimine, PBP’lerdeki (6zellikle PBP2’ ve
PBP4) nokta mutasyonlarina veya PBP4’iin (diisik molekiil
agirlikh PBP) asir yapimina baglanabilir (19). Bu durumun
bir diger sorumlusu son zamanlarda kesfedilen ve mecA
ile %70 benzerlik gosteren mecC adi verilen gen de olabilir.
Calismalarda mecC geninin PBP2a benzeri bir PBP kodla-
yarak metisilin direncine neden oldugu gosterilmistir (20).
Calismamizdaki bir bagka sus ise oksasilin disk difiizyon tes-
tiyle direngli, sefoksitin disk diflizyon testiyle duyarli bulun-
mus ve bu susun mecA pozitif oldugu belirlenmistir. Peksel
(13)'in calismasinda da mecA pozitif oldugu halde sefoksiti-
ne duyarli ¢ikan U¢ sus bulunmaktadir. Bu sonucu doguran
mekanizmanin, mevcut mecA geniyle diistik diizeyde PBP2a
Uretilirken, sefoksitinin bakterisid etkisini hiicre duvarinda
daha fazla miktarda bulunabilen PBP4’ler araciligiyla yap-
mas! oldugu dislinilmustir. Bu durumda suslar yiksek
oksasilin MIK degerlerine sahip oldugu halde sefoksitine
duyarhidir.

MRSA'nin laboratuvarlarda konvansiyonel yontemlerle
tespit edilmesi 2-4 gun kadar surebilmektedir. Ancak tasiyi-
ci izolasyonu ve direkt temasin azaltilabilmesi icin MRSA'nin
hizla tespit edilmesi 6nemlidir. S. aureus’un hizl tespiti ve
metisilin direncinin belirlenmesinde kromojenik besiyerleri
kullanilabilmektedir. Bu besiyerleri MRSA tespitini hizli ve
ekonomik bir sekilde yapabildiginden 6nemli avantajlar sag-
lamaktadir (21). Calismamizda, kromojenik besiyeri icin 48
saat sonundaki duyarlilik, 6zgulliik, PPD ve NPD degerlerinin
ilk 24 saate gore az da olsa daha yuiksek oldugu goruldu. Bu
durum kromojenik besiyeriyle yapilacak ¢alismalarda 48 sa-
atlik inkiibasyonun daha guvenilir oldugunu gostermektedir.
Calismalarda kromojenik besiyerlerinin duyarllik ve 6zgl-
IGklerinin %60-100 arasinda degistigi bildirilmistir (21-25).
Calismamizda ise 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlarda duyarlilik
disik bulunmus olup bulgularimizin diger literatlr bulgu-
larina uymadigi gorulmustir. Bu oranlar kromojenik agarin
MRSA saptamasinda yetersiz kaldigini géstermektedir. Kro-
mojenik agar her ne kadar tarama amach kiltirlerde kulla-
nim kolayligi saglasa da hatali sonu¢ verme ihtimali yuksek
oldugundan dikkatle kullanilmali ve sonuglari disk diflizyon
gibi guivenilir bir yontemle dogrulanmahdir.

Diinyada ulusal diizeyde duyarlilik standardlarinin olus-
turuldugu farkl kuruluglar bulunmaktadir ve bu kuruluglarin
kriterleri de birbirlerinden farkhliklar gostermektedir. Ornegin
CLSI, S. aureus igin duyarlilik zon c¢aplarini oksasilin ve se-
foksitin i¢in sirasiyla 213 ve 222 mm olarak verirken, British
Society of Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) =15 ve >22
mm, Comité de I’Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CASFM) >20 ve >27 mm olarak kabul etmis-
tir. Swedish Reference Group for Antibiotics (SRGA) ve The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) ise oksasilini 6nermeyip sefoksitin icin duyarlilik
zon gapini 222 mm olarak vermistir (7,8,13,26-28). Goraldi-
gu gibi farkl kuruluslar farkli yontemleri dnerebilmekte veya
ayni yontem bile olsa farkl kriterler verebilmektedirler. Bu-
nun yani sira daha 6nceki calismalarin ve bizim ¢alismamizin
sonugclarindan da goruldigu gibi hem oksasilin hem de se-
foksitin disk diflizyon testlerinde yalanci pozitiflik veya yalan-
ci negatiflik gibi sonuglarla karsilagilabilmektedir. Ulkemizde
CLSI standardlari yaygin olarak kullanilmakta olup EUCAST'a
gecis slireci baslatilmistir. Ancak bu standardlarin farkli Gl-
kelere ait oldugu ve antibiyotik duyarliliklarinin cografi ve
epidemiyolojik farkhliklar gosterebilecegi diistinildiginde
ulkemize ait verilerin de gozden gecirilmesi ve dikkate alin-
masi uygun olacaktir.

Cikar Catismasi
Yazarlar, herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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