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OZET

Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA)'a bagl sepsisler gliniimiizde énemli bir morbidite
ve mortaliteye sahiptir. Bu calismada, MRSA'nin kan kiiltliri sonucuna gore daha erken tanimlanmasi
amaciyla, kiltur vasatindan elde edilen ekstraktlarda mec ve nuc genleri gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (Rt-PCR) yontemiyle arastinimistir. Calismaya, 2009-2010 yillarinda BACTEC 9000 MB (BD,
ABD) sisteminde Ureme sinyali saptanan kan kiiltirlerinden Gram boyama yapilan ve stafilokok bakterisi
goriilen 48 6rnek alinmistir. Izolatlarin tanimlanmasi ve antibiyotik duyarliliklari VITEC 2 (bioMerieux,
Fransa) sisteminde yapilmistir. Kiltiir sonuglarina gore 48 stafilokok susundan 15’i metisiline direncli ko-
agiilaz-negatif stafilokok (MRKNS), dordii MRSA, 14’l metisiline duyarli koaglilaz-negatif stafilokok
(MSKNS) ve 15'i metisiline duyarl S.aureus (MSSA) olarak tanimlanmistir. PCR sonuclarina gore ise sus-
larin 17’si MRKNS, sekizi MRSA, 10°’u MSKNS ve 13l MSSA olarak belirlenmistir. Kiilttir ve PCR sonugla-
ri arasinda uyumluluk saptanmamustir. Kiltlir sonuglari referans olarak alindiginda, metisilin direncini be-
lirlemede PCR yonteminin duyarlihg %73, 6zgulligi %62, pozitif prediktif degeri %56 ve negatif pre-
diktif degeri %78 olarak hesaplanmistir. Sonug olarak, Rt-PCR yontemi kiiltiirle karsilastirildiginda, PCR
lehine beklenen olumlu sonug alinamamis ve rutin agidan PCR, uygun bir yontem olarak degerlendiril-
memistir.
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Kan Kiiltiirlerinde Ureyen Stafilokoklarda Metisilin Direncinin
Gercek Zamanl PCR ile Erken Tanisi

ABSTRACT

Bacteremia caused by methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) has a significant morbidity
and mortality. The aim of this study was to evaluate the efficiency of real-time polymerase chain reacti-
on (Rt-PCR) targeting nuc and mec genes in the culture extracts of blood culture systems for the early
diagnosis of MRSA. A total of 48 samples that gave positive growth signal in BACTEC 9000 MB (BD, USA)
and stained as gram-positive cocci, were included in the study. The samples were collected between
2009 and 2010. VITEC 2 (bioMerieux, France) system was used for the identification and antibiotic sus-
ceptibility testing of the isolates. According to the culture results, 15 of the isolates were methicillin-re-
sistant coagulase-negative staphylococci (MRCNS), four were MRSA, 14 were methicillin-susceptible co-
agulase-negative staphylococci (MSCNS) and 15 were methicillin-susceptible S.aureus (MSSA). However,
Rt-PCR yielded 17 MRCNS, eight MRSA, 10 MSCNS and 13 MSSA results. Our findings indicated lack of
concordance between blood culture and PCR technique. When the blood culture results were accepted
as the gold standard for the determination of methicillin resistance, sensitivity, specificity, positive and
negative predictive values of Rt-PCR were found as 73%, 62%, 56% and 78%, respectively. In conclusi-
on, in contrast to the expectations, Rt-PCR was not considered as an appropriate method for the detec-
tion of MRSA in routine diagnosis.
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GIRis

Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA)'a bagli sepsisler glinimiizde 6nemli
morbidite ve yiiksek mortaliteye (%715-30) sahiptir'. Mevcut bakteriyoloji laboratuvari
kosullarinda kan kiltir sistemlerinde etkenin izole edilmesi ve antibiyotik duyarliiginin

bildirilmesi icin yaklasik 24-48 saat gibi bir siire gecmekte, bazen bu siire 72 saate ¢ik-
maktadir?.

Metisilin direnci, mecA geni tarafindan kodlanir ve kromozomaldir. mecA geni S.aure-
us ve tim metisiline direncli koagiilaz-negatif stafilokok (MRKNS) suslarinda bulunmak-
tadir. Bu geni tastyan izolatlar yeni bir penisilin baglayan protein (PBP) yapimi nedeniy-
le tim beta-laktam ajanlara direnclidir. Ancak metisilin direnci, cevre kosullarindan etki-
lenmesi nedeniyle her zaman rutin testlerle saptanamamakta ve dolayisiyla metisiline di-
rencli bir stafilokok, duyarli olarak tanimlanabilmektedir®*. Bu nedenle polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR), stafilokoklarda metisilin direncinin belirlenmesinde duyarlilik ve 6zguil-
GGl yiiksek bir ydntemdir?.

Bu calismada amac, kan kultiiru siselerinde tireme sinyali alindiginda besiyerinden ya-
pilan boyamalarda gram-pozitif kok varliginda, kan kiltir vasatindan elde edilen ekst-
raktlarda mec ve nuc genlerinin PCR yontemi ile arastiriimasiyla metisiline direncli stafi-
lokoklarin kiiltiir sonucuna goére daha erken tanimlanmasi; boylece bu bakterilere bagl
bakteremili hastalara uygun tedavinin daha erken baglanmasini saglamaktir.

GEREC ve YONTEM

Calismada, rutin islemlerle tanimlanan stafilokok suslariyla, Greme sinyalinden sonra
kdltur sonuclan ¢cikmadan, kiltir vasatindan elde edilen ekstraktlarda gercek zamanli
PCR (Rt-PCR) yontemi ile mec ve nuc genleri arastirildi. Cahismaya, 2009-2010 yillarinda
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tip fakiltesi hastanesi merkez laboratuvarinda, BACTEC 9000 MB (Becton Dickinson,
ABD) otomasyon sisteminde Ureme sinyali saptanan kan kultlrlerinden Gram boyama
yapilmis ve stafilokok bakterisi gériilen 48 drnek alindi. izolatlarin tanimlanmasi ve anti-
biyotik duyarlliklari VITEC 2 (bioMerieux, Fransa) sisteminde gerceklestirildi. Ureme sin-
yali saptanan ornekler, -20°C’de calisma suresine kadar saklandi. Her hastanin sadece bir
klinik 6rnegine ait izolat degerlendirmeye alindi.

Kan kultir vasati ve kltir plaklarindan bakteriyel DNA, ticari bir kit (QlAamp DNA
mini kit, QIAGEN, Almanya) ile uretici firmanin 6nerisi dogrultusunda izole edildi. DNA
ornekleri calisma glintine kadar -20°C’de saklandi.

Rt-PCR yonteminde; 16S rRNA, mecA ve nuc genlerine 6zgil F (forward) ve R (rever-
se) primerler [S.aureus icin 16S-F (5-AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG-3’) ve 16S-R (5'-
GGA CTA CCA GGG TAT CTA AT-3'); MRSA icin mecA-F (5’AAA ATC GAT GGT AAA GGT
TGG C-3") ve mecA-R (5’-AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C-3’); MSSA icin nuc-F (5'-
GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT-3') ve nuc-R (5-AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA
AGC-39] kullanildi. Primer ciftleri (her biri 0.5 mM), SYBR green supermix (BioRad Labo-
ratuvarlari, ABD) ve elde edilen bakteri DNA'si ile calisma reaksiyonu hazirlandi; 94°C’de
2 dakika, 30 siklus (94°C’de 1 saniye, 55°C’de 15 saniye) ve 72°C’de 10 dakika final uza-
ma olacak sekilde PCR uygulandi'?>®, Etken, Rt- PCR ile mec ve nuc genleri pozitif ise
MRSA, nuc negatif ve mec pozitif ise MRKNS, nuc pozitif ve mec negatif ise metisiline du-
yarlt S.aureus (MSSA), nuc ve mec negatif ise metisiline duyarl koagtilaz-negatif stafilo-
kok (MSKNS) oldugu kabul edildi.

istatistiksel degerlendirmede SPSS 13.0 (IBM, Somers, ABD) programi kullanildi. PCR
sonuclarinin duyarlilik, 6zgullik, pozitif ve negatif prediktif degerlerinin hesaplanmasin-
da; duyarlilik: gercek pozitif/gercek pozitif + yanlis negatif, 6zgillik: gercek negatif/ger-
cek negatif + yanlis pozitif, pozitif prediktif de§eri: gercek pozitif/gercek pozitif + yanlig
pozitif, negatif prediktif degeri: gercek negatif/gercek negatif + yanlig negatif formiilleri
kullanildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 48 stafilokok susunun kultir Gremelerine ve PCR sonuglarina gore
dederlendirme verileri Tablo I'de goriilmektedir. Kiltlr ve PCR sonuglari arasinda uyum-

Tablo I. Ktiltiir ve PCR ile Tanimlanan Metisiline Direngli ve Duyarli Stafilokoklarin Dagilimi

Sus Kiiltir (n) PCR (n)
Metisiline direncli koagtilaz-negatif stafilokok (MRKNS) 15 17
Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) 4 8
Metisiline duyarli koagtilaz-negatif stafilokok (MSKNS) 14 10
Metisiline duyarl Staphylococcus aureus (MSSA) 15 13
Toplam 48 48

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.
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luluk saptanmamugtir. Kiltir sonuclar referans olarak alindiginda, metisilin direncini be-
lirlemede PCR yonteminin duyarhligi %73, 6zgllligu %62, pozitif prediktif degeri %56
ve negatif 6ngori degeri %78 olarak hesaplanmugtir.

TARTISMA

Guniimuzde klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda metisilin direncinin dogrulanmasi
ya da kan kulturlerinden MRSA saptanmasi icin PCR testleri rutin olarak kullanilabilmek-
tedir. Bunlar genellikle PBP-2a’y1 kodlayan mecA ile S.aureus’a 6zgl bir baska geni
(nuc, coa) saptayan PCR testleridir’. Son yillarda yapilan calismalarda, kan kiiltiirlerin-
den direkt MRSA tanimlama amach cesitli molekiiler test teknikleri de bildirilmektedir'®-
12, Bu tani testleri, hizl sonug vermesiyle antibiyotik tedavisine erken baslamada, gerek-
siz antibiyotik kullanimin oranini azaltmada ve hastanede yatis suresini kisaltmada avan-
taj saglarken, test maliyetlerinin geleneksel kiltiir yontemlerine gore yiiksek olmasi, de-
neyimli personel ve Ust seviyede donanim gerektirmesi nedeniyle dezavantajli bulun-
maktadir'>13,

Kan kultirlerinde treyen stafilokoklarda metisilin direncinin PCR ile tanisinda, test or-
negindeki inhibitorler 5nemli bir sorun olabilir®'%16, Heparin, hem, 16kosit DNA's, lak-
toferrin, 1IgG ve hedef olmayan DNA gibi unsurlar kan érneklerinde bulunabilen PCR in-
hibitérleridir'”. Klinik érneklerde bulunabilen PCR inhibitérleri, yalanci negatif sonucla-
ra, test maliyetinde artislara ve sonuglarin gecikmesine neden olabilmekte, dolayisiyla in-
hibitorlerin giderilmesi gerekmektedir'®. Kan érneklerinde inhibitér unsurlar gidermede
kullanilabilecek, calisma stresi ve birim maliyeti yontinden farkliliklar gosteren cesitli tek-
nikler bulunmaktadir. Bu amacla silika absorpsiyonu, afinite purifikasyonu, iyon degisim
kromatografisi, jel filtrasyonu, manyetik cam partikil izolasyonu, dielektroforez, fenol-
kloroform teknigi ve manyetik partikil teknolojisi farkli hasta 6rnegi akisi olan laboratu-
varlar icin 6rnek olarak verilebilir'®. Calismamizda kan kiiltiir drneklerinde bulunabilecek
olan PCR inhibitorlerinin etkisi 6znel kosullar nedeniyle denetlenememistir. Ancak bu un-
surun bagka calismalarla arastiriimasi gerektigi onerilebilir.

Bu calismanin sonucunda Rt-PCR yontemi kltirle karsilastirildiginda, PCR lehine bek-
lenen olumlu sonug¢ alinamamistir. Bunun nedenleri; PCR inhibitorleri, bakteri sayisinin
az olmasi, ekonomik nedenlerle test performans analizlerinin yapilamamasi gibi faktor-
ler olabilir. Ayrica, kultir maliyetine PCR yonteminin masrafinin eklenmesi, gece alinan
sinyallerde PCR yapmanin imkansizhig, tek tek calismanin (kontroller nedeniyle) maliye-
ti artirmasi nedeniyle rutin agcidan PCR, uygun bir yontem olarak degerlendirilmemistir.
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