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SAPTANMASINDA DiSK DIFUZYON, OKSASILIN AGAR TARAMA,
MIKRODILUSYON VE PBP2a LATEKS AGLUTINASYON TESTLERININ
KARSILASTIRILMASI
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OZET

Hastane ve toplum kokenli metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) infeksiyonlar: diinyada yaygindir.
Metisilin direncinin dogru olarak belirlenmesi uygun antimikrobik ilacin kullanimuni saglamak icin gereklidir. Metisiline
direncin heterojen olmas: nedeniyle fenotipik yontemler ile tespitinde problemler olabilmektedir. Bu calismada MRSA tespitin-
de kullanmilan gesitli testlerin duyarlilik ve ozgiilliiklerinin kargilastirilmas: amaglanmgtir.

Caligmaya 117 S.aureus susu alinmig, suglarin metisilin direncini belirlemek icin oksasilin (1 ug) ve sefoksitin (30 ug)
disk difiizyon testi, oksasilin agar tarama, PBP2a lateks agliitinasyon, manuel oksasilin mikrodiliisyon ve otomatize sistem
sefoksitin mikrodiliisyon testi uygulanmistir. MRSA tanisinda mikrodiliisyon testleri referans olarak alinnustir. Oksasilin disk
difiizyon, sefoksitin disk difiizyon, oksasilin agar tarama ve PBP2a lateks agliitinasyon testlerinin duyarliliklar: % 100 ve
ozgiilliikleri strastyla % 100, % 100, % 100 ve % 97 olarak bulunmustur.

Anahtar sozciikler: disk difiizyon, metisilin direnci, Staphylococcus aureus
SUMMARY

Comparison of Disk Diffusion, Oxacillin Agar Screening, Microdilution and PBP2a Latex Agglutination Tests
for Detection of Methicillin Resistance in Staphylococcus aureus

Hospital and community acquired MRSA infections are common worldwide. Detection of methicillin resistance is
essential for the use of appropriate antibiotics. The detection of methicillin resistance is complicated by the fact that its phe-
notypic expression in many strains is heterogeneous. We aimed to compare the sensitivity and specificity of several tests in
detection of meticillin resistance.

In this study, 117 S.aureus strains were tested. Methicillin resistance was evaluated by oxacillin (1 pg) disk diffusion
test, cefoxitin (30 ug) disk diffusion test, oxacillin agar screening, manual oxacillin microdilution, automated cefoxitin micro-
dilution and PBP2a latex agglutination tests. Microdilution tests were taken as reference on MRSA diagnosis. The sensitivi-
ties of oxacillin disk diffusion, cefoxitin disk diffusion, oxacillin agar screening and PBP2a latex agglutination tests were found
as 100 % and specificities as 100 %, 100 %, 100 % and 97 %, respectively.
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GIRIS siklig1 giderek artmakta, hatta bazi tilkelerde

salginlar bildirilmektedir. Hastane kokenli ve

Staphylococcus aureus ililkemizde ve tiim toplum kokenli MRSA’larin epidemi yapma

diinyada, toplumsal ve hastane kaynakli en yay- potansiyeli oldugundan halk saghig: yoniinden
gin infeksiyon etkenlerinden biridir. Toplum biiyiik 6nem tasimaktadir®.

kokenli MRSA’ya bagl infeksiyonlarin goriilme MRSA izolatlarinin hemen hemen tiimii
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mecA geni tarafindan kodlanan penisilin bagla-
yan protein 2a (PBP2a)’y1 iiretir. MRSA saptan-
masinda mecA veya mecA'nin kodladigi
PBP2a’nin saptanmasi en kesin yontemlerdir.
MecA geni tasiyan veya mecA geni tiriinii olan
PBP2a’y1 sentezleyen stafilokoklar oksasiline
direngli, mecA geni tasimayan veya PBP2a’y1
sentezlemeyen stafilokoklar oksasiline duyarh
olarak verilmelidir. mecA geninin bulunmasi
disinda diger diren¢ mekanizmalarinin da
bulunmasi nedeniyle disk difiizyon testiyle bir-
likte minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) testleri yapilmissa, MIK degerleri >4 ug/
ml bulunan suslarin mecA veya PBP2a negatif
olsalar bile oksasiline direngli olarak bildirilmesi
onerilmektedir. Bu suglarin sefoksitin disk difiiz-
yon testi ile de duyarli ¢ikabilecegi bildirilmis-
tir®.

Onceki yillarda metisilin direnci icin oksa-
silin disk difiizyon testinin onerilmesine karsin
Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) 2008’den beri sefoksitin disk difiizyon
testini tarama testi olarak onermektedir. Buna
ragmen oksasilin disk diftizyon testi yapilmis ve
sonug orta diizeyde duyarh ¢ikmus ise, mecA
veya PBP2a testi, sefoksitin disk difiizyon testi,
oksasilin MIK testi veya oksasilin agar tarama
testi yapilmasi Onerilmektedir®.

Bu calismada MRSA tespitinde kullani-
lan, ticari PBP2a lateks agliitinasyon, oksasilin
disk diftizyon, 2008 CLSI'de mecA’ya bagli oksa-
silin direncini saptamada onerilen sefoksitin
disk difiizyon testi ile oksasilin mikrodiliisyon,
oksasilin agar tarama ve otomatize sistem sefok-
sitin mikrodiliisyon yontemlerinin karsilastiril-
mas1 amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

[zmir Atatiirk Egitim ve Aragtirma Hasta-
nesi Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen ¢esitli
klinik 6rneklerden izole edilen 117 S.aureus susu
calismaya alimustir. Standart sus olarak MRSA
icin ATCC 43300 ve MSSA i¢in ATCC 25923 sus-
lart kullanilmigtir. Bakteri tanimlamasi i¢in kolo-
ni morfolojisi, Gram boyama, katalaz testi, man-
nitol testi, DNaz ve koagiilaz testleri yapilmis-
tr.
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Metisilin direncini belirlemede 2006 CLSI
ve 2008 CLSI onerileri dogrultusunda oksasilin
disk difiizyon, oksasilin agar tarama, oksasilin
mikrodiliisyon, PBP2a lateks agliitinasyon,
sefoksitin disk difiizyon ve sefoksitin mikrodi-
lisyon (Phoenix Cefoxitin MIC, Becton
Dickinson) yontemleri kullanilmistir®®. PBP2a
lateks agliitinasyon testi, ticari firmanin (Oxoid-
Ingiltere) onerileri dogrultusunda yapilmustir.
Testlerin karsilastirilmalart i¢in mikrodiliisyon
testleri referans almarak duyarhilik, o6zgiilliik,
pozitif ve negatif yorumlama giici hesaplan-
magtir.

BULGULAR

Calismaya aldigimiz 117 S.aureus susun-
dan 53’1 (% 45) MRSA, 64’1 (% 55) MSSA olarak
bulunmustur. Tki sus PBP2a lateks agliitinasyon
testi ile metisiline direngli, oksasilin disk difiiz-
yon, sefoksitin disk difiizyon ve oksasilin agar
tarama testi ile metisiline duyarli, oksasilin mik-
rodiliisyon ile MIK degerleri 2 ug/ml ve 0.5 ug/
ml olarak bulunmus ve MSSA olarak degerlen-
dirilmistir. Tablo 1’"de MRSA tespitinde kullani-
lan yontemlerin karsilastirmas: ve Tablo 2’de de
MRSA tespitinde mikrodiliisyon testlerini refe-
rans olarak aldigimizda diger yodntemlerin
duyarhilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif yorumla-
ma giicli degerleri gosterilmistir.

Tablo 1. MRSA tespitinde kullanilan yontemlerin karsilagtirmasi
[1(%)].

Yontemler MSSA MRSA
Oksasilin disk diftizyon 64 (55) 53 (45)
Sefoksitin disk diftizyon 64 (55) 53 (45)
Oksasilin mikrodiliisyon 64 (55) 53 (45)
Sefoksitin mikrodiliisyon 64 (55) 53 (45)
Oksasilin agar tarama 64 (55) 53 (45)
PBP2a lateks agliitinasyon 62 (53) 55 (47)

TARTISMA

Metisiline direngli S.aureus infeksiyonlari
tilkemizde ve tiim diinyada yaygin olup, preva-
lans: tilkeler arasinda oldukga farklilik goster-
mektedir. Kuzey Avrupa tilkelerinde MRSA pre-



Staphylococcus aureus’da metisilin direncinin saptanmasinda disk difiizyon, oksasilin agar tarama, mikrodiliisyon ve PBP2a

lateks agliitinasyon testlerinin karsilastirilmasi

Tablo 2. MRSA tesbitinde kullanilan yontemlerin duyarlilik, ozgiilliik, pozitif ve negatif yorumlama giicii degerleri.*

Yontemler Duyarlilik C)zgﬁlh‘ik Pozitif yorumlama giicii Negatif yorumlama giicii
Oksasilin disk diftizyon % 100 % 100 % 100 % 100
Sefoksitin disk diftizyon % 100 % 100 % 100 % 100
Oksasilin agar tarama % 100 % 100 % 100 % 100
PBP2a lateks agliitinasyon % 100 % 97 % 96 % 100

*Mikrodiliisyon testleri referans olarak almmgtir.

valansi % 1'in altindadir. Giiney Avrupa tilkele-
rinde ve Amerika Birlesik Devletleri'nde % 5-40,
Japonya’da % 60'lara ¢ikmistir'). Ulkemizde
bu oran degismekle birlikte % 50'nin {izerinde-
dir. Bolgemizde Sipahi ve ark.! tarafindan 2005
yilinda yapilan ¢alismada % 55 bulunan MRSA
orani, bu ¢alismada % 45 olarak bulunmustur.
MRSA direnci genellikle heterojen oldugundan,
fenotipik yontemler ile metisilin direncinin
belirlenmesinde sorunlar ortaya g¢ikmaktadir.
Direng tespitinin giivenilirligini artirmak icin
laboratuvar test uygulama rehberlerinde bazi
degisiklikler yapilmustir. Inokulum miktari artti-
rilmis, besiyerinde NaCl konsantrasyonu artti-
rilmus, inkiibasyon siiresi uzatimis ve diisiik
1sida inkiibasyon yapilmistir®').

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda stafilo-
koklarin metisiline direncini saptamak igin,
oksasilin disk diftizyon, oksasilin agar tarama,
mikrodiliisyon, agar diliisyon, sefoksitin disk
difiizyon, otomatize duyarlilik testleri, DNA
hibridizasyon ve polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) teknikleri kullanilmaktadir®™. 2008 CLSI
sefoksitin disk diftizyon, sefoksitin mikrodiliis-
yon ve oksasilin agar tarama testini MRSA tara-
ma testi olarak 6nermektedir®. MRSA tespitinde
altin standart mecA geninin PZR ile belirlenmesi
olmasina ragmen rutin olarak laboratuvarlarda
kullanimi miimkiin degildir®. Ozel laboratuvar
ortamui gerektirmesi, deneyimli personel ihtiyaci
ve pahali olmasi gibi nedenlerle ancak biiyiik
merkezlerde uygulanabilmektedir

Bu calismada, sefoksitin disk difiizyon
yonteminin duyarhiligi, ozgiilliigii, pozitif
yorumlama giicii ve negatif yorumlama giicii %
100 olarak saptanmustir. CLSI, mecA genine bagh
oksasilin direncini saptamada sefoksitin disk
diftizyon testini tarama testi olarak énermekte-
dir. Telli ve ark."® mecA geni pozitif olan 181
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sustan tlgctinti sefoksitin disk diftizyon testi ile
negatif, mecA negatif 119 sustan birini sefoksitin
disk difiizyon testi ile pozitif olarak belirlemis-
ler, sefoksitin disk difiizyon igin duyarlihg: %
98, ozgtilltigii % 99, pozitif yorumlama giiciinii
% 99, negatif yorumlama giiclinii % 98 olarak
belirtmislerdir. Velasco ve ark."® ise duyarlilig
% 100, ozgulligii % 98, pozitif yorumlama
giiclinii % 98, negatif yorumlama giiciinii % 100
olarak belirlemislerdir.

Calismamizda oksasilin disk diftizyon
testi ile duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif yorumlama
glicli ve negatif yorumlama giicli % 100 olarak
saptanmistir. Velasco ve ark.?® bu testle duyarl-
lig1 % 94, ozgiilliigii % 100, pozitif yorumlama
gliciinii % 100, negatif yorumlama giiciinii % 94
olarak belirlemislerdir.

PBP2a lateks agliitinasyon testi kolay
uygulanan, hizli (15-20 dakikada sonug veren)
ve ¢ok sayida Ornegin ayni1 anda calisilabildigi
bir testtir. Bu calismada duyarlihig: % 100, 6zgiil-
liigii % 97, pozitif yorumlama giicii % 96, negatif
yorumlama giicli % 100 olarak saptanmuistir.
Yapilan diger caligmalarda van Leeuwen ve ark.
19 duyarlilig1 % 97 ve ozgtilltigii % 100; Atay ve
Giilay®™ duyarlihigr % 100 ve ozgiilligii % 88;
Sakoulas ve ark.® duyarlilig1 % 100 ve 6zgiillii-
gt % 99 olarak bulmuslardir. Bu calismadaki
bulgular ile yapilan diger calismalardaki bulgu-
larin uyumlu oldugu belirlenmistir. Bu suslarda
mecA irinii olan PBP2a disindaki bugiin icin
bilemedigimiz PBP’lerin asir1 {iretimi PBP2a
lateks agliitinasyon testinin daha fazla pozitif
sonug vermesinin nedeni olabilir. PBP2a lateks
agliitinasyon yontemi kolay uygulanabilir ve
hizli olmas1 sebebiyle hayati tehlikesi olan ve
cabuk karar verilmesi gereken ciddi infeksiyon-
larda tercih edilebilir. Bu ¢alismada PBP2a lateks
agliitinasyon yontemi ile pozitif ancak diger
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yontemlerle negatif bulunan suslar ileri aragtir-
malar ile bizlere PBP2a disinda diren¢ten sorum-
lu diger penisilin baglayan proteinler hakkinda
bilgi verebilir.

Oksasilin agar tarama yonteminde duyar-
lilik % 100, 6zgtllik % 100, pozitif yorumlama
glicti % 100 ve negatif yorumlama giicti % 100
olarak saptanmustir. Hasbek ve ark.® oksasilin
agar tarama testinin duyarlik ve 6zgiilliigint %
100 kabul ederek calismalarinda referans test
olarak kullanmaislardir. 2008 CLSI, oksasilin agar
tarama yontemini sefoksitin disk difiizyon testi
ile birlikte MRSA tarama testi olarak onermekte-
dir®.

Bu ¢alismada otomatize sistem ile sefoksi-
tin mikrodiliisyon testinin duyarlihig: ve 6zgiil-
ligi % 100 bulunmustur. Salimnia ve Brown®),
Ishii ve ark.”, Synder ve ark.1? yaptiklar ¢alig-
malarda PZR ile mecA geni pozitif olan suslarda
otomatize sistem (BD Phoenix) ile yapilan sefok-
sitin mikrodiliisyon testinin % 100 uyumlu oldu-
gunu gostermislerdir. Bu ¢alismamizda manuel
yapilan oksasilin mikrodiliisyon ile otomatize
sefoksitin mikrodiliisyon yontemlerini karsilas-
tirdigimizda bu iki yontem arasinda duyarhilik
ve Ozgiilliik olarak fark bulunmamistir. Manuel
yapilan mikrodiliisyon testinin uygulama zorlu-
gu ve zaman alict olmasi nedeni ile otomatize
mikrodiliisyon sistemleri tercih edilebilir.

Sonug olarak CLSI, MRSA tarama testleri
olarak sefoksitin disk diftizyon, oksasilin agar
tarama ve sefoksitin mikrodiliisyon testini 6ner-
mektedir. 2008 CLSI oksasilin disk difiizyon
yontemi ile orta duyarli bulunan suslarin, mecA
veya PBP2a testi, sefoksitin disk difiizyon testi,
oksasilin agar tarama veya mikrodiliisyon yon-
temleri ile galisilarak duyarl veya direngli veril-
mesi gerektigini belirtmektedir®. Calismamizda
sefoksitin (30 pg) disk difiizyon ydntemi ile
oksasilin (1 pg) disk difiizyon yontemi S.aureus’ta
mecA kontroliindeki oksasilin direncini tespit
etmede % 100 uyumlu bulunmustur. CLSI,
sefoksitin disk diflizyon testi mecA’ya bagh
oksasilin direncini verdiginden, mecA disinda
ender goriilen direnclerin tespitinin atlanabile-
cegini sOylemektedir®®. Sefoksitin disk diftiz-
yon yoOnteminin mecA dist direngleri atlama
olasilig1 g6z 6niine alinarak, klinik mikrobiyolo-
ji laboratuvarlarinda sefoksitin ve oksasilin disk
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diftizyon yontemlerinden ikisinin de ¢alisiimasi
MRSA direncini yakalamada daha faydali olabi-
lir. Ancak calismamizda mecA dis1 direng sap-
tanmamigtir. Ciinkii mecA’ya bagl oksasilin
direncini belirleyen sefoksitin disk difiizyon
testi negatif, oksasilinle disk diffiizyon ve mik-
rodiltisyon testleri pozitif olan sus bulunmamis-
tir. MecA dis1 dirence sahip suslarin tespiti igin;
daha genis seriler ve bu serilerde saptanan sus-
larin ileri arastirilmasi konunun aydinlatilmasi-
na katki saglayabilir.
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