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STAFILOKOKLARDA METISILIN DIRENCININ FARKLI YONTEMLERLE
ARASTIRILMASI VE COKLU ANTIBIYOTIK DIRENCININ SAPTANMASI*

SHORT COMMUNICATION:
DETERMINATION OF METHICILLIN RESISTANCE IN STAPHYLOCOCCI
WITH DIFFERENT METHODS AND DETECTION OF
MULTIPLE ANTIBIOTIC RESISTANCE

Yeliz CETINKOL', Mustafa ALTINDIS'
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OZET: Bu calismada, cesitli klinik ve hastane gevresi érneklerinden izole edilen
213’0 Staphylococcus aureus, 43’0 koagulaz negatif stafilokok (KNS) olmak Uzere toplam
256 susta, oksasilin agar tarama (OAT), PBP2a lateks aglitinasyon (LA), oksasilin
disk difuzyon (ODD), sefoksitin disk difiizyon (SDD) ve mikrodiliisyon yéntemleriyle
metisilin direncinin belirlenmesi ve bu suslarda coklu antibiyotik direncinin saptanmasi
amaclanmistir. izolatlarin penisilin G, amoksisilin/clavulanat, sefalotin, tetrasiklin,
eritromisin, fusidik asit, ofloksasin, vankomisin, ko-trimoksazol ve gentamisine direng
durumlan disk difuzyon yéntemi ile arastinlmistir. GCalismada OAT ydntemi ile S.aureus
izolatlarinin 152’si (%71.3); PBP2a LA testi ile de KNS’larin 30’u (%69.7) metisiline direncli
bulunmustur. Metisiline direncli ve duyarl olarak saptanan stafilokok sus sayilari OAT
ile sirasiyla 182 ve 74; ODD ile 183 ve 73; SDD ile 181 ve 75; PBP2a LA ile 180 ve
76 ve mikrodilisyon yéntemiyle 183 ve 73 olarak belirlenmistir. Uygulanan yéntemler
ile alinan sonuclar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunmamis (p>0.05),
ancak PBP2a LA testinin S.aurues suslarinda metisilin direncinin tespitinde duyarliliginin
digerlerine gbre daha dusutk oldugu gozlenmistir. Ayrica SDD testinin en az ODD testi
kadar duyarl oldugu gértilmus ve tercih edilebilecegi distnudlmastar. Galismamizda
metisiline duyarl stafilokoklarin biylk oranda diger antibiyotiklere de duyarli, direncli
olanlarin ise diger antibiyotiklere de direncli olduklar izlenmistir. Metisiline duyarl ve
direncli stafilokoklar karsilastirildiginda, belirlenen direnc oranlarn farki fusidik asidin
disinda diger antibiyotikler yoniinden istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (p<0.05).
TUum stafilokoklarda fusidik aside karsi diren¢ oranlarn distuk bulunmus, vankomisine
direncli sus saptanmamistir. Sonu¢ olarak S.aureus izolatlarinda metisilin direncinin
daha iyi belirlenebilmesi icin, CLSlI'in de dogrulama testi olarak &nerdigi agar tarama
testinin ek olarak kullaniimasi uygun olacagi kanisina varilmigtir.

Anahtar sézclikler: Stafilokok, metisilin direnci, agar tarama, oksasilin disk difiizyon,
sefoksitin disk difiizyon, PBP2a lateks agliitinasyon, mikrodiliisyon.
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ABSTRACT: The aims of this study were to determine the methicillin resistance
of a total of 256 staphylococcus strains [213 Staphylococcus aureus and 43 coagulase
negative staphylococci (CNS)], isolated from different clinical samples and hospital
environmental specimens by different methods and to detect multiple antibiotic
resistance in these isolates. Methicillin resistance of staphylococci was investigated
by using oxacillin agar screening (OAS), oxacillin disk diffusion (ODD), cefoxitin disk
diffusion (CDD), PBP2a latex agglutination (LA) and microdilution tests. The resistance
of the strains against penicillin G, amoxycillin/clavulanate, cephalothin, tetracycline,
erythromycin, fusidic asid, ofloxacin, vancomycin, co-trimoxazole and gentamicin was
investigated by standard disk diffusion method. As a result, 152 (71.3%) S.aureus and
30 (69.7%) CNS isolates were found to be methicillin-resistant with the use of OAS
and PBP2a LA tests, respectively. The numbers of the isolates which were detected as
methicillin-resistant and methicillin-susceptible were 182 and 74 by OAS; 183 and 73
by ODD; 181 and 75 by SDD; 180 and 76 by PBP2a LA; 183 and 73 by microdilution
tests, respectively. There was no statistically significant differences-between the results
obtained by all of the methods (p>0.05), however the sensitivity of PBP2a LA test was
lower in the detection of methicillin resistance in S.aureus strains. CDD test which was
found to be as sensitive as ODD test, may be preferred in the detection of methicillin
resistance in staphylococci. In our study staphylococci which were sensitive to methicillin,
were also found generally sensitive to the other antibiotics, whereas staphylococci
which were resistant to methicillin were also resistant to the other antibiotics. The
difference between methicillin sensitive and resistant staphylococci in terms of the
rates of resistance against other antibiotics was found statistically significant with the
exception of fusidic acid (p<0.05). The resistance rates of isolates for fusidic acid
were very low and all of the strains were susceptible to vancomycin. In conclusion,
for better determination of methicillin resistance, agar screening test which is proposed
as a confirmatory test by CLSI, should be used when necessary.

Key words: Staphylococcus, methicillin resistance, agar screening, oxacillin disk
diffusion, cefoxitin disk diffusion, PBP2a latex agglutination, microdilution.

GIRIS

Stafilokoklar nozokomiyal ve toplumdan kazaniimis enfeksiyonlarin en
6nemli etkenlerindendir. Ciddi stafilokok enfeksiyonlar, yasami tehdit eden
komplikasyonlara ve yuksek mortalite oranina yol agmasi nedeniyle halen dnemli
bir sorun olmaya devam etmektedir'. Ozellikle metisiline direncli S.aureus (MRSA)
ve/veya ¢oklu antibiyotik direnci gésteren suslarin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde buyuk sikintilar yasanmaktadir?. Stafilokok enfeksiyonlarinin etkin
tedavisinde, 6zellikle heterojen MRSA suslarinin dogru bir sekilde saptanmasi
gerekmekte, ancak rutinde kullanilan oksasilin disk diftizyon testinin de bazen
heterojen metisilin direncini saptamada yetersiz kaldidi ifade edilmektedir®s. Bu
calismada, cesitli klinik ve hastane cevresi 6rneklerinden izole edilen stafilokok
suglarinda, metisilin direncinin farkli yéntemlerle belirlenmesi ve bu suslarda
coklu antibiyotik direncinin saptanmasi amaglanmigtir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Kocatepe Universite Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvar’’nda,
hastalardan izole edilen 236 (144’0 toplum, 92’si hastane kdkenli) ve hastane
cevresi 6rneklerinden izole edilen 20 olmak Uzere toplam 256 stafilokok susu
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dahil edildi. Klinik izolatlarin %34’U kan, %28’i yara, %30’u ise diger érneklerden
elde edildi. Konvansiyonel ydntemlerle izolatlarin 213’G S.aureus, 43’U koagulaz
negatif stafilokok (KNS) olarak tanimlandi. Metisilin direncinin saptanmasinda,
S.aureus igin oksasilin agar tarama (OAT) testi [%4 NaCl ilaveli 6 pug/mi
oksasilin iceren Mueller-Hinton (MH) agar; (duyarllik %98-100)], KNS icin de
PBP2a lateks aglutinasyon (LA) testi [Oxoid, UK (duyarlilik %97-98.5)] referans
ybntemler olarak kabul edildi®®. CLSI kriterlerine goére; oksasilin (S.aureus
<10 mm; KNS’lar icin <17 mm direngli) ve sefoksitin (zon ¢api <19 mm ise
direncli) disk difiizyon testleri, LA testi ve mikrodiliisyon testleri (MK degeri
S.aureus igin, =4 ug/ml; KNS icin =0.5 pug/ml) cahsild®. Antibiyotik duyarliik
testleri, CLSI dnerilerine® gére disk difizyon ydntemiyle calisildi. Kontrol susu
olarak S.aureus ATCC 25923 ve S.aureus ATCC 43300 kullanildi.

BULGULAR

Calismada, OAT yontemi ile S.aureus suslarinin 152’si (%71.3), PBP2a
LA ile de KNS’larin 30'u (%69.7) metisiline direncgli bulunmustur. Metisiline
direncli (MRS) ve duyarli (MSS) stafilokoklarin saptanmasinda kullanilan
testlerin sonuclari birbirleriyle karsilastirldiginda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamustir (p>0.05) (Tablo I). MRS izolatlarinin diger antibiyotiklere de
direncli olduklar izlenmis; MRS ve MSS suslan karsilagtirildiginda, belirlenen
direng oranlan farki, fusidik asidin disinda diger antibiyotikler yéoninden
istatistiksel olarak da anlaml bulunmustur (p<0.05) (Tablo II).

Tablo I. Stafilokok Suslarinda Metisilin Direncinin Saptanmasinda Farkl
Yoéntemlerle Alinan Sonuglar (n=256)

Metisiline Direncli Metisiline Duyarli
Yéntem Stafilokok (n) Stafilokok (n)
Oksasilin Tuz Agar 182 74
Oksasilin Disk Diftizyon Testi 183 73
Sefoksitin Disk Diflizyon Testi 181 75
PBP2a Lateks Aglitinasyon Testi 180 76
Mikrodilisyon Testi 183 73

Tablo Il. MRS ve MSS Suslarinda Test Edilen Antibiyotiklere Direnc Oranlan (%)

Antibiyotik MRSA (n:152) MSSA (n:61) MRKNS (n:30) MSKNS (n:13)
Vankomisin 0 0 0 0
Ko—-trimoksazol 56.4 24.3 279 18.7
Amoksisilin/klavulanat - 6.3 - 7.6
Fusidik asit 154 5.7 27.4 10.3
Ofloksasin 60.7 171 67.3 7.6
Eritromisin 57.3 28.7 55.6 20.9
Gentamisin 70.8 145 68.8 18.5
Sefalotin - 30.8 - 457
Tetrasiklin 72.7 50.1 78.6 38.6
Penisilin G - 64.4 - 86.5

MRSA: Metisiline direncli S.aureus; MSSA: Metisiline duyarl S.aureus; MRKNS: Metisiline direncli
koagulaz negatif stafilokok; MSKNS: Metisiline duyarl koagllaz negatif stafilokok.
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MSS’larda sefalotin, tetrasiklin ve penisilin G'ye yluksek dlzeyde
direnc gozlenirken, 6zellikle fusidik asit, amoksisilin/klavulanat, ofloksasin ve
gentamisine direng¢ oldukga dusUktir. MRS’larda ise vankomisin ve fusidik asit
hari¢, calisilan diger antibiyotiklere karsi cok ylksek dizeyde direnc oranlari
tespit edilmistir. MRS’larin hepsinde coklu antibiyotik direnci gézlenmistir.

TARTISMA

Metisiline direncli stafilokok (MRS) suslarinda gérilen c¢oklu antibiyotik
direnci, tedavide uygun antibiyotigin segimi icin hizli ve dogru tanimlamayi
gerektirmektedir. Direncin belirlenmesi icin secilen yéntemin ise, rutin
laboratuvarlarda kullanilabilir olmasi, guvenilir olmasi, kolay uygulanabilmesi
ve cabuk sonug vermesi beklenmektedir®. Ulkemizde MRSA orani 1997 yilina
kadar yapilan bildirimlerde %21-40 arasinda degismektedir'"'*. Daha sonra
yapilan calismalarda ise bu oran %38-71 arasindadir'*".

Metisilin direncini belirlemek icin CLSI'in 6nerdigi fenotipik yontemler;
sivi dilisyon, agar dilisyon, tuz agar tarama ve disk difuzyondur'®. Agar
tarama metodu referans olarak kabul edilmesine ve oksasilin direncini ¢ok iyi
belirlemesine ragmen duyarliidi %100’e ulasmamaktadir. Dillisyon metodlarinin da
duyarliigi %98-100 arasinda degismektedir'®®, Heterojen suslarin belirlenmesinde
ise gerek dilusyon gerekse difizyon metotlar yetersiz kalmaktadir. Disk diflizyon
metodunun bircok heterojen susta %61-96.4 gibi oldukga genis bir aralikta
duyarlihga sahip oldugu belirtiimektedir'®?'. Bazi galigmalar, oksasilin agar tarama
metodunun heterojen suslar ile yapilan calismalarda duyarliiginin distigina
(<%95) bildirirken, bazilar da yUksek (>%97) oldugunu ifade etmektedir'®2",
Calismamizda, oksasilin disk difizyon metodu ile, diger yontemlere benzer
olarak 183 MRS ve 73 MSS susu saptanmistir.

Telli ve arkadaslarinin?? ¢calismasinda, sefoksitin disk difizyon (SDD) testi,
oksasilin disk difuzyon (ODD), agar tarama ve MRSA lateks aglttinasyon
(LA) testleri ile karsilastirimig ve SDD testinin ODD testine yakin duyarlilik
ve 6zgullukte, agar tarama ve MRSA LA testlerinin daha dusuk 6zgullukte
oldugu bulunmustur. Bir diger calismada, ODD ve SDD yoéntemleri arasinda
fark bulunmamis, rutin laboratuvarlarda bunlardan sadece birinin segilebilecegdi
belirtiimistir®. Bu yorum bizim sonuglarimizla uyumludur. Yapilan diger bazi
calismalarda da, SDD testinin 6zgullik ve duyarliigi, ODD testinden daha yiksek
bulunmus ve MRSA saptama metotlari arasinda SDD testinin sonuglanmizia
da uyumlu olarak, kullanilabilecedi gosterilmigtir2+2°,

PBP2a LA ydntemi, ticari bir kit olmasi nedeniyle maliyet ve etkinlik
acisindan dezavantaj sunarken, hizli bir test olmasi nedeniyle tercih edilebilir.
Bu yontem, metisilin direncinin hizli olarak belirlenmesi ile hasta ve tedavi
maliyeti acisindan fayda saglanabilecek durumlarda kullanilabilir.

Calismamizda uygulanan doért yéntemin metisilin direncini saptamada
birbirine ¢ok yakin sonuclar verdigi gbzlenmistir. Ancak PBP2a LA testinin
duyarhligi diger testlere gbére daha dusuk bulunmustur (Tablo I). Ayrica yeni
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bir ydntem olarak kullaniimaya baslanan SDD testinin en az ODD testi kadar
duyarl oldugu ve tercih edilebilecedi belirlenmistir. S.aureus’ta metisilin direncinin
daha iyi belirlenebilmesi icin CLSI'in de dogrulama testi olarak énerdigi agar
tarama testinin, ek olarak kullanilmasinin uygun olacagi disunutlmektedir.
Calismamizda metisilin direncinin tespitinde altin standart olarak kabul edilen
mecA geninin arastinrimasi mimkun olmadigindan, yontemlerin duyarllk ve
Ozgulltkleri hesaplanamamis, ancak karsilastirma icin oksasilin agar tarama ve
PBP2a LA testi referans olarak alinmistirs3'°. Ulkemizde yapilan calismalarda
da agar tarama yontemi genellikle referans test olarak kabul edilmektedir. ODD
yénteminin duyarliik ve 6zgulligu calismalar arasinda farklilik géstermekle
birlikte, rutin laboratuvarlarda kullanilabilir bulunmus olup, calismamizin
sonuclaryla uyumludur'-17:2223,

Calismamizda MSS’larin buylk oranda diger antibiyotiklere duyarli,
MRS’larin ise diger antibiyotiklere de direncli olduklari géralmustur. Bu suslarin
karsilastirimasinda, belirlenen direnc oranlan farki fusidik asitin disinda diger
antibiyotikler yénunden istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (p<0.05). Tim
stafilokoklarda fusidik aside karsi direnc oranlari distk bulunmus, vankomisine
ise direncli sus saptanmamigtir (Tablo Il). Sonuc¢ olarak, metisiline direncli
suslari tanimlarken heterojen direngli olanlari gbzden kagirmamak icin duyarlilik
testlerinde CLSI'in 6nerilerine titizlikle uyulmasi, buna ragmen tedavi sorunu
cikmasi halinde direncin saptanamadiginin dusunulerek, molekuler yéntemlere
basvurulmasi ve 6zellikle mecA varliginin arastinimasi gerekmektedir.
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