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STAPHYLOCOCCUS AUREUS IZOLATLARINDA METISILIN DIRENCININ
BELIRLENMESINDE VITEK OTOMATIZE SISTEM SONUCLARIYLA mecA GEN
ANALIZI SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI

Tuba ATAY, Zeynep GULAY

OZET

Staphylococcus aureus™un etken oldugu infeksiyonlarda uygun tedavinin yapilabilmesi igin metisilin di-
rencinin dogru olarak saptanmasi son derece dnemlidir. Metisilin direncinin belirtenmesinde en fazla fenotipik
duyarlilik testleri uygulanmaktadir. Ancak, son yillarda otomatize sistemler bakteri identifikasyonu ve duyarli-
tiklarin belirfenmesinde yaygin olarak kullanilmaya baglanmustir. Bu caligmada, klinik 6rneklerden izole edilen
100 S.aureus izolat ile bes kontrol izolatimin Vitek otomatize sistemi (bioMerieux, Fransa} ile elde edilen me-
tisilin duyarlihk sonuglariyla, altm standart olarak kabul edilen mecA gen analizi sonuglan kargilagtinlmistir.

Caligmaya alinan klinik izolatlarin 70"inde mecA geni varlif belirlenmistir. mecA gen analizi ile kargi-
lastnldiginda Vitek otomatize sistemin duyarliligs % 100, dzgiilligii % 83 olarak bulunmugtur.,

Sonug olarak, Vitek sisteminin metisilin direncinin belirlenmesinde kullanlabilecek giivenilir bir sistemn
oldugu, ancak duyarhilik paterninde uyumsuz sonuglar elde edildiginde difer duyarlilik yontemleriyle sonu-
cun dogrulanmasi gerektigi ditglintilmistiir,

Anahtar stzciikler: Staphylococcus qureus, metisilin direnci, Vitek, otomatize identifikasyon sistemleri, mecA geni
saptanmasi

SUMMARY

Comparison of the results obtained from Vitek system and mecA gene detection for methicillin resis-
tance in Staphylococcus aureus isolates.

Determination of the methicillin resistance in Staphylococcus aurens strains is crucial for effective
treatment of infections caused by this microorganism. Although phenotypic susceptibility tests are widely
employed in routine laboratories, automatic systems have begun to be used for the identification and suscep-
tibility tests of the isolates in recent years. In this study we compared the methicillin susceptibility results of
100 clinical and five control S.aureus isolates obtained by the Vitek system (bioMerieux, France) and mecA
gene analysis which is accepted as the “gold standard’

mecA gene was detected in 70 clinical isolates. The sensitivity and specificity of the Vitek system were
100% and 83% respectively when compared with the mecA analysis.

Our results suggest that the Vitek system is a reliable tool for the detection of methicillin resistance; ho-
wever, in cases of discrepancies in the susceptibility patterns, other standard susceptibility methods should
be applied in order to confirm the resuft.

Key words: Staphylococeus aureus, methicillin resistance, Vitek, automated identification systems, mecA gene analysis

GIRIS

Staphylococcus aureus, deri ve yumusak doku infeksi-
yonlan bagta olmak iizere kemik ve eklem infeksiyonlar,
pndmoni, bakteriyemi gibi defisik infeksiyon tablolarina yol
agmaktadir (17). Bu bakteri viriilans dzellikleri yanisira, te-
davide kullanilan antibiyotiklere direncli olabilmesi nedeniy-
le de dnem tagumaktadir. S.aureus ile ilgili giincel direng so-
runlannn baginda metisilin (oksasilin) direnci gelmektedir.
Ozellikle hastane kokenli infeksiyonlardan soyutulan stafilo-
kok suglarinda metisilin direncine sik rastlanmaktadir. Bu di-
reng dzellifine yeni bir penisilin baglayan protein (PBP2a)
jiretimi neden olmakia, mecA geni tarafindan kodlanan bu

proteinin sentezi sonucunda stafilokoklar tim beta-laktam
ajanlara direngli hale gelmektedir (2,15). Metisilin direncinin
homojen veya heterojen direng seklinde goriilebilecegi bildi-
rilmektedir (2,15). Metisiline direngli izolatlar ayn1 zamanda
kinolonlar, aminoglikozidler, makrolidler gibi cesitli antibi-
yotiklere copul direng gostermekte ve bu nedenle metisiline
direngli izotatlarla olugan infeksiyonlarin tedavisinde gliko-
peptid antibiyotikler tek segenck haline gelmektedir (2,15).
Metisiline direngli izolatlan saptamak igin laboratuvar-
larda siklikla fenotipik yontemler kullantimaktadir. Ancak
heterojen direncin saptanmasinda bu yontemler yetersiz ka-

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dah, Inciralty, Tzmir,



labilmektedir (3). Bu durumda, tedavi basarisizliklan goriil-
diigii gibi, MRSA yayilhimini engelleyecek 6nlemlerin alin-
mas1 da gecikmektedir. Buna kargin bir sugun yanhg olarak
direngli sanilmasi da, glikopeptidierin gereksiz kullanznmina
neden olmaktadir. MRSA suslarimn saptanmasinda mecA ge-
ninin varhigini géstermeye yonelik polimeraz zincir tepkime-
si (PZR) tabanlt ydntemler, homojen ve hetercjen direncin
ortaya gikariimasinda duyarhilik ve 6zgiilligiiniin % 100 ol-
masi nedeniyle tercih edilmektedir (10). Ancak bu yontemle-
rin uygulamasi da 6zel donamm ve egitim gerektirmektedir,
Bu nedenle mecA analizi ile uynmlu sonuglar veren ve rutin

laboratuvarlarda uygulanabilecek glivenilir bir fenotipik yén-
tem arayig: siirmektedir,

Son yillarda identifikasyon ve duyarhlik testlerinde oto-
matize sistemler yaygin olarak kullamlmaya baglanmustir.
Bunlardan biri olan Vitek sistermi 1997 den beri Klinik Mik-
robiyoloji Laboratuvarumzda da kallanilmaktadir.

Caligmamzda S.aureus izolaflarmim metisilin (oksasi-
lin) duyarlilifimm saptanmasinda Vitek otomatize sistem so-
nuglartyla mecA gen analizi sonuglarini kargilastirarak du-
yarlilik sonuclarinda Vitek sisteminin giivenilirlifinin anla-
silmasi amaglanmistir,

GEREC VE YONTEM

izolatlar: Cahgmaya 1999 yilinda klinik érneklerden
izole edilen 100 S.aureus izolatr almrusgtir. Ayrca kalite
kontrol amaciyla gahgmaya dort mecA olumlu (bir homojen
ve iig heterojen direngli izolat; Dog. Dr. Sesin Kocagiz tara-
findan saglanmigtir) ve bir de mecA olumsuz (S.qureus
ATCC 25923) izolat dahil edilmigtir.

Vitelc ofomatize sistem duyarhiik testi: Biitiin izolat-
lar ve kontrol suglarma Vitek otomatize sistemi (bioMerieux,
Fransa; Versiyon -R06. 01) ve GPS 101 kartlan kulanilarak
duyarlihik testi uygolanmustic, Uygulamm sirasinda iiretici
firma Onerilerine uynlmugtur.,

necA gen analizi: mecA gen varlifmin saptanmasinda
Unal ve ark. (16)"mn bildirdigi yontem kullamlmigtir. Bakte-
rilerden DNA eldesi amacayla, tiim S.aurens izolatlan, Muel-
ler-Hinton s1vi besiyerinde 35°C’ de 24 saat inkiibe edildik-
ten sonra, 5000 rpm’de 20 dakika santrifiigasyon uygulanms
ve tiipte ¢bkelt ile birlikte bir mililitre kalacak sekilde iist s1-
vt uzaklastinfmstir. Bakteri ¢tkeltisi steril bir mikrosantrifiij
tiiptine aktarihp, 14000 rpm’de 5 dakika olacak sekilde sant-
rifiigasyon yenilenmigtir. Daha sonra tist s1vi tamamen atihp
kalan bakteri ¢Okeltisine 100 pg/ml'lik lizostafin soliisyo-
nundan 50 pl eklenmis ve 10 dakika 37°C’de inkiibe edilmis-
tir. Inkiibasyon sonunda 100 ug/ml’lik proteinaz K soliisyo-
nundan 50 pl eklenmis, 37°C’de 10 dakika bekletildikten
sonra tiip 135 dakika kaynar su banyosunda tutulmugtur. Siire
sonunda, 14000 rpm’de 10 dakika santrifiigasyon iglemi son-
rasinda bakteri DNAs1 igeren iist sivi sterill mikrosantrifiyj
tiiplerine alinmugtir.

mecA gen analizinde; 5° GTT GTA GTT GTC GGG
TTT GG 3 ve 5 CCA CCCAATTTG TCT GCC AGT TTC
TCC 3’ primerleri kullanitlmgtir. Reaksiyon kanigimu 5 pl
(1/10 diliisyon) bakteri DNA’s1, 2.5 mM MgCl,, 0.1 mM her
dNTP’den, 1.25 itnite Taq polimeraz enzimi, 12 pmol her bir
primerden ve 10x enzim tamponu konuiarak {toplam hacim
50 pl} hazirlanmig ve

-

Denatiirasyon 94°C 30 saniye

Birlesme 55°C 30 saniye |- x30 siklus
Uzama 72°C 2 dakika

Son uzama basamagt  72°C 5 dakika

olacak sekilde PZR nygulanmugtir,

PZR sonucunda agaroz jel elektroforezinde 1.8 kilobaz-
lik {iriin band: goriilen izolatlar mecA ag¢isindan olumiu ola-
rak degerlendirilmistir (16).

GPS 101 kartt ve mecA gen analizi sonucu uyumsuz ¢1-
kan izolatlar her iki yontemle tekvar edilmis, ayrica bu izolat-
lara National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) onerilerine uynlarak disk difiizyon yontemi ile de
duyarliltk testi uygulanmugtir (11),

Istatistiksel analizler: GPS 101 kartlarmmn duyarlshk
ve ozglillitk degerleri asagidaki formiillere gibre hesaplanmig-
tir {14):

Duyarlibk: TP/TP+FN x100 (Toplam pozitiflik/Toplam
pozitifik + Hatali negatiflik x 100)

Ozgiillitk: TN/TN+FP x100 (Toplam negatiflik/Toplam
negatiflik + Hatali pozitifiik x 100)

BULGULAR

Caligmaya alinan 70 izolatta mecA geni varligt belir-
lenirken, 30 izolatta ise mecA geni olumsuz olarak saptan-
mugtir. Vitek otomatize sisteminde ise bu 70 izolata ilave ola-
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rak bes izolat daha metisiline direncli bulunmustur {Tablo 1)
Kontrol izolatlarinin her iki yontemle de beklenilen sonugla-
1 verdigi goriilmiistiir.



Tablo 1. Vitek ato

matize sistem ve mecA sonuclarinm kargilagtiriimas,

Vitek(-)

Vitek (+)

mecA (+)

70

0

mecA (-) 5 25

Vitek otomatize sisteminde metisiline direngli olarak
Saptanan ancak mecA olumsuz olarak bulunan bes S.aureus
izolatina NCCLS Onerileri dogrultusunda disk difiizyon testi
uygulandiginda begi de direngli bulenmugtur. Bu izolatlar
ikinci kez aym yéntemle degerlendirﬂdiginde sonuglarda de-
Eisiklik saptanmamigtir, By sonuglara gire mecA gen analizi
ile kargilagtinldiginda Vitek otomatize sisteminin duyarliiigs

Tablo 2. Vitek ve disk difiizyon yntemleri ile oksasiline direncli

tiklere duyarhilig,

%
duyarlihik E cre OFX GN
MRSA (70) 13 0 14 0
MSSA (25) 100 92 96 100
Uyumsuz
sonuclar
i R R R R
2 R R R R
3 I R R R
4 R R R R
3 R R R

% 100, Ozgiilliigii ise % 83 olarak bulunmugtur,

Ayrica metisiline direngli izolatlarin gogul direng gis.
termeleri nedeniyle tiim suglarin duyarlilik paternleri ince-
lenmis ve uyumsugz sonug elde edilen bes izolatin duyarlilik
Paterninin metisilin direngli izolatlardaki duyarlilik paternine
benzedigi gozlenmistir (Tablo 2). Bu nedenlerle meca gen
analizi sonuglarimip yanhs olabilecegi de diisitniilmiistiir,

ve duyarlt bulunan S, gurews izolatlarinin diger antibiyo-

RIF TE ‘ cc SXT VA

0 0 70 87 100

26 88 96 96 100
R R R S 3
R R S S S
R R S R S
R "R ) S S
R R S S

TARTISMA

Metisiline direncli S.aureys nozokomiyal infeksiyon et-
kenleri arasinda snemli bir yer tutmaktadir (18). Metisilin di-
rencinin belirlenmesinde stklikla fenotipik duyarhihik testleri
kullanilmakla beraber by testler bazen heterojen direncin be-
lirlenmesinde yetersiz, kalmaktadur, Giiniimiizde meca geni-
nin varhginin g0sterilmesine dayanan genotipik yéntemler
metisilin direncinin belirlenmesinde altp standart olarak ka-
bul edilmektedir (6.9). Genotipik yontemlerden PZR ise da-
ha az DNA ile calsilmas: ve uypulama kolaylig acgisindan
hibridizasyona gore tercih edilmektedir (16).

Son yillarda rutin laboratuvar]arda, otomatize sistemler
identifikasyon ve duyarlilik testlerinde hzl, sonu¢ vermesi
nedeniyle tercih edilen yontemler arasinda yer almaktadir,
Ancak, bu yéntemlerle elde edilen sonuclarin glivenilirligi-
nin aragtirihnas; gerekmektedir,

Knapp ve ark. (7), 114 metisilin ditencli §.aureus izola-
it lizerinde yapuklan calismada Vitek GPS-5A duyarhilil
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kartlanindan elde ettikleri sonuclarmn; standart yéntemler ve
mecA gen hibridizasyon sonuglarint kargilagtirdiklannda bij-
tin izolatlarda uyumly sonuglar elde ettiklerini, aynca duyar-
lilik sonuglarin: 5-11 sant gibi kisa bir siirede aldiklarini bil-
dirmiglerdir, Freebourg ve ark. {4}, metisiline direngli stafilo-
koklarda heterojen direnci saptama agisindan farkly fenotipik
yontemler ve otomatize sistem ile elde ettikleri sonuglart,
mecA gen sonuglariyla kargtlagtirmiglar ve kullandiklar yéin-
temler igerisinde en bagarili sonuglar Vitek GPS-503 kartla-
1t ile elde ettiklerini bildirmiglerdir, Yamazumi ve ark, (18)
Vitek GPS 106 kartlan ile elde ettikleri sonuclar: mecA gen
analizi ile kargilastirnmslar GPS kartlarinin duyarlibigim
% 98, dzglilliigiing % 100 olarak belirlemiglerdir.

Skulnik ve ark. ( 13} ise, cesitli ticari ve standart duyar-
ik metodlariny meca sonuglariyla kargilagtirdiklar
¢caligmalarinda, Vitek sistemi ile % 14.2’sinde ¢ok bityiik hg-
ta, % 0.4%iinde bityiik hata saptamiglar ve Vitek sisteminin



oksasilin duyarhlifimin belirlenmesinde yetersiz oldufunu
belirtmiglerdir. Ribiero ve ark. (12), Vitek GPS-101 kartlan
kullanarak oksasilin direngli fakat beta-laktam dig1 antibiyo-
tiklerin gofuna duyarlt bulduklan sekiz izolata diger duyarh-
hik yontemlerini uygulamuglar ve bunlarmn duyarli oldugunu
saptammiglardir. Caligmalarinda GPS-101 ile duyarlihk sonug-
lari tekrar ettiklerinde tiim izolatlart duyarli olarak sapta-
diklanine, problemin kullamlan karta bagli oldugunu diisiin-
diiklerini séylemiglerdir. Bu arastincilar bir S.aureus izolat
oksasilin direngli fakat eritromisin, klindamisin, gentamisin
ve siproftoksasin duyarl olarak bulundufu zaman sonucun
konfirme edilmesi gerektigini bildirmiglerdir.

Caligmamuzda Vitek GPS-101 kartlanyla elde edilen du-
yarliik sonuglaninin duyarliik ve dzgiilliigiiniin yiiksek ol-
dugu goriilmilg, ancak bey izolatta mecA varligs saptanmaz-
ken, bu izolatlar GPS101 kartlar: ile metisiline direngli bu-
lunmuglardir. mecA gen sonuglariyla uyumsuz ¢ikan izolatla-

-ra NCCLS onerileri dogrultusunda yapilan disk difiizyon tes-

ti sonuglarinn da Vitek ile uyumlu olarak oksasiline direng
lehinde oldugu belirlenmigtir. Yine bu izolatlarin Vitek siste-
minde beta-laktam digi ajanlara duyarliliklan incelendiginde,
duyarlilik paternlerinin MRSA izolatlarinin duyarlilk pa-
ternlerine benzedifii saptanmustir.

Besg izolatta mecA geni saptanamamasiun nedeni tam
ofarak agiklanamamakla birlikte biiyilk olasihkla yetersiz
DNA eldesinin neden olabilecegi diigiintilmektedir. Bu tip du-
rumlarda rucA geninin de saptandipt multipleks PCR yontem-
lerinin daha yararh oldugu belirtilmektedir (1,8). Bunun yani-
sira, meveut PBP lerde nokta mutasyonlan, bagka bir PBP’nin
agini yapinu gibi durumlarda da fenotipik testlerde direng ol-
mastia rafmen mecA negatitligi goriilebilmektedir (5).

Sonug olarak Vitek otomatize sisteminin metisilin diren-
cinin belirlenmesinde rutin laboratuvarda kuilamlab;lecek
glivenilir bir sistem oldugu diigiinillmiigtiir.
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