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OZET

Stafilokoklarda metisilin direnci, mecA geni tarafindan kodlanan penisilin baglayan protein 2a/2’
(PBP2a/PBP2’) proteininin Uretimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. mecA geninin heterojen ekspresyonu ne-
deniyle, metisilin direncinin fenotipik olarak gosterilmesi halen bir sorun olusturmaktadir. Polimeraz zin-
cir reaksiyonu ile mecA geninin tespit edilmesi altin standart yontem olmakla birlikte, cogu laboratuvar-
da molekiler yontemlerin calisilabilecegi olanaklar bulunmadigindan, metisiline direngli suslari hizli ve
dogru olarak saptayabilecek, kolay uygulanabilir fenotipik yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu calisma-
da, stafilokoklarda metisilin duyarliiginin belirlenmesinde oksasilin (OX), sefoksitin (CFX), seftizoksim
(CzZX) ve moksalaktam (MOX) disk diflizyon yontemlerinin karsilastirimasi amaclanmistir. Calismaya,
hastanede yatan veya ayaktan basvuran hastalarin, yara ve yumusak doku materyali (n= 114), idrar (n=
51), kan (n=48), solunum yolu (n= 30) ve diger (n= 4) klinik 6rneklerinden enfeksiyon etkeni olarak izo-
le edilen 125'i Staphylococcus aureus, 122'si koagiilaz-negatif stafilokok (KNS) olmak lizere toplam 247
stafilokok susu alinmistir. PBP2a lateks agliitinasyon yontemi, metisilin direncini belirlemede referans yon-
tem olarak kullanilmis ve dort antibiyotikle yapilan disk diflizyon yonteminin duyarhlik, 6zgillik, pozitif
ve negatif prediktif degerleri hesaplanmistir. PBP2a lateks aglitinasyon yontemi ile KNS’lerin 66
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(%54.1)'s1, S.aureus’larin 53 (%42.4)'G metisiline direncli bulunmustur. PBP2a pozitif olan 119 sustan
113 (63 KNS, 50 S.qureus)'i OX ve MOX ile, 110 (60 KNS, 50 S.aureus)’'u ise CFX ve CZX ile direncli
tespit edilirken; PBP2a negatif olan 128 sustan 123 (52 KNS, 71 S.aureus)'i OX, 127 (55 KNS, 72 S.au-
reus)'si CFX ve CZX, 126 (54 KNS, 72 S.aureus)'si ise MOX ile duyarl saptanmistir. Bu bulgulara gore OX,
CFX, CZX ve MOX ile elde edilen duyarlilik ve 6zgullik degerleri sirasiyla; KNS'ler icin %95.4 ve %92.8,
%90.9 ve %98.2, %90.9 ve %98.2, %95.4 ve %96.4; S.aureus’lar icin %94.3 ve %98.6, %94.3 ve
%100, %94.3 ve %100, %94.3 ve %100 olarak tespit edilmistir. Istatistiksel degerlendirmede, dort an-
tibiyotik ile uygulanan disk diflizyon testleri arasinda duyarlilik ve 6zgiillik agisindan anlamli bir fark sap-
tanmamustir. Sonug olarak, fenotipik yontemlerle metisilin direncinin tespitindeki sorunlar, nedeniyle, me-
cA genini indikleyen farkli antibiyotik disklerinin ayni anda test edilmesi ve diskler arasinda uyumsuzluk
gozlendiginde molekiiler yontemlere basvurulmasi dnerilmektedir.

Anahtar sozciikler: Staphylococcus aureus; koagtilaz-negatif stafilokoklar; metisilin; direng; oksasilin; se-
foksitin, seftizoksim; moksalaktam; disk diftizyon.

ABSTRACT

Penicillin binding protein 2a/2’ (PBP2a/PBP2’) which is encoded by the mecA gene, is responsible for
the methicillin resistance in staphylococci. Detection of methicillin resistance with phenotypic methods is
still a problem especially because of heterogenous expression of mecA gene. Although mecA gene deter-
mination by polymerase chain reaction is considered as the gold standard method, molecular tests are not
easily applied in all routine laboratories. Thus, for the rapid and accurate diagnosis of MRSA strains, easy
and practical phenotypic tests are still required. This study was conducted to compare the oxacillin (OX),
cefoxitin (CFX), ceftizoxime (CZX), and moxolactam (MOX) susceptibility testing by disk diffusion method
for the detection of methicillin resistance in staphylococci. A total of 247 staphylococci (125 Staphylococ-
cus aureus and 122 coagulase-negative staphylococci; CNS) isolated from various clinical specimens (114
wound and soft tissue materials, 51 urine, 48 blood, 30 respiratory tract, and four other samples) of inpa-
tients and outpatients, were included in this study. PBP2a latex agglutination test was used as the referen-
ce method for the recognition of methicillin resistance; four antibiotic disks tested and sensitivity, specifi-
city, positive and negative predictive values (PPV and NPV) were determined for each of them. According
to PBP2a latex agglutination test 66 (54.1%) of CNS and 53 (42.4%) of S.aureus isolates were found met-
hicillin-resistant. OX and MOX disks detected 113 (63 CNS and 50 S.aureus) methicillin-resistant strain out
of 119 PBP2a positive isolates, where CFX and CZX disks detected 110 (60 CNS and 50 S.aureus) of them.
Among 128 PBP2a negative isolates, 123 (52 CNS and 71 S.aureus) were detected as susceptible with OX,
127 (55 CNS and 72 S.aureus) with CFX and CZX, 126 (54 CNS and 72 S.aureus) with MOX. According
to these results, the sensitivities and specificities of OX, CFX, CZX, and MOX disks were; 95.4% and 92.8%,
90.9% and 98.2%, 90.9% and 98.2%, 95.4% and 96.4%, respectively for CNS and 94.3% and 98.6%,
94.3% and 100%, 94.3% and 100%, 94.3% and 100%, respectively for S.aureus. The difference between
sensitivities and specificities of tested antibiotic disks were not found statistically significant. In conclusion,
due to the problems in detection of methicillin resistance with phenotypic methods, the use of different
mecA gene-inducing antibiotic disks at the same time, and utilization of molecular methods as reference
method might be suggested, when a discordance is observed between the antibiotic disks.

Key words: Staphylococcus aureus; coagulase negative staphylococci; methicillin; resistance; oxacillin; ce-
foxitin; ceftizoxime; moxalactam;, disk diffusion.

GiRiS
Gunumuzde giderek artan bir 6neme sahip olan stafilokoklarda metisilin direnci,
mecA geni tarafindan kodlanan ve penisilin baglayan protein 2a/2’ (PBP2a/PBP2’) ola-
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rak adlandirilan bir proteinin Uretimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu modifiye olmus
proteinin beta-laktam grubu antibiyotiklere afinitesi diisiik oldugu icin, tim beta-lak-
tam ve beta-laktam tiirevi antibiyotiklere dirence neden olmaktadir'->. Tanimlandigin-
dan bu yana, rutin bakteriyoloji laboratuvarlarinda metisilin direncinin tespiti daima
sorun tegkil etmistir®®. Metisilin direncinin saptanmasi amaciyla; disk difiizyon, E-test,
sivi mikrodillisyon yontemi, oksasilin iceren kati besiyerlerinin kullanildigi tarama test-
leri ve mecA geni veya onun Urlinid olan PBP2a’nin tespit edilmesine dayali cesitli yon-
temler kullanilmaktadir. Yakin zamanda, direkt klinik 6rneklerden metisiline direncli
Staphylococcus aureus (MRSA)’un hizli tespiti icin yeni biyoluminesans saptama tekno-
lojisine dayanan Bact Lite Rapid MRSA ve bunun gelistirilmis versiyonu olan 3M™ Bac-
LiteTM Rapid MRSA yéntemleri de bildirilmistir’-8. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ile mecA geni varliginin tespit edilmesi altin standart yontem olmakla birlikte cogu la-
boratuvarda molekiler yontemlerin calisilabilecegi olanaklar bulunmadigindan, hizh
ve dogru olarak metisiline direncli suslari saptayabilecek, uygulanabilir fenotipik yon-
temlere ihtiyac duyulmaktadir?.

Son yillarda, gerek yapilan calismalarla gerekse “Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI)” tarafindan, sefoksitin diskinin mecA aracili oksasilin direncinin gosteril-
mesinde kullanilabilecedi bildirilmistir'->°"!. Arastiricilar, MRSA suslarinin saptanmasin-
da seftizoksim ve moksalaktam antibiyotiklerinin kullaniimasiyla da iyi sonuglar elde et-
tiklerini bildirmektedirler* 1218,

Bu calismada, cesitli klinik orneklerden izole edilen stafilokok suslarinda PBP2a varligi-
nin gosterilmesi ve metisilin direncinin saptanmasinda oksasilin, sefoksitin, seftizoksim ve
moksalaktam disklerinin performansinin karsilastirlmasi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Nisan 2006-Nisan 2008 tarihleri arasinda SB Diskapi Yildirnm Beyazit Egi-
tim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonde-
rilen cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 125i S.aqureus, 122'si koagilaz-negatif stafilo-
kok (KNS) olmak Uizere toplam 247 stafilokok susu dahil edildi.

Suslarda PBP2a varliginin arastirlmasinda, lateks aglitinasyon (LA) yontemi esasli
PBP2’ test kiti (Oxoid, ingiltere) kullanildi ve yontem retici firmanin dnerileri dogrultu-
sunda calisildi. Oksasilin (1 ug, Bioanalyse, Turkiye), sefoksitin (30 ug, Oxoid, Ingiltere),
seftizoksim (30 pg, Bioanalyse, Tiirkiye) ve moksalaktam (30 pg, Oxoid, ingiltere) anti-
biyotik duyarhhklari CLSI 6nerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk diflizyon yontemiyle
arastirildi ve degerlendirildi'® (Tablo I). Seftizoksim ve moksalaktam icin orta duyarl ola-
rak bulunan degerler direncli grubuna dahil edildi. Kontrol susu olarak S.aureus ATCC
25923 ve S.aureus ATCC 95047 kullanildi.

Calismada test edilen dort antibiyotik diskinin metisilin direncini saptamadaki duyar-
ik, 6zgulltk, pozitif (PPD) ve negatif prediktif degerleri (NPD) hesaplandi. Sonuglar Fis-
her’in kesin ki-kare testi ile karsilastinildi.
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Tablo I. Stafilokoklar icin Onerilen Zon Capi Yorumlama Standartlar*

Zon capt (mm)

Antibiyotikler Suglar Direncli Orta duyarli  Duyarh
Oksasilin (1 pg) S.aureus <10 11-12 >13
S.lugdunensis digindaki KNS'ler <17 - >18
Sefoksitin (30 pg) S.aureus ve S.lugdunensis <21 - >22
S.lugdunensis disindaki KNS'ler <24 - > 25
Seftizoksim (30 pg) <14 15-19 > 20
Moksalaktam (30 pg) <14 15-22 >23

* 19 no’lu kaynaktan alinmistir.

BULGULAR

Stafilokok suslarinin 145 (%58.7)'i yatan, 102 (%41.3)'si poliklinik hastalarina ait ol-
mak lizere yara ve yumusak doku materyali (n= 114), idrar (n= 51), kan (n= 48), solu-
num yolu (n= 30) ve diger (n= 4) klinik orneklerden izole edilmislerdir.

PBP2a LA yontemi ile suslarin 128 (%51.8)’i metisiline duyarl, 119 (%48.2)'u metisi-
line direncli olarak saptanmistir. KNS suslarinin 66 (%54.1)'si ile S.aureus suslarinin 53
(%42.4)’unin metisiline direncli oldugu belirlenmistir. PBP2a pozitif olan 119 sustan
113 (63 KNS, 50 S.aureus)’t oksasilin ve moksalaktam, 110 (60 KNS, 50 S.aureus)’u ise
sefoksitin ve seftizoksime direncli bulunmustur. PBP2a negatif olan 128 sustan 123 (52
KNS, 71 S.aureus)'l oksasilin, 127 (55 KNS, 72 S.aureus)’si sefoksitin ve seftizoksim, 126
(54 KNS, 72 S.aureus)'si ise moksalaktama duyarli olarak saptanmustir.

KNS suslarinin yedisinde sefoksitin zon ¢api 22-24 mm arasinda bulunmus ve bu sus-
lara PYR (pyrrolidonyl arylamidase) testi yapilmistir. S./ugdunensis’in PYR testi pozitif ol-
dugu icin, PYR sonuclari negatif saptanan bu yedi sus S./lugdunensis digindaki KNS‘ler icin
kullanilan direng sinir degerlerine gore degerlendirilerek sefoksitine direncli kabul edil-
mistir?®. Toplam 14 susta antibiyotik duyarlilik sonuglari arasinda uyumsuzluk saptanir-
ken, bes susta da PBP2a testi ile antibiyotik duyarlilik sonuclari arasinda uyumsuzluk sap-
tanmistir (Tablo I1).

Cahismada kullanilan antibiyotik disklerinin, metisilin direncini saptamadaki duyarllik,
0zqullik, PPD ve NPD dederleri Tablo lll'te gorilmektedir. Test edilen antibiyotik diskle-
ri kargilastinldiginda duyarlihk ve 6zgullik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamh
bir fark bulunmamistir.

TARTISMA

Metisiline direncli stafilokoklara bagh olarak gelisen enfeksiyonlarin erken tani ve dog-
ru tedavisi bilylik 6nem tasimaktadir?'22, Stafilokoklarda metisilin direncinin belirlenme-
sinde, PCR ile mecA gen varliginin gosterilmesi altin standart olmasina karsin, bu yonte-
min her laboratuvarda uygulanamamasi nedeniyle, kolay uygulanabilir diger yontemle-
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Tablo II. Test Sonuglari Arasinda Uyumsuzluk Saptanan Stafilokok Suslarina Ait Bulgular (n=19)

izolatlar Sus sayisi PBP2a Oksasilin Sefoksitin  Seftizoksim Moksalaktam

S.aureus 3 + S S S S
1 - R S S S

KNS 2 + S S S S
1 + S R R R
1 + R S S R
1 + R S R S
3 + R R S R
2 + R S R R
1 - R R S R
1 - R S S R
2 - R S S S
1 - S S R S

KNS: Koagiilaz-negatif stafilokoklar, +: Pozitif, -: Negatif, R: Direncli, S: Duyarli.

Tablo lll. Metisilin Direncini Saptamada Oksasilin, Sefoksitin, Seftizoksim ve Moksalaktam Disk Difiizyon
Yéntemlerinin Performanslari

Duyarhlik (%) Ozgiilliik (%) PPD (%) NPD (%)
Antibiyotik KNS  S.aureus KNS S.aureus KNS S.aureus KNS  S.aureus
Oksasilin 95.4 94.3 92.8 98.6 94.0 98.0 94.5 95.9
Sefoksitin 90.9 94.3 98.2 100.0 98.3 100.0 90.1 96.0
Seftizoksim 90.9 94.3 98.2 100.0 98.3 100.0 90.1 96.0
Moksalaktam 95.4 94.3 96.4 100.0 96.9 100.0 94.7 96.0

KNS: Koagiilaz-negatif stafilokoklar, PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deger.

rin duyarlilik ve 6zgiilliikleri ile ilgili arastirmalar dnem kazanmigtir>>¢%11.23_ Yapilan ¢a-
lismalarda, LA yontemi ile PBP2a saptanmasinin, PCR ile mecA tespitinin yerini tutmasa
da, S.aureus ve KNS suslarinda disk diflizyon ile karsilasilan karigikliklar ¢6zmek icin kul-
lanilabilecek oldukgca duyarl ve 6zgiil bir yéntem oldugu belirtiimektedir®10.11.14.17,24-27,
Cesitli arastincilar, LA yonteminin duyarlihgini %100, 6zgulligini ise %96-100 arasin-
da vermekte ve referans yontem olarak kullanilabilecegini ifade etmektedir-
ler3#2:1317.24,25 \felasco ve arkadaslarinin® calismasinda, 102 S.aureus susunda metisilin
direncini tespit etmek icin iki farkli PBP2a aglitinasyon kiti denenmis ve her ikisinin de
duyarliigi %100, 6zgulligl %96, NPD'si %100, PPD’'si %96.2 olarak bulunmustur. Bi-
zim calismamizda da, kolay uygulanabilir ve ekonomik olmasi nedeniyle LA yontemi,
metisilin direncinin saptanmasinda referans yontem olarak kabul edilmistir.
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Zhu ve arkadaslarinin', 178'i S.qureus ve 237'si KNS olan toplam 415 stafilokok izola-
tinda 30 pg sefoksitin (CFX) diski ile 1 pug oksasilin (OX) diskini karsilagtirdigi calismada,
S.aureus’larda OX ve CFX disklerinin duyarliliklar sirasiyla %97.5 ve %96.6, 6zgiillikleri
ise %98.3 ve %94.9 olarak saptanmasina karsin, KNS’lerde OX diskinin duyarlihg
(%83.4) ve 6zgulligl (%76.3) CFX diskine gore distik bulunmustur. Coban ve arkadas-
lari®, 94 Klinik S.aureus izolatinda CFX diski ile OX mikrodiliisyon ve agar tarama yon-
temlerini karsilastirmislar ve CFX disk diflizyon testinin 6zgillik ve duyarlihdini %100
olarak saptamislardir. Calismamizda da S.aureus icin CFX’in metisilin direncini tespit et-
medeki 6zgulltigu, Coban ve arkadaslarinin calismasi ile uyumlu olarak %100 bulunma-
sina karsin, duyarhhgr daha distk (%94.3) saptanmistir.

Wagenvoort ve arkadaslari'?, CFX ve seftizoksim (CZX) disklerinin performansini fark-
I test kosullarinda (%2 NaCl iceren ve icermeyen besiyeri ile 30°C'de ve 37°C’de) de-
gerlendirmisler ve metisiline duyarli S.aureus (MSSA) suslar icin tim kosullarda her iki
antibiyotik diskinin duyarlihginin ayni oldugunu; buna karsin MRSA’larda besiyerine
NaCl eklenmesiyle her iki sicaklikta da CZX diskinin kenarina kadar tremenin inhibe edil-
digini ve boylece CZX disk diflizyon yontemiyle daha iyi sonuclar elde edildigini bildir-
miglerdir. MRSA’larda CFX diski ile 14-22 mm arasi inhibisyon zon caplari izlendigi icin
CFX diski kullanildiginda zon ¢aplarinin dikkatlice dlciilmesi gerektigi, ancak CZX ile zon
capi olusmadigi icin ilk bakista susun metisiline direncli oldugunun anlasilabildigi vurgu-
lanmistir'2, Arastiricilar elde ettikleri sonuclara gore, 30°C’de ve 24 saat siireli inkiibas-
yon kosullarinda CZX diskinin, metisilin direncinin taranmasinda faydali olabilecegini ifa-
de etmisler ve bu konunun daha fazla calisma yapmaya deger oldugunu belirtmisler-
dir'2. MRSA suslarinda CZX diski etrafinda inhibisyon zonunun olusmamasi daha 6nce
Tosaka ve arkadaslari?® tarafindan da bildirilmistir. Bizim calismamizda ise S.aureus’larda
metisilin direncinin saptanmasinda CZX’in diger disklere bir Gstlnligl gozlenmemistir.
On iki KNS susunda CFX ve moksalaktam (MOX) ile zon capi olusurken, OX ve CZX ile
zon capi olusmadigr gozlenmistir. Bes KNS izolatinda da sadece CZX’de zon capi olus-
madigr gorllmis, ancak diger iki arastirmada belirtildigi gibi goze carpan belirgin bir
fark elde edilmemistir.

Join-Lambert ve arkadaslari'3, 192 KNS izolatinda metisilin direncini saptamak ama-
ciyla yuksek ve dustik inokilum kullanarak disk difizyon yontemiyle CFX ve MOX duyar-
hhgini arastirmislar, denenen yontemlerin hepsinin KNS’lerdeki metisilin direncini sapta-
mada benzer performansa sahip oldugunu belirtmislerdir. Buna karsin arastiricilar,
MOX’un heterodirencli suslari PBP2a negatif suslardan ayirmada daha Ustiin oldugu so-
nucuna varmiglar ve kombine olarak CFX-MOX disklerinin kullanilmasini, heterodirencli
izolatlari tanimlamada uygun alternatif bir yéntem olarak énermislerdir'®. Pupin ve ar-
kadaslar'® ise 186 KNS izolati ile yaptiklari caismada, MOX’un mecA pozitif suslarda me-
tisilin direncini saptamada OX ve CFX’e gére daha basarili oldugunu belirtmislerdir'é.

Bizim calismamizda, hem S.aureus hem de KNS suslarinda CFX diskinin 6zgulligu
OX diskinden daha yiiksek olarak saptanmistir (sirasiyla; %100, %98.6 ve %98.2,
%92.8). S.aureus icin CFX ve OX duyarlihgi birbirine esit iken (%94.3), KNS’ler icin OX
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daha duyarli bulunmustur (%90.9, %95.4). Dort antibiyotik diski karsilastirildiginda;
KNS’ler icin en yulksek duyarliiga sahip antibiyotikler OX ve MOX (%95.4) iken, en
yuksek 6zgullige sahip antibiyotikler CFX ve CZX (%98.2) olarak belirlenmistir. S.au-
reus icin ise, dort antibiyotik diskinin de duyarhliklar birbirine esit (%94.3) olarak bu-
lunmus; CFX, CZX ve MOX ile %100 6zgllik elde edilirken, OX ile %98.6 6zgiillik
saptanmistir. TUm stafilokok izolatlar birlikte degerlendirildiginde de; KNS’lerde oldu-
gu gibi en yiksek duyarhlk (%94.9) OX ve MOX ile, en ylksek 6zgillik (%99.2) ise
CFX ve CZX ile elde edilmistir.

Sonug olarak, stafilokoklarda metisilin direncinin fenotipik yontemlerle gésterilmesi,
Ozellikle heterojen metisilin direnci varligi ve bu direncin de cevresel faktorlerden etki-
lenmesi nedeniyle, halen ¢oziime ulastinlamamis bir problemdir. Dolayisiyla, bu konu
aciklik kazanincaya kadar molekiler inceleme yapilamayan laboratuvarlarda, metisilin di-
rencini tespit etmek icin stafilokok suslarinin mecA genini indiikleyen farkl antibiyotik
diskleri ile ayni anda test edilmesi ve uyumsuz sonuclar alinmasi halinde, direncin mole-
kuler yontemlerle referans laboratuvarlarda arastirlmasi uygun olacaktir.
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