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STAPHYLOCOCCUS AUREUS SUSLARINDA
OKSASILIN DIRENCININ SAPTANMASINDA E-TEST,
MIKRODILUSYON VE DiSK DIFUZYON
YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI
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Sibel SAYGAN, Meral GULTEKIN

GZET

ile karsilagtinldigmda, E-test, mikrodiliisyon ve disk difiizyon testlerinin duyarlihig1 sira-
siyla % 98.5, % 95.5, % 95.5 ve Ozgiltigii % 100, % 99.1, % 93.4 olarak bulunmustyr.

E-test yéntemi basit, glivenilir ve zaman kazandiran bir yontem olmasi ve ayni zaman-
da duyarlilik ve OzgilliFiiniin yitksek olmasi nedeni ile rutin klinik mikrobiyoloji labora-
tuvarlarmda kullantiabilecek bir yOntem olarak deferlendirilmigtir,

SUMMARY

Comparison of E-test. broth microdilution and disk diffusion methods for detection of
oxacillin resistance in Staphylococcus aureus strains.

The aim of this study was to compare E-test, broth microdilution and disk diffusion
methods for detection of oxacillin resistance in Stapylococcus aureus strains, By compari-
son with reference agar screening test, the E-test, broth microdilution, and disk diffusion
tests showed sensitivities of 98.5%, 95.5%, 95.5%, and specificities of 100%, 99.1%,
93.4%, respectively. Because E-test is simple, reliable, and is not time consuming in addi-
tion to having high sensitivity and specificity; we have concluded that it is a useful test for
routine clinical microbiology laboratories,

GIRIS

Son 30 yilda metisiline (oksasitin) direnghi stafilokok infeksiyonlari diinyada Snermli
sorun olmugtur (12). Metisilinin klinik kullanima girmesinden sadece iki yil sonra, 1961
yihnda ilk metisiline divencli Stapylococcus aureus (MRSA) izolat saptanmugtir. Daha
sonra bazi hastanelerde MRSA prevalansinin endemik hale gelmesiyle problemin boyutla-
11 dramatik olarak bilyiimiigtiir (2,3).

MRSA prevalansi iitkeden lilkeye dejisiklik gostermektedir. Prevalansin diisiik oldu-
gu iilkelerde bunun ciddi saghik politikalan ile iligkisi oldugu bilinmektedir. Bu iilkelerde
MRSA tagtyicist hastalar izole edilmekte, tagtyrcilann akiif taramas yapiimakta ve sonun-
da tedavi edilmektedirler. S.aureus suglannda oksasilin direncinin dogru ve izl saptanma-
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s1 bu politikanin bagarisi igin esastir. Bunun diginda MRSA suslaninin dogru ve hizh tamm-
lanmas1, bu mikroorganizma ile infekte hastalarin tedavisinde nygun antibiyotigin se¢ilme-
sinde biiyiik dnem tagimaktadir (12).

Metisiline diren¢ mekanizmalart olduk¢a karmagiktir. Stafilokoklardaki metisilin di-
renci siklikla B-laktam antibiyotiklere ok diisiik afinitesi olan PBP2a aracilifiyla meyda-
na gelir (2).

PBP2a’y1 kedlayan gen olan mecA yalmz direngli bakteri suglarinda bulunur. PBP2a
miktarinin ayni olmasina ragmen direng diizeyinin farkli olabilmesi, metisilin direncinin
fenotipik ekspresyonunda bagka bazi fakttrlerin etkili olabilecegini diigiindliirmiig ve
S.aureus kromozomunda “fem” (factor essential for the expression of methicillin resistan-
ce) olarak isimlendirilen bir grup gen saptanmustir (1,2). Bunlar iginde en Onemlisi
femAB’dir. Bu genin inaktivasyonu MRSA suglarimt metisiline duyarli hale getirmekte-
dir {2).

Diger antibiyotiklere direng genleri MRSA suglannca kolayca kazamimakia ve bu sug-
iar siklikla ¢coklu antibiyotik direnci gostermektedirler (2), Bu nedenle oksasilin direncinin
saptanmasi ayri bir dnem tagumaktadir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda stafilokokla-
rin oksasilin direncinin saptanmasinda; disk difiizyon, mikrodiliisyon, oksasilin agar tara-
ma, BE-test, otomatize duyarlilik testleri, DNA hibridizasyon teknikleri ve polimeraz zincir
reaksiyonu kullamlmaktadir, Oksasilin agar tarama yontemi referans yontem olarak kabul
edilmektedir (5,8,9,11).

Sunulan ¢alismada S.aureus suglarinda oksasilin direncinin saptanmasinda E-test, mik-
rodiliisyon ve disk diflizyon yontemlerinin referans agar tarama ydntemiyle kargilagtirl-
mas1 amaglanmagtir.

GEREC VE YONTEM

Toplam 173 S.aureus klinik izolatr agagida belirtildigi gibi test edilmigtir,

Disk difilzyon testi: 1 ug oksasilin diskleri kullanilarak, National Committee for Cli-
nical Laboratory Standards (NCCLS) &nerileri dogrultusunda yapilmgtar (10).

E-test: E-test (AB Biodisk, Solna, Sweden) tiretici firmanin dnerileri dogrultusunda
% 2 NaCl eklenmis Mueller-Hinton agar plaklarinda yapilmstie. MIC degeri = 4 pg/ml
olan suglar direngli kabul edilmistir.

Oksasilin agar tarama testi: 108 CFU/ml konsantrasyonda hazirlanan inokulum,
6 ug/ml oksasilin ve % 4 NaCl eklenmis Mueller-Hinton agar plaklarina yayilns ve
35°C’de 24 saat inkitbasyondan sonra | < koloni iiremesi oksasilin direnci gostergesi ola-
rak kabul edilmistir (4).

Mikrodiliisyon testi: Besiyer olarak katyon destekli, % 2 NaCl ilave edilmis Mu-
eller-Hinton sivi besiyeri kullanilmigtir. Inokulum 3-5x10% CFU/ml olacak sekilde hazir-
lanmmgtir. Mikrodiltisyon plaklan 35°C’de 24 saat inkiibe edilmigtir. MIC degeri 2 4 pg/ml
olan suglar oksasiline direngli olarak kabul edilmigtir (4),

S.aureus AICC 25923, ATCC 29213 ve ATCC 43300 suslan referans bakteri suslar
olarak kullanilmistir.

BULGULAR

Agar tarama testi ile toplam 173 S.aurens sugunun 67°si oksasiline direngli, 106’s1
oksasiline duyarh bulunmusgtur.
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Agar tarama testi referans test olarak kabul edildiginde E-test, mikrodiliisyon testi ile
disk difiizyon ybntemlerinin duyarlilik, dzgiillik ve tutarlilifs tabloda gosterilmistir.

Tablo. S.aureus suslarmda oksasilin direncinin saptanmasinda kullanilan test yontemlerinin duyarlilik;
ozgilliik ve tutarhlik ylizdeleri.

Test Duyarlilik (%) Ozgiillik (%) Tutarlihik (%)

E-test 98.5 100 99.4

Mikrodiliisyon 955 99.1 97.7

Disk difiizyon 055 93.4 942
TARTISMA

Metisiline direncli ilk stafilokokun izole edildifi giinden beri, stafilokoklarda f3-laktam
antibiyotiklere duyarlilik testleri problem olmugtur. Bunun nedeni stafilokoklarm gogunda
metisiline direncin heterojen olmasidir. Heterorezistan stafilokoklara 6zel sartlar sag-
lanmadan $-laktam antibiyotikler igin duyarlihk testleri yapildifinda, yavas tireyen direng-
li subpoptilasyon gbzden kacar. Heterorezistan stafilokoklarin gergek metisilin duyar-
hiliklarimin ortaya gikarilabilmesi igin duyarlilik testlerinin &zel gartlarda yapilmas: gerek-
lidir (10}.

37°C yerine 30-35°C’de inkilbasyon, besiyerine NaCl eklenmesi, inkiibasyon siiresi-
nin 16-18 saat yerine 24 saate uzatilmas: gibi modifikasyonlarin yapilmast metisilin diren-
cinin fenotipik ekspresyonunu artirmaktadir (10,12).

Caligmamizda referans oksasilin agar tarama ybntémine gore E-test, mikrodiliisyon ve
disk difiizyon yntemlerinin duyarlibklan sirasiyla % 98.5, % 95.5, % 95.5 ve dzgiilliikle-
11 % 100, % 99.1, % 93.4 olarak bulunmustur.

Razlighi ve Derbentli (7) mikrodiliisyon ve agar tarama ydntemlerini duyarlilik ve 6z~
giilliik yonlinden % 100 uyumio bulmuslar, disk difiizyon yémteminin ise bu iki yontemle
kargilagtimldiginda duyarbihfin: % 100, dzgiilligiini % 97.5 olarak belirlemiglerdir.

Siinbiil ve ark. (9) mikrodillisyon ve disk diftizyon yontemlerinin oksasilin agar tara-
ma testine gbre duyarhihk, dzgiilliik ve uyumunu aragtirmuslar; testlerin duyarlilik, dzgflil-
liilk ve uywmunu sirastyla mikrodiléisyon yontemi igin % 95.4, % 93.1, % 94.1, disk diftiz-
yon yontemi icin % 95.3, % 95.2, % 96 olarak bulmuglardsr.

Disk difiizyon yontemi uygolamnu kolay ve ucuz bir test olmasina kargs, agar tarama
testi ile uyumu diigtiktiir.

Mikrodiliisyon yonteminin &zgiilliigll ve agar tarama testi ile wyumu yiiksektir. Ancak,
rutin laboratuvarlar igin uygulanimi giic ve zaman ahici bir yontemdir,

Bizim cabgmamizda referans yontemle en fazla uyum giisteren E-test yontemi,
NCCLS tarafindan da dnerilen bir yontemdir.

E-test Ozgiiltilk ve duyarhiligr yiiksek, uygulanimu kolay ve giivenilir bir yontemdir.
Dezavantaji maliyetinin yiliksek olugndur. Bu nedenle dzellikle klinik mikrobiyoloji labo-
ratuvarlarinda oksasilin direncinin saptammasinda kullamlacak y6ntemin belirlenmesinde
yontemin kolayli1 yaminda maliyeti, laboratuvarda uygulanacak test miktan ve halen uy-
gulanmakta olan yontemden memnuniyet gibi kavramlarin g6z niinde tutulmast gerekir.
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