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KLINIK ORNEKLERDEN METISILINE DIRENCLI

STAPHYLOCOCCUS AUREUS IZOLASYONU ICIN
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Bu galismanin amaci, klinik &rneklerden 24 saatte metisiline direngli S.aureus
(MRSA) izolasyonuna olanak verecek bir besiyeri gelistirmektir. Bu amagla, 100
srnekten kanli jeloz, EMB jelozu yanisira, 6 ug/ml oksasilin igeren Mueller-Hinton
agar (OMHA) besiyerine ekim yapilmig, 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir.
Besiyerlerinde olusan kolonilerden Gram boyamasi yapilmig ve daha sonra gerekli
goriilen testler (koagiilaz testi, % 6.5 NaCl buyyonunda ireme, safra-eskiilin
reaksiyonu gibi) yapilarak idantifikasyona gidilmigtir. Kiiltiri yapilan 100 drnekten
50’sinde MRSA iiremistir. OMHA besiycrinde iireyen ve S.aureus oldufu tesbit
edilen suslarin metisilin direnci disk difiizyon ybntemi ile dogrulanmigtir.

OMHA besiyeri kanli jeloz ile paralel kullamilarak, 24 saatte MRSA
izolasyonuna olanak veren bir besiyeridir. Ancak bu besiyerinde § aureus dan bagka
mikroorganizmalar da (611 Candida, enterokok, Gram negatif ¢omaklar gibi) firedifi
igin, Gram boyamasi ve koagiilaz testi yapilmadan, OMHA besiyerinde meydana
gelen iiremeler MRSA olarak tamimlanmamalidsr.

SUMMARY

Use of oxacillin-containing Mueller-Hinton agar for isolation of methicillin-
resistant Staphylococeus aureus from clinical samples: Preliminary study results.

The aim of this study was to devise a medium which confers us to isolate MRSA
directly from clinical samples in 24 h. For this purpose oxacillin-containing {6 pg/mi)
Mueller-Hinton agar (OMHA} was used as a primary inoculation mediuwm together
with blood agar (BA) and eosine mecthylene blue agar. 100 specimens were
processed. Inoculated plates were incubated overnight at 37°C. Various colonies
grown on OMHA and on other media were Gram stained, then tests required for
identification such as coagulase test, growth in 6.5 % NaCl broth, bile-escalin
reaction were performed. Of the 100 specimens cultured, 50 yielded MRSA.
Methiciliin-resistance was also confirmed by disk diffusion test.

OMHA can be used for isolation of MRSA from clinical samples if inoculated
together with BA. However without performing Gram stain and coagulase test, all
growth on OMHA should not be identified as MRSA, since various microorganisms
other than MRSA such as Candida, enterococci, Gram-negative bacilli can grow in
this medium.
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Tiirkiye Yiksek [htisas Hasianesi. Sughk Igletmesi. Mikrabiyoleji Laboratuvari, Ankura.

76



GIRIS

Rutinde kullarulan besiyerleri ile, bir klinik drnekten metisiline direngli
Staphylococcus aurens (MRSA) izolasyonu ve identifikasyonu en az 48 saat
siirmektedir (1),

Bu ¢aligmanin amaci, klinik orneklerden 24 saatte MRSA izolasyon ve
tdentifikasyonuna olanak verecek bir besiyeri geligtirmektir. Bu amagla 6 pg/ml
oksasilin igeren Mueller-Hinton agar (OMHA) besiyerini, rutinde kullandigimiz
besiyerlerinin yaminda primer ekim igin kullanarak, 24 saatte klinik &rneklerden
MRSA izolasyon ve identifikasyonu olanagi arastinlmistir. OMHA besiyerini
segmemizin nedeni, daha dnce yaptigimiz bir galigmada bu besiyerinde MRSA’larin
24 saatte Uredigini, metisiline duyarll S.aurens (MSSA)’lann ise hi¢ ilremedigini
saptamig olmamizdir (4),

GEREC VE YONTEM

Eyliif 1994 - Mart 1995 tarihleri arasinda cerrahi kliniklerden gonderilen 70’1 yara
siiriintlisii, 2571 balgam, 51 kateter ucu olmak lizere toplam 100 adet klinik drnck
cahyma kapsamina alimmistir. Ornekler, deneyimlerimize gre MRSA iireme olasilif
yliksek olanfar arasindan secilmigtir.

Yara siirlintlileri ve balgam &rnekleri azaltma yontemi ile, kateter ucu kiiltiirleri
ise Maki yontemi ile (6), kanli agar {(KA), eosine methylene blue (EMB) agar ve
oksasilinli Mueller-Hinton agar (OMHA) besiyerlerine ekilmistir. KA ve EMB agar
gretict firmamn dnerilerine gore (Oxoid), OMHA besiyeri ise yine iiretici firmann
dnerdigi sekilde (Biolifc) hazirlanmig, 6 pg/ml ofacak sekilde oksasilin katilmigtir.
Potensi % 83.51 olan oksasilin M.Nevzat Ilag Firmasi-tarafindan saglanmustrr.

Ekim yapttan plaklar 37°C’de bir gece inkiibe edilmis, bu siire sonunda meydana
gelen degisik kolonilerden Gram boyamasi yapmigtic. Gram boyali preparatiarin
incelenmesi sonucuna gére Gram pozitif koklar icin identifikasyona yonelik olarak
gerckli testler (tiip koagulaz testi, katalaz testi, % 6.5 NaCl buyyonunda iireme,
safra-eskiillin reaksivonu gibi) yapilarak tamya gidibmis, Gram negatif
mikroorganizmalar ise klasik yontemlerle adlandirilostir (2, 3, 5).

OMHA besiyerinde ve KA’da paralel iireme gisteren ve S.aureus olarak
tanimlanan mikroorganizmalarin MRSA olup olmadigy, her iki plaktan ayn ayn olmak
izere, standart disk difiizyon ydntemi ile arastiridmgtir (7).

BULGULAR

Calisma kapsamina alinan 100 klinik 6rnein 507sinden MRSA izole ediimigtir.
Bu 50 6rnekten 48’inde OMHA ve KA’da yoBun iireme olmug, 2’sinde isc sadece
OMHA besiyerinde dreme saptanmistir. OMHA’da iireyen ve S.aurens olarak
tamimlanan mikroorganizmalarn timii rutin antibiyogram sonuglarina gire, metisiline
direngli bulunmugtur.

100 drnekten 10'unda metisiline duyarlh S.awrens (MSSA), 2'sinde ise
metisiline duyarll S.epidermidis (MSSE) izole edilmig, bu mikroorganizmalarin
higbiri OMHA 'da lirememistir.

OMHA besiyerinde MRSA'dan baska Candida sp., enterokok, P.aeruginosa,
E.coli, Klebsiella gibi gesitli mikroorganizmalar da iiremistir. Bir balgam ve bir yara
orneginde OMHA ve KA'da MRSA ve P.aceruginosa kangik olarak tremis,

!



OMHA'da S.qureus sart pigmenti ve koloni morfolojisi ile P.aeruginosa
kolonilerinden kolaylikla ayirdedilebilmistir.

Caligma kapsamma ahnan 100 6rnegin kiiltiir degerlendirme sonuglan tablo 1°de
gosterilmigtir.

‘Tablo 1. 100 kiinik rnefin kiiltiir sonuglan.

Klinik ornek sayiss

Izole edilen Yara siiriintiisii =~ Balgam Kateter ucu Toplam
mikroorganizma

MRSA 40 9 1 50
MSSA g 1 1 10
S.epidermidis 2 - 2
Beta-hem.streptokok 1 - - 1
Enterckok 4 ] - 5
Candida sp. - 5 - 3
E. col 3 1 4
K.pneumoniag - 2 - 2
P.acruginosa 1 l 1 3
Ureme olmayan 11 - 2 13
Patojen etken iiremeyen - 5 - 5
Toplam 70 25 5 100

TARTISMA VE SONUC

MRSA ile kolonize ya da infekte olan hastalarin miimkiin oldugu kadar erken
belirlenmesi hem infeksiyonun kontrolii, hem de hastaya uygun tedavinin baglanmasi
bakumindan son derece onemlidir. Bu gekilde zaman kaybedilmeden hastalarn
izolasyonu ve uygun sekilde tedavisine baglanabilmesi mitmkiin olabilir (1).

Caligmarmizin amact, rutin besiyerleri ile en az 48 saat olan MRSA izolasyon ve
identifikasyon siiresini 24 saate indirebilmek idi. OMHA besiyeri amaca uygun
bulunmustur ve Mart 1995°den bu yana {Agustos 1995) rutin olarak kullanimaktadir.
Bir 6n caligma niteliginde olan bu arastirmada OMHA besiyerini yeterince test
edebilmek igin, MRSA izolasyon olasiligi fazla olan drnekler segilmistir. MRSA
izolasyon orant bu nedenle yiiksektir (% 50). Esasen laboratuvarimizda 1994 yih
MRSA izolasyon oram % 21.2 (228/1074) dir.

Klinik 6rneklerden MRSA suglarinin primer izolasyonu amaciyla Van Enk ve
Thompson (9) oksasilinli mannitel sall agar (OMSA) besiyerini denemigler, 936
srnekten 105’inde mannitol pozitif mikroorganizmalar izole etmigler, bunlarin da
29umu MRSA olarak tanimlamiglardir. Ayni bestyerini kullanan Tungkanat ve ark.
(8’min ¢aligmasinda ise 326 Ornekten 29'unda mannitolii fermente eden
mikroorganizmalar iiremis, bunlardan 15’1 MRSA olarak degerlendirilmigtir. Bu
besiyerinde S.aureus digi mannitol pozitif  (koagiilaz negatil stafilokoklar,
difteroidler ve mayalar) ve mannitol negatif mikroorganizmalarin da firedigi
bildirilmistir (8, 9).
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Tungkanat ve ark. {8), OMSA besiyerinde, mannitol fermentasyonu sonucu
ortaya gikan renk degisikliginin ¢ok net olarak degerlendirilemedigini, mannitol pozitif
oldugu digiiniilen kolonilerden ayrica mannitol salt agara pasaj yapmalan gerektigini,
bunun da siireyl uzattigim belirtmiglerdir. Bizim kullandifimiz OMHA besiyerinde ise
MRSA’lar sar pigmenili koloniler olugturmasi ile diger mikroorganizmalardan
kolayhkla ayirdedilebilmigtir.

Yukanda sozii edilen arastiricilar (8, 9), az sayida MRSA iceren drneklerde ya
da , MRSA'min MSSA veya baska mikroorganizmalarla kangik olarak bulundugu
drneklerde MRSA 'min maskelenchbilecegini, bu nedenle OMSA gibi secici ve aync
bir besiyerinin rutin olarak kullanilmasinin, MRSA izolasyonunda duyarlif
arttirabilecefini 6ne siirmiglerdir.

Laboratuvarimizda MRSA, genellikle belirli kliniklerden génderilen, belirli
orneklerde, ¢ogunlukia saf kiltiir halinde ve yoBun olarak liremektedir. Bu nedenle
kiiltiiriinti yaptsgumiz klinik émeklerde MRS A'min bagka mikroorganizmalar tarafindan
maskelenmesi gibi bir duruma pek rastlanmamaktadir. Ancak bu galisma sirasinda bir
yara érnefinde MRSA ve MSSA’larin karigik bulundugu, droegin OMHA besiyerine
ekilmis olmasi sayesinde saptanabilmistir. Tiim ¢aligma boyunca OMHA ve KA’da
paralel iireyen S.curews’lanmn rutin antibiyogramlar her bir plaktan ayrn ayn olmak
{izere yapiliyordu. $6zii edilen ornekte, OMHA dan yapilan antibiyogram sonucu
MRSA, KA’dan yapilamin sonucu ise MSSA olarak degerlendirildi. KA'dan OMHA
besiyerine yapilan pasajlarla KA'da MRSA ve MSSA’lanin karngik halde bulundugu
saptandi. Bu da, bir klinik drnekte MRSA ve MSSA birlikte bulunuyorsa ve sadece
KA’a ekilmigse, antibiyogram igin secilen 3-4 koloninin metisiline duyarl suglara
rastlanmasi halinde, MRSA izolasyonunun mitmkiin olamayacagini gostermektedir.

Sonug olarak, MRSA’larin klinik @meklerden primer izolasyonu igin rutin
besiyerlerinin yamsira segici ve ayirict bir besiyeri kuHanimast, hem identifikasyon
siiresini kisaltmasi, hem de duyarliligy arttirmas: bakimindan yararlt olacaknr. OMHA
besiyeri her iki amaca da uygun bulunmustur. Yine de rutin antibiyogram yamiarak
metisilin direncinin dogrulanmas: daha giivenli olacaktir.
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