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OZET

Hastane kaynakli enfeksiyonlarin en sik goriilen ve en 6nemli etkeni olan metisiline direncli Staphylo-
coccus aureus (MRSA) suslari, son yillarda toplum kokenli enfeksiyonlarda da karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
nedenle MRSA suslarinin hizli ve dogru tanimlanmasi, hem enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin alinmasi hem
de bu mikroorganizmanin nozokomiyal yayiiminin 6nlenmesi icin 6nem tasimaktadir. Bu calismanin
amaci, MRSA suslarinin tanimlanmasinda kullanilan ticari besiyerlerinden oksasilin direnci tarama agar
(Oxacillin Resistance Screening Agar Base; ORSAB; Oxoid, ingiltere) ve kromojenik MRSA agar (BBL
CHROMagar MRSA; BD, Paris, Fransa) besiyerlerinin 6zgillik, duyarllik, pozitif ve negatif prediktif de-
gerlerinin belirlenmesidir. Calismaya, Mueller-Hinton agar besiyerinde oksasilin ve sefoksitin diskleri kul-
lanilarak disk diftizyon yontemiyle metisilin duyarliligi belirlenen 45 MRSA ile 130 metisiline duyarl S.au-
reus (MSSA) olmak Uzere toplam 175 klinik izolat dahil edilmistir. Besiyerlerinin duyarllik, 6zgullik, po-
zitif ve negatif prediktif degerleri, oksasilin disk difiizyon yontemi referans alinarak hesaplanmis ve bu de-
gerler ORSAB icin sirasiyla %97.7, %40, %36.5 ve %98.1; CHROMagar MRSA icin ise sirasiyla %95.5,
%37.6, %35.7 ve %96.1 olarak belirlenmistir. Sonug olarak her iki besiyerinin de, is yikiinin yodun ve
personel sayisinin yetersiz oldugu laboratuvarlarda 6zellikle tarama amaclh olarak birlikte ya da ek bir be-
siyeri ile (mannitol tuz agar) beraber kullanilabilecegi; ancak 6zgulligiin dusiik olmasi nedeniyle, yalan-
a pozitiflik olasihgina karsi pozitif saptanan suslarin diger yontemlerle (disk difiizyon, mikrodiliisyon)
dogrulanmasi gerektigi kanisina varilmustir.

Anahtar sézciikler: Staphylococcus aureus, metisilin direnci, kromojenik besiyeri, disk diftizyon yontemi.
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ABSTRACT

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains which are the most frequent causes of hos-
pital acquired infections, are also currently encountered with increasing frequency in community acqu-
ired infections. Therefore rapid and accurate identification of MRSA strains is essential in both implemen-
tation of infection control measures and prevention of the nosocomial spread of this microorganism. The
aim of this study was to determine the specifisity, sensitivity, positive and negative predictive values of
two commercial media, one was Oxacillin Resistance Screening Agar Base (ORSAB; Oxoid, England) and
the other was chromogenic MRSA agar (BBL CHROMagar MRSA; BD, Paris, France), for the identificati-
on of MRSA strains. A total of 175 clinical S.aureus isolates, of which 45 were MRSA, and 130 were met-
hicillin-susceptible S.aureus (MSSA), whose susceptibility to methicillin were determined by disk diffusi-
on method using oxacillin and cefoxitin disks in Mueller-Hinton agar medium, were included in the
study. When oxacillin disk diffusion test was accepted as the reference method, the specificity, sensiti-
vity, positive and negative predictive values of ORSAB were found as 97.7%, 40%, 36.5% and 98.1%,
respectively; while these values were detected as 95.5%, 37.6%, 35.7% and 96.1% for CHROMagar
MRSA, respectively. These results indicated that both media may be used in laboratories where work lo-
ad is high and the number of personnel is inadequate especially in screening studies together or in ad-
dition to another medium (mannitol-salt agar). However, since these methods exhibit low specifity (high
false positive results), positive results should be confirmed using other methods such as disk diffusion, E-
test or microdilution susceptibility testing.

Key words: Staphylococcus aureus, methicillin resistance, chromogenic media, disk diffusion method.

GiRis

Tim dinyada hastane kaynakl enfeksiyonlarin 6nemli bir etkeni olan metisiline di-
rencli Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinin, son yillarda toplum kokenli enfeksiyonla-
ra da yol actigi bilinmektedir'-3. Bu nedenle MRSA ile enfekte ya da kolonize olan hasta-
larin ve hastane personelinin erkenden belirlenmesi, gerekli enfeksiyon kontrol 6nlemle-
rinin alinmasi acisindan énem tagimaktadir'34.

Klinik laboratuvarlarda MRSA izolasyonu amaciyla kullanilan secici besiyerleri, metisi-
line duyarl S.aqureus (MSSA) suslarinin MRSA suslarindan ayinmina olanak saglamakta-
dir''%, Bu amacla, oksasilin veya metisilin iceren mannitol tuz agar (MTA) ya da Muel-
ler-Hinton agar (MHA) gibi besiyerleri yaygin olarak kullaniimaktadir. Yapilan calismalar-
da, oksasilin iceren MTA icin duyarlilik ve 6zgulliik oranlari sirasiyla %61-80 ve %79; me-
tisilin iceren MTA icin %66 ve %84; oksasilin iceren MHA icin ise %65 ve %88 olarak ve-
rilmektedir' ¢ MRSA suslarinin tanimlanmasi icin gelistirilen kromojenik enzim
substratlar iceren besiyerleri ise konvansiyonel yontemlere gore daha yiksek duyarliiga
sahiptir ve daha hizli sonu¢ vermektedir'**. Bunlardan birisi olan “oksasilin direnci tara-
ma agar besiyeri” (oxacillin resistance screening agar base; ORSAB) icin duyarlilik ve 6z-
glillik oranlari degisik calismalarda %74-100 ve %48-92 arasinda®'3; bir digeri olan
CHROMagar MRSA icin ise sirasiyla %59-83 ve %92-99 arasinda®'""'2 bildirilmektedir.

Bu calismada, MRSA suslarinin tanimlanmasinda ORSAB ve kromojenik MRSA agar
besiyerlerinin 6zguilliik, duyarlilik, pozitif ve negatif belirleyicilik degerlerinin, oksasilin
disk diflizyon yontemi referans alinarak belirlenmesi amaclanmustir.
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GEREC ve YONTEM

Calismaya, metisilin duyarhliklari VITEK 2 Compact sistemi (bioMerieux, Fransa) ile
saptanmig olan 45 MRSA ile 130 MSSA susu olmak Uzere toplam 175 klinik S.aureus su-
su dahil edildi. Suslarin metisilin direnci ek olarak, Mueller-Hinton agar (MHA; Oxoid, In-
giltere) besiyerinde oksasilin diski (1 pg, Oxoid, ingiltere) kullanilarak disk diftizyon yon-
temi ile de belirlendi. Metisilin direncini belirlemede oksasilin ve sefoksitin diskleri arasin-
da farkhlik olup olmadigini belirlemek icin, calismada sefoksitin (30 pg, Oxoid, Ingiltere)
diski de kullanildi. Oksasilin diski ile zon ¢api < 11 mm olan izolatlar direncli, 11-12 mm
arasi olanlar orta duyarl, > 13 mm olanlar ise direncli olarak kabul edildi'*.

izolatlarin taze ve saf kolonilerinden 0.5 McFarland standardinda stispansiyon hazir-
landiktan sonra ORSAB (Oxoid, ingiltere) ve BBL CHROMagar MRSA (BD, Paris, Fransa)
besiyerine ekilerek 24 ve 48 saat slreyle inkiibe edildi. ORSAB besiyerinde koyu mavi
renkte, CHROMagar MRSA besiyerinde ise pembe renkte treyen koloniler MRSA yonun-
den degerlendirmeye alindi. ODD testi ile metisiline duyarli olmasina ragmen, ORSAB ve
CHROMagar MRSA besiyerinde Greme olmasi yalanci pozitiflik olarak kabul edildi. Stan-
dart sus olarak ATCC 43300 (MRSA) ve ATCC 25923 (MSSA) kullanildi.

ORSAB ve CHROMagar MRSA besiyerlerinin duyarhlk, 6zgillik, pozitif ve negatif pre-
diktif degerlerinin hesaplanmasinda, 48. saatteki tGremeler g6z oniine alindi ve oksasilin
disk diflizyon (ODD) yontemi referans kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda, metisilin direncinin belirlenmesinde sefoksitin diskinin, oksasilin diskiy-
le %100 uyum gosterdigi gorilmustir. Metisiline duyarlilik durumlar ODD yodntemi ile
dogrulanan 45 MRSA ve 130 MSSA susunda kromojenik besiyerleri ile alinan sonuclar
Tablo I'de gosterilmistir. Buna gore; duyarlilik, 6zglllik, pozitif ve negatif prediktif de-
gerler ORSAB besiyeri icin sirasiyla %97.8, %40, %36.5 ve %98.1; CHROMagar MRSA
besiyeri icin ise sirasiyla %95.5, %37.6, %35.7 ve %96.1 olarak hesaplanmistir.

Tablo I. Metisilin Direncinin Saptanmasinda ORSAB ve CHROMagar MRSA Besiyerlerinin Oksasilin Disk Di-
fiizyon Yéntemi (ODDY) ile Karsilastirimasi

ORSAB
ODDY Direncli Duyarh Toplam
Direncli 44 1 45
Duyarl 78 52 130
Toplam 122 53 175
CHROMagar MRSA
ODDY Direncli Duyarh Toplam
Direncli 43 2 45
Duyarl 81 49 130
Toplam 124 51 175
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TARTISMA

Gunumiizde, MRSA suslarinin hizh bir sekilde tanimlanmasi amaciyla gelistirilmis cok
saylida ticari besiyerleri ve tanimlama kitleri yaygin olarak kullanilmaktadir’'”. Ancak bi-
lindigi gibi metisilin direncini belirlemede altin standart, mecA geninin polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile gésterilmesidir'>16.

MRSA suslarinin tanimlanmasinda kromojenik besiyerlerinin kullanimi, pratik, gorece-
li olarak hizli ve duyarllk ve 6zgdllikleri kabul edilebilir yontemlerdir. Lagacé-Wiens ve
arkadaslar® MRSA taranmasinda secici kromojenik besiyerlerinin is yogunlugunu top-
lamda %63.7, her bir 6rnek icin ise %12.6 oraninda azalttigini ifade etmisler ve MRSA
pozitif ornekler icin raporlama stresinin ortalama 1.33 giin, MRSA negatif 6rnekler icin
ise 1.97 glin oldugunu bildirmislerdir.

Ticari besiyerlerinde inokilum miktari, indikator sistem, eslik eden bakteriyel floranin
inhibisyonu ve inkiibasyon siiresi, izole edilen MRSA oranini artiran faktérlerdendir'-24
19, MRSA-ID, CHROMagar MRSA ve ORSAB gibi kromojenik besiyerlerinin karsilastirildi-
g1 bir cahismada, bu besiyerlerinin MRSA izolatlarini belirlemedeki duyarlliklar 24 ve 48
saatlik inkiibasyondan sonra sirasiyla, %80 ve %89; %59 ve %72; %62 ve %78 olarak
belirlenmistir?. Ozgiilliik oranlari ise 24 ve 48 saatlik inkiibasyondan sonra sirasyla,
%95.5 ve %85.6; %99.3 ve %92.1; %97.9 ve %93.1 olarak saptanmistir?. Bu arastirici-
lar, CHROMagar MRSA besiyerinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlardan sonra ORSAB be-
siyerinden daha az duyarli oldugunu vurgulamislardir?.

Nahimana ve arkadaslari’, CHROMagar MRSA ve ORSAB besiyerlerinin duyarlihigini,
ornekler besiyerine ekildikten 18 saat sonra sirasiyla %59 ve %47; 42 saat sonra %75 ve
%67; sivi besiyeri ile zenginlestirme isleminden sonra ise %95 ve %79 olarak vermekte-
dirler. Yapilan diger calismalarda da, kromojenik besiyerlerinin duyarllik ve 6zgulligu-
nin, inkiibasyon siresinin 48 saate uzatilmasi ile ve sivi besiyerinde zenginlestirme son-
rasinda arttigi bildirilmektedir®'®. Velasco ve arkadaslari' 51 MRSA ve 51 MSSA susu ile
yaptiklari calismada, ORSAB besiyerinin 24. saatteki duyarlilik, 6zgillik, negatif ve pozi-
tif prediktif degerlerini sirasiyla %100, %92.6, %100, %92.7 olarak belirlemislerdir. Bu
arastiricilar ayrica; sefoksitin diskinin duyarhlk ve 6zgulliginiun hem 24. hem de 48. sa-
atte %100 ve %98; oksasilin diskinin duyarlilik ve 6zgulligindin ise 24. saatte %94.1 ve
%100, 48. saatte ise %98 ve %98 oldugunu belirlemislerdir'®. Bizim calismamizda, disk
difizyon testi ile metisilin direncinin belirlenmesinde, 24 saatlik inkiibasyonda sefoksitin
diskinin, oksasilin diskiyle tam uyum gosterdigi izlenmistir.

Ulkemizden Ciragil ve arkadaslari?!, kromojenik MRSA ID agar besiyerinin, MRSA sus-
larini, %5 koyun kani iceren Columbia agar (CBA) besiyerinden daha hizli ve kolay sap-
tadigini; her iki besiyeri arasinda mikemmel uyum oldugunu ve bu nedenle MRSA ID
besiyerinin CBA yerine kullanilabilecegini bildirmislerdir. Kuzucu ve arkadaslari'® da ca-
ismalarinda, 112 S.aureus susunda metisilin direncini mikrodiliisyon, oksasilin tuz tara-
ma testi ve disk diflizyon testi ile arastirmislar, uyumsuz sonuglarin dogrulanmasinda
PCR ile mecA geni saptama yontemini uygulamislar ve metisilin direncinin saptanmasin-
da her lg¢ yontemin de uygun oldugunu ve MRSA suslari icin yontemler arasindaki uyu-
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mun %100 oldugunu rapor etmislerdir. PCR ile mecA gen tayininin referans yontem ola-
rak alindigi diger bazi calismalarda da, CHROMagar MRSA besiyerinin duyarlilk ve 6z-
giilligi %82.9-87.7 ve %99.1-100 oranlari arasinda tespit edilmistir'!1920,

Bizim calismamizda, ORSAB ve CHROMagar MRSA besiyerlerinin 24. ve 48. saatler-
deki performansi degerlendirilmis, ancak duyarllk ve 6zglliklerin hesaplanmasinda 48.
saatteki degerlendirme esas alinmistir. Buna gore, her iki besiyerinin de duyarlilik ve 6z-
gullugu birbirine yakin bulunmus, ancak bu degerlerin ORSAB besiyeri icin (duyarhlik
%97.7, 6zglllik %40), CHROMagar MRSA besiyerinden (duyarhlik %95.5, 6zgullik
%37.6) biraz daha yuksek oldugu belirlenmistir. Calismamizin en 6nemli sinirlamasi, so-
nuclarin dogrulanmasinda mecA geni varliginin PCR ile arastinlamamis olmasidir. Sonug
olarak her iki besiyerinin de, is ylkiniin yogun ve personel sayisinin yetersiz oldugu la-
boratuvar kosullarinda 6zellikle tarama amacli olarak birlikte ya da ek bir besiyeri ile
(mannitol tuz agar) beraber kullanilabilecegi; ancak 6zgulligin distk olmasi nedeniy-
le, yalanci pozitiflik olasiligina karsi pozitif saptanan suglarin diger yontemlerle (disk di-
fizyon, mikrodilisyon) dogrulanmasi gerektigi kanisina variimustir.
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