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OZET

Stafilokoklarda metisilin direnci mecA geni tarafindan kodlanmakta, ancak mecA geninin heterojen
ekspresyonu nedeniyle, metisilin direncinin dogru olarak belirlenmesi her zaman mimkin olamamakta-
dir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile mecA geninin saptanmasi altin standart yontem olmakla birlik-
te, cogu laboratuvarda molekiler yontemlerin calisilabilecedi olanaklar bulunmadigindan, metisiline di-
rencli suslari hizli ve dogru olarak saptayabilecek, kolay uygulanabilir fenotipik yontemlere ihtiya¢ duyul-
maktadir. Bu calismada, stafilokoklarda metisilin direncinin belirlenmesinde, mecA gen analizi cift primer-
li jel tabanli multipleks PCR (Seeplex, Seegene Inc, Kore), sefoksitin disk difiizyon testi (30 pug, Oxoid, in-
giltere), otomatize sistem (Phoenix 100, Becton Dickinson, ABD) ve kromojenik CHROMagar MRSA be-
siyerlerinin (CHROMagar Microbiology, Salubris, Tiirkiye) performanslarinin karsilastirilmasi amaclanmig-
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tir. Calismaya, hastanede yatan hastalarin yara yeri 6rneklerinden izole edilen 98 Staphylococcus aureus
susu alinmustir. PCR ile 60 izolatin mecA geni tasidigi belirlenmis; izolatlarin 59’unda sefoksitin disk diftiz-
yon (SDD) testiyle, 61’inde otomatize sistemle ve 65’'inde CHROMagar MRSA besiyeri ile metisilin diren-
ci tanimlanmigtir. PCR ile mecA geni tespiti referans yontem olarak alindiginda, metisilin direncini sapta-
mada kullanilan testlerin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif prediktif degeri SDD testi icin sirasiyla
%98.3, %100, %100 ve %97.4; otomatize sistem icin sirasiyla %100, %97.4, %98.4 ve %100; CHRO-
Magar MRSA besiyeri icin %96.7, %81.6, %89.2 ve %93.9 olarak bulunmustur. En yiiksek duyarllik ve
negatif prediktif deger otomatize sistemde, en yiiksek 6zglilliik ve pozitif prediktif deger SDD testinde el-
de edilmistir. Kromojenik besiyerinin duyarligi 48 saat sonunda SDD testine yakin bulunmasina ragmen,
0zgulligu her iki inklibasyon siiresi sonunda diger testlerden daha disiik bulunmustur. Kromojenik be-
siyerinin pozitif ve negatif prediktif degerleri de diger testlere gére daha dustiktir. Molekdler inceleme
yapilamayan laboratuvarlarda, metisilin direncinin saptanmasinda stafilokok suslarinin mecA genini daha
iyi indiikledigi bilinen sefoksitin disk diflizyon testi veya is ylikii yogun olan laboratuvarlarda otomatize
sistemle minimum inhibisyon konsantrasyonun (MIK) belirflenmesi giivenilir bir yontem olarak kullanila-
bilir. Sonug olarak, kromojenik besiyerlerinin is yiikiiniin yogun ve personel sayisinin yetersiz oldugu la-
boratuvar kosullarinda, 6zellikle tarama amacl kullanilabilecegdi; ancak 6zgilliginin disiik olmasi nede-
niyle, yalanci pozitiflik olasiiina karsi pozitif saptanan suslarin disk diflizyon ya da mikrodiliisyon gibi di-
ger yontemlerle dogrulanmasi gerektigi kanisina varilmistir.

Anahtar sozciikler: Staphylococcus aureus; metisilin direnci; mecA; PCR; sefoksitin disk difiizyon; otoma-
tize sistem; kromojenik agar.

ABSTRACT

The mecA gene is responsible for the development of methicillin resistance in staphylococci howe-
ver accurate detection of methicillin resistance is not feasible evermore because of heterogenous exp-
ression of mecA gene. Although mecA gene determination by polymerase chain reaction (PCR) is con-
sidered 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 aimed to compare the performance of mecA gene analysis by gel bases mul-
tiplex PCR with dual primer (Seeplex, Seegene Inc, Korea), cefoxitin disc diffusion method (30 pug, Oxo-
id, UK), automated system (Phoenix 100, Becton Dickinson, USA) and chromogenic medium CHRO-
Magar MRSA (CHROMagar Microbiology, Salubris, Turkey) for the detection of methicillin resistance in
staphylococci. It was found that 60 of the 98 Staphylococcus aureus strains carried the mecA gene. Met-
hicillin resistance was observed by cefoxitin disc diffusion test in 59 isolates, by automated system in
61 isolates, and by CHROMagar MRSA in 65 isolates. When mecA gene analysis was considered as the
reference method, the sensitivity, specificity, positive and negative predictive values of the tests that
were used for the detection of methicillin resistance were found as 98.3%, 100%, 100% and 97.4%
for cefoxitin disc diffusion (CDD) method; 100%, 97.4%, 98.4% and 100% for automated system;
96.7%, 81.6%, 89.2% and 93.9% for chromogenic medium CHROMagar MRSA, respectively. The hig-
hest sensitivity and negative predictive values were obtained by the automated system, and the hig-
hest specificity and positive predictive values were obtained by the CDD test. Although the sensitivity
of chromogenic medium was found to be similar with the CDD test at the end of 48 hours, the speci-
ficity of chromogenic medium was lower than the other tests at the end of each incubation period. Li-
kewise, positive and negative predictive values of the chromogenic medium were determined low com-
pared to other tests. In laboratories that cannot perform molecular analysis, the determination of met-
hicillin resistance should be done by the CDD test which is known to be a better inducer of the mecA
gene expression of staphylococci. Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) with au-
tomated systems can be the second choice especially in laboratories with intensive work loads. As a re-
sult chromogenic media can be particularly used for screening in laboratories that have a heavy work-
load and insufficient personnel number. However, due to its low specificity and the possibility of false
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positive results, it was recommended that positive strains should be confirmed by other methods such
as disc diffusion or microdilution.

Key words: Staphylococcus aureus; methicillin resistance; mecA; PCR; cefoxitin disc diffusion; chromoge-
nic media.

GiRis

Gundmiizde giderek artan bir 5neme sahip olan stafilokoklardaki metisilin direnci, mecA
geni tarafindan kodlanan ve penisilin baglayan protein 2a/2’ (PBP2a/PBP2’) olarak adlandi-
rilan bir proteinin Uretimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu modifiye olmus proteinin beta-lak-
tam grubu antibiyotiklere afinitesi diistik oldugu icin, tiim beta-laktam ve beta-laktam tiire-
vi antibiyotiklere karsi dirence neden olmaktadir'-2. Tanimlandigindan bu yana, rutin bakte-
riyoloji laboratuvarlarinda metisilin direncinin saptanmasi sorun olusturmaktadir?>.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile mecA geni varliginin saptanmasi altin standart
yontem olmakla birlikte, cogu laboratuvarda molekdiler yontemlerin calisilabilecegi ola-
naklar bulunmadigindan, hizli ve dogru olarak metisiline direncli suslari saptayabilecek,
kolay uygulanabilir fenotipik yéntemlere ihtiyac duyulmaktadir?. Son yillarda, gerek ya-
pilan calismalarda®>¢ gerekse CLSI* tarafindan, sefoksitin diskinin mecA aracili oksasilin
direncinin gosterilmesinde kullanilabilecegi bildirilmistir. Metisilin direncinin saptanma-
sinda kullaniimak tzere cesitli ticari kromojenik besiyerleri gelistirilmistir. Kromojenik be-
siyerleri hedef mikroorganizmanin enzimlerinin kromojenik substratlarini iceren, mikro-
organizmanin bu substrati kullanmasi ile renkli koloniler olusturmasini saglayan besiyer-
leridir. Yapilan calismalarda kromojenik besiyerlerinin konvansiyonel besiyerlerine gore
etken patojenleri daha kisa siirede saptama ve karisik kiltiirlerden ayirmada daha etkili
oldugu gésterilmistir’. Kromojenik substrat iceren besiyerlerinin maliyeti daha fazla ol-
masina karsin, tanimlama icin ek test gereksinimini azaltmakta, zamandan tasarruf sag-
lamaktadir. Bu faktorler nedeniyle kromojenik besiyerlerinin klinik mikrobiyoloji labora-
tuvarlarinda kullanimi giderek yayginlagmaktadir’.

Bu calismada, cesitli klinik 6rneklerden izole edilen stafilokok suglarinda metisilin di-
rencinin saptanmasinda mecA geni varliginin gosterilmesiyle sefoksitin disk diflizyon tes-
ti, otomatize sistem ve kromojenik besiyerlerinin karsilastirilmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Ekim 2011-Subat 2012 tarihleri arasinda klinik mikrobiyoloji laboratuvarin-
da, yatan hastalarin yara yeri orneklerinden izole edilen 98 Staphylococcus aureus susu
dahil edildi. Bakteri tanimlamasi icin koloni morfolojisi, Gram boyama, katalaz testi,
mannitol testi, DNaz ve koagiilaz testleri uygulandi. Metisilin direncini belirlemek icin;
sefoksitin disk diflizyon testi, otomatize sistem (Phoenix 100, Becton Dickinson, ABD),
kromojenik CHROMagar MRSA (CHROMagar Microbiology, Salubris, Turkiye) besiyerin-
de Gireme ve mecA geni tayini icin de multipleks PCR kullanildi. Sefoksitin disk diflizyon
testi (30 pg, Oxoid, ingiltere), CLSI 6nerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk difiizyon
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yontemiyle calisildi®. Suslarda metisilin direncinin saptanmasinda altin standart olarak
kabul edilen mecA geni varhg cift primerli jel tabanli multipleks PCR (Seeplex, Seegene
Inc, Kore) yontemiyle Uretici firmanin onerileri dogrultusunda caligildi. Tim suslar kro-
mojenik CHROMagar MRSA besiyerine ekildi ve plaklar 35°C’de aerobik ortamda inku-
be edildi. Sonuclar yirmi dort ve kirk sekiz saat sonunda uretici firmanin onerileri dog-
rultusunda degerlendirildi. Yirmi dort saatte pembe-kirmizi koloni olugturan suslar meti-
siline direncli S.aureus (MRSA) olarak tanimlandi. Yirmi dort saatte Greme olmayan plak-
larin inkiibasyonlari Kirk sekiz saate uzatildi. Kirk sekiz saatin sonunda plaklarda renksiz
koloni olusmasi veya ireme olmamasi metisiline duyarli S.aureus (MSSA) olarak deger-
lendirildi. Standart sug olarak MRSA icin ATCC 43300 ve MSSA icin ATCC 25923 suslari
kullanildi.

Calismada kullanilan yontemlerin metisilin direncini saptamadaki duyarhhk, 6zgullik,
pozitif prediktif deger (PPD) ve negatif prediktif degerleri (NPD) hesaplandi.

BULGULAR

Multipleks PCR yontemiyle, calismaya alinan 98 S.aureus susundan 60inin mecA ge-
ni tasidigr saptanmistir. PCR ile mecA pozitif saptanan izolatlarin timiinde (n= 60) oto-
matize sistemle, 59’unda ise sefoksitin disk diflizyon testiyle metisilin direnci tanimlanir-
ken; kromojenik besiyerinde 24 saatte 55 sus, 48 saatte ise 58 sus metisiline direncli ola-
rak tespit edilmistir. PCR ile mecA geni negatif bulunan 38 susun birinde otomatize sis-
temle, 11’inde (24 saatte dort sus, 48 saatte yedi sus) ise kromojenik besiyerinde meti-
silin direnci saptanmig; sefoksitin disk diflizyon testiyle yalanci pozitiflik izlenmemistir
(Tablo I).

PCR ile mecA geni tespiti altin standart olarak kabul edildiginde, calismamizda kulla-
nilan testlerin metisilin direncini saptamadaki duyarlilik, 6zgillik, PPD ve NPD degerle-
ri Tablo 1l'de gosterilmistir. Buna gore en yiiksek duyarlilik ve NPD otomatize sistem ile,
en yuksek 6zgiillik ve PPD sefoksitin disk diflizyon testi ile elde edilmistir. Kromojenik
besiyerinin duyarliliyi 48 saat sonunda sefoksitin disk diflizyon testine yakin bulunmasi-
na ragmen, 6zgulligi her iki inkiibasyon siiresi sonunda diger testlerden daha dusiik
bulunmustur. Ayni sekilde kromojenik besiyerinin pozitif ve negatif prediktif degerleri di-
ger testlere gore disuk saptanmistir.

Tablo I. S.aureus Suslarinda mecA Geni Varligina Gére Kullanilan Yéntemlerin Sonuglari

PCR
mecA Pozitif (n= 60) mecA Negatif (n=38)
Yontemler MRSA MSSA MRSA MSSA
Sefoksitin disk diflizyon testi 59 1 0 38
Otomatize sistem 60 0 1 37
Kromojenik besiyeri 24 saat 55 5 4 34
Kromojenik besiyeri 48 saat 58 2 7 31
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Tablo II. mecA Geni Varli Altin Standart Olarak Alindiginda Yéntemlerin Duyarliik, Ozgiilliik, Pozitif ve
Negatif Prediktif Degerleri (%)

Yontemler Duyarlihk Ozgiilliik PPD NPD
Sefoksitin disk diflizyon testi 98.3 100 100 97.4
Otomatize sistem 100 97.4 98.4 100
Kromojenik besiyeri 24 saat 91.7 89.5 93.2 87.2
Kromojenik besiyeri 48 saat 96.7 81.6 89.2 93.9

PPD: Pozitif prediktif deger; NPD: Negatif prediktif deger.

TARTISMA

Metisilin direncinin belirlenmesindeki hatalar ciddi klinik sorunlara neden olabilir. Ya-
lanci duyarl sonuclar tedavide yetersizlige ve MRSA suslarinin yayllmasina, yalanci di-
rencli sonuclar ise glikopeptidlerin asirn kullanimina ve gereksiz izolasyon tedbirlerinin
alinmasina yol acmaktadir®. S.aureus suslarinda metisilin direncinin tanimlanmasi ve
dogrulanmasi icin birden fazla yontem bulunmakla birlikte konvansiyonel yontemlerle
sonug verme siiresi 2-4 giin arasinda degismektedir’. Direncin belirlemesinde altin stan-
dart, mecA geninin PCR ile gosterilmesidir; ancak 6zel laboratuvar ortami gerektirmesi
nedeniyle rutin laboratuvarlarda kullanimi uygun degildir®'°. mecA geninin saptanmasi-
nin her laboratuvarda uygulanamamasi nedeniyle, kolay uygulanabilir diger yontemle-
rin duyarlilik ve 6zgdilliikleri ile ilgili arastirmalar 6nem kazanmustir>>°, MRSA tespitinde
kullanilan cesitli yontemlerin karsilastinldigi Glkemizdeki calismalarda, sefoksitin disk di-
fuzyon (SDD) testinin duyarliigi %98-100, 6zgulligu ise %99-100 oranlari arasinda sap-
tanmistir®®. Boubaker ve arkadaslarinin'! calismasinda, MRSA tespitinde SDD testinin
6zgilligiu %100, duyarlihigi %96.5 olarak bildirilmistir. Ozel ve arkadaglari? disk difiiz-
yon yontemiyle metisilin direncini arastirdiklar calismada, S.aureus icin sefoksitin diski-
nin duyarllk, 6zgiillik, PPD ve NPD degerlerini sirasiyla %94.3, %100, %100 ve %96
olarak bulmuslardir. Benzer sekilde calismamizda da SDD testinin duyarliligi %98.3 ve
0zgllligl %100 olarak saptanmistir.

Metisilin direncinin belirlenmesinde otomatize sistemler de kullaniimaktadir. Roisin ve
arkadaslari'?, SDD testinin duyarlilik ve 6zgilligini tim MRSA izolatlarinda sirasiyla
%98.7 ve %100, otomatize sistemin ise sirasiyla %97.5 ve %100 olarak rapor etmistir.
Baska bir calismada® duyarlilik ve 6zgiilliik sirasiyla otomatize ydntemde %94 ve %7100,
SDD testinde ise her ikisi de %100 olarak bulunmustur. Biyokimyasal olarak atipik olan
fakat PCR analizi ve antibiyotik duyarlliklari acisindan MRSA olarak adlandirilan suslarla
yapilan bir calismada ise, Phoenix (Becton Dickinson, ABD) otomatize sisteminin MRSA
tanimlanmasinda kullanilabilecegi sonucuna varilmistir'®. Es zamanli olarak otomatize iki
sistemin metisilin direncini saptamadaki performanslarinin degerlendirildigi bir calisma-
da, Phoenix otomatize sisteminin duyarliliyi %99.8 ve 6zgullugi %100 bulunmus; Vitek
(bioMerieux Vitek, Mo.) sistemiyle birlikte her iki otomatize sistemin de klinik 6rnekler-
den MRSA tanimlanmasinda giivenilir oldugu sonucuna varilmistir'*. Ulkemizde mecA
pozitif ve negatif suglarin incelendigi bir calismada, Vitek otomatize sisteminin MRSA
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saptanmasinda duyarlilik ve ézgiilliikleri sirasiyla %80 ve %100 olarak bildirilmistir'>. Bi-
zim calismamizda da, otomatize sistemin (Phoenix, BD, ABD) duyarlihgi %100, 6zgulli-
gi %97.4 olarak saptanmistir.

Gunimuzde, MRSA suslarinin hizli bir sekilde tanimlanmasi amaciyla gelistirilmis cok
sayida ticari besiyeri ve tanimlama kitleri yaygin olarak kullanilmaktadir'®. Kromojenik
besiyerleri S.aureus’'un hem tanimlanmasinda hem de metisilin direncinin belirlenmesin-
de kullanilan pratik, goreceli olarak hizli, duyarlilik ve 6zgiilliikleri kabul edilebilir yon-
temlerdir. Bu besiyerleri MRSA tanimlamasini direkt olarak yapabildiginden ek testlere
olan ihtiyaci azaltmakta, zaman ve maliyet acisindan énemli avantajlar saglamaktadir’.
Lagace-Wiens ve arkadaslar® MRSA taranmasinda secici kromojenik besiyerlerinin is yo-
gunlugunu toplamda %63.7, her bir 6rnek icin ise %12.6 oraninda azalttigini belirlemis-
ler ve MRSA pozitif 6rnekler icin raporlama siiresinin ortalama 1.33 glin, MRSA negatif
érnekler icin ise 1.97 giin oldugunu bildirmislerdir'®. Cesitli kromojenik besiyerlerinin
degerlendirildigi bir caismada, CHROMagar MRSA besiyerinin 24 ve 48 saatlik inklbas-
yon sturelerinde MRSA izolatlarini belirleme duyarliliklari sirasiyla %59 ve %99.3, 6zgiil-
likleri %72 ve %92.1 olarak saptanmistir'®. Van Hal ve arkadaslarinin'’, siiriintii 6rnek-
lerinden MRSA saptanmasinda molekdiler yontemler ve secici agarlari kargilastirdiklari ¢a-
ismalarinda, CHROMagar MRSA besiyerinin duyarlilik, 6zgdilliikk, PPD ve NPD degerleri
sirasiyla 24. saatte %63, %99, %98, %81; 48. saatte %71, %67, %56 ve %79 olarak
bulunmustur. Uzamis inkibasyon suresi, secici agarlarda yanlis pozitif sonuglara neden
olmaktadir. Diederen ve arkadaslan'® CHROMagar MRSA besiyerinin duyarliligini
%95.4, 6zgiilligiini %100 olarak bildirirken; Malhotra-Kumar ve arkadaslari'® bu besi-
yerinin duyarhlik, 6zgillik, PPD ve NPD degerlerini sirasiyla %81.9, %99.1, %83 ve
%93 olarak saptamislardir. Cesur ve arkadaslari'® CHROMagar MRSA besiyeri icin duyar-
ik, 6zgillik, PPD ve NPD degerlerini 48 saat sonunda sirasiyla %95.5, %37.6, %35.7
ve %96.1 olarak belirlemislerdir. PCR ile mecA geni tespitinin referans yontem olarak
alindigr bazi cahismalarda da, CHROMagar MRSA besiyerinin duyarliik ve 6zgulligu
%82.9-87.7 ve %99.1-100 oranlari arasinda saptanmistir?>-22, Ayrica, son yillarda tanim-
lanan yeni bir mec gen kompleksinin mecA geni ile %60-70 benzerlik gostermesi ve me-
cA PCR yontemi ile saptanamamasi nedeniyle, bu yeni homolog genin saptanmasi icin
ek tani yontemlerine gereksinim duyulacagr bildirilmektedir?3.

Stafilokoklarda metisilin direncinin fenotipik yontemlerle gosterilmesi, ozellikle hete-
rojen metisilin direnci varligi ve bu direncin de cevresel faktorlerden etkilenmesi nede-
niyle, direncin saptanmasinda CLSI’nin onerilerine 6nemle uyulmasini gerektirmektedir.
Molekiiler inceleme yapilamayan laboratuvarlarda metisilin direncinin saptanmasinda,
stafilokok suglarinin mecA genini daha iyi indukledigi bilinen SDD testi veya daha yogun
calisilan yerlerde otomatize sistemle minimum inhibisyon konsantrasyonun (MIK) belir-
lenmesi glvenilir bir yontem olarak kullanilmaldir. Sonug olarak, kromojenik besiyerleri-
nin is yukindn yogun ve personel sayisinin yetersiz oldugu laboratuvar kosullarinda 6zel-
likle tarama amach kullanilabilecegi; ancak 6zgulliginin disiik olmasi nedeniyle, yalan-
a pozitiflik olasiligina karsi pozitif saptanan suglarin diger yontemlerle (disk diftizyon,
mikrodillisyon) dogrulanmasi gerektigi kanisina varilmistir.
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