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OZET

Metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) hem toplum hem de hastane kokenli infeksiyonlardan izole edilen
onemli bir patojendir. S.aureus suslarinda metisilin direncinin dogru ve hizli bir sekilde belirlenmesi, infeksiyon kontrol
dnlemlerinde ve hastanede yayilimin énlenmesi agisindan anahtar rol oynamaktadir. Akdeniz Universitesi Merkez
Laboratuvari’na gonderilen klinik orneklerden izole edilen toplam 163 S.aureus susunun tanimlanmas: Gram boyama, kata-
laz, lam ve tiip koagiilaz yontemleri ve BD Phoenix otomatize identifikasyon ve antimikrobiyal duyarlilik sistemi kullanilarak
yapilmgtir. Suglarda nuc ve mecA genlerinin varligi ve 16S RNA, 6zgiil primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) yontemiyle saptanmgtir. S.aureus olarak tanimlanan tiim suglarin MRSA ID kromojenik agar besiyerine ekimi yapi-
larak plaklar 35°C’de aerobik ortamda inkiibe edilmis ve sonuglar koloni renklerine gore degerlendirilmistir. Bu ¢alismada
MRSA ID besiyerinin performansmmin degerlendirilmesi amaglanmistir. MRSA saptanmasinda, MRSA ID besiyerinin 24
saatlik inkiibasyon sonrasimda duyarliigt % 85.4, 0zgiilliigii ise % 53.7 olarak bulunmustur. Sonug olarak MRSA ID, 18-24
saatlik inkiibasyon sonucunda MRSA saptanmasinda duyarliinin yiiksek olmast nedeniyle kullanilabilir bir besiyeridir.

Anahtar sozciikler: kromojenik besiyeri, metisilin direnci, MRSA, Staphylococcus aureus
SUMMARY
Evaluation of MRSA ID Chromogenic Medium for Detection of Methicillin-resistant Staphylococcus aureus

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is an important pathogen which is responsible for community
-acquired and nosocomial infections. Rapid and accurate detection of methicillin resistance in S.aureus has become a key ele-
ment on infection control measures and limiting the spread of this organism. In Akdeniz University Central Laboratory a total
of 163 S.aureus strains which were isolated from various clinical specimens were identified by Gram staining, catalase test,
slide coagulase test, tube coagulase test and BD Phoenix automated system. The presence of nuc and mecA genes and 16s RNA
was detected using specific primers by PCR. The strains defined as S.aureus were inoculated on MRSA ID medium and incu-
bated at 35°C aerobically. Results were evaluated according to colony colors. In this study we aimed to evaluate the perfor-
mance of MRSA ID medium. The sensitivity and specificity of MRSA ID after 24 h incubation were found 85.4 % and 53.7
%, respectively. In summary, MRSA ID has been shown to be an applicable medium due to the high sensitivity for detection
of MRSA after 18-24 h incubation.
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GIRIS dan kazanilmis sepsisin de énemli bir etkeni-

dir®. S.aureus nispeten benign deri infeksiyonu-

Staphylococcus aureus nozokomiyal pato- na yol agabilecegi gibi ciddi, yasami tehdit eden
jenler arasinda ilk siralarda yer alirken toplum- sistemik infeksiyonlara da neden olabilmekte-
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dir®). Klasik bilgilere gore S.aurues infeksiyonla-
rinin tedavisinde ilk tercih edilecek olan antibi-
yotik penisilin iken bugiin suslarin % 80’den
fazlasinin penisilinlere direngli hale geldigi
goriilmektedir. 1980°1i yillardan sonra ise metisi-
lin direncinde artis goriilmeye baglanmistir.
Metisilin direnci varlig1 tiim beta-laktam antibi-
yotiklere direnci gostermektedir. Metisilin
direngli S.aureus (MRSA)larla olusan infeksi-
yonlarda tedavi secenekleri kisitlanmakta ve
mortalite, morbidite artmaktadir®'®. Klinik mik-
robiyoloji laboratuvarlarinda S.aureus izolatlari-
nin dogru olarak tanimlanmasmin yaninda
metisilin direncinin saptanmasi da biiyiik 6nem
tasimaktadir. Metisilin direncinin saptanmasin-
da fenotipik ve genotipik yontemler kullanil-
maktadir. Direncin saptanmasinda mecA geni
veya PBP2a’y1 saptayan yontemler referans yon-
temlerdir®?. Sefoksitin veya oksasilin duyarlili-
gmin disk diftizyon, sivi mikrodiliisyon ya da
oksasilin agar tarama testleri ile belirlenmesi,
Clinical and Laboratory Standards Institute tara-
findan Onerilen fenotipik yontemlerdir®.
Metisilin direncinin saptanmasinda kullanilmak
tizere gesitli ticari kromojenik besiyerleri gelisti-
rilmistir. Kromojenik besiyerleri hedef mikroor-
ganizmanin enzimlerinin kromojenik substrat-
larin1 igeren, mikroorganizmanin bu substrati
kullanmasi ile renkli koloniler olusturmasini
saglayan besiyerleridir. Yapilan c¢alismalarda
kromojenik besiyerlerinin konvansiyonel besi-
yerlerine gore etken patojenleri daha kisa siirede
saptama ve karisik kiiltiirlerden ayirmada daha
etkili oldugu gosterilmistir®*'?. Kromojenik
substrat iceren besiyerlerinin maliyeti daha fazla
olmasina karsin, tanimlama igin ek test gereksi-
nimini azaltmakta, zamandan tasarruf sagla-
maktadir. Bu faktorler nedeniyle kromojenik
besiyerlerinin klinik mikrobiyoloji laboratuvar-

Tablo 1. PZR reaksiyonunda kullanilan primerler®®.

larinda kullanimi giderek yaygilasmaktadir.

Calismamizda MRSA suslarinin tanimlan-
masinda MRSA ID (bioMérieux, Fransa) kromo-
jenik besiyerinin performansmin degerlendiril-
mesi amaglanmuistir.

GEREC VE YONTEM

Akdeniz Universitesi Merkez Laboratuva-
ri’'na gonderilen klinik érneklerden (96 kan, 41
cerahat, 13 trakeal aspirat, 5 idrar, 3 periton sivi-
s1, 2 nazal striintii, 2 kateter, 1 plevra sivisi)
izole edilen toplam 163 S.aureus susu ¢alismaya
alinmustir. Suslarin tanimlanmas: Gram boyama,
katalaz, lam koagtilaz ve tiip koagiilaz yontem-
leri ve BD Phoenix (Becton Dickinson, Sparks,
ABD) otomatize identifikasyon ve antimikrobi-
yal duyarlilik sistemi kullanilarak yapilmistir.
Stafilokoklara 6zgii 165 RNA, S.aureus’a 6zgi
nuc geni ve metisilin direncinin saptanmasinda
altin standart olarak kabul edilen mecA geni var-
lig1 6zgiil primerler (Tablo 1) kullanilarak PZR
yontemi ile arastirlmistir®. S.aureus olarak
tanimlanan tiim suslarin kromojenik MRSA ID
agar besiyerine ekimi yapilmus, plaklar 35°C’de
aerobik ortamda inkiibe edilerek, sonuglar 24 ve
48 saat sonunda tiretici firmanin onerileri dog-
rultusunda degerlendirilmistir. Yesil renkli kolo-
ni olusturan suslar MRSA olarak tanimlanmis,
renksiz koloni olusmasi veya {ireme olmamasi
metisilin duyarl S.aureus (MSSA) varhig: olarak
degerlendirilmisgtir.

BULGULAR

PZR yontemi ile suglarin 96’sinda mecA
geni pozitif, 67’sinde mecA geni negatif olarak

Primerler Baz uzunlugu Gen bolgesi
Forward-5"- AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’ 798 bp 16SRNA
Reverse-5-GGACTACCAGGGTATCTAAT-3’

Forward-5"AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3’ 533 bp mecA
Reverse-5’ AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3

Forward-5"GCGATTGATGGTGATACGGTT 270 bp nuc

Reverse-5’AGCCAAGCCTTGACGAACTAAA-3
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Metisilin direngli Staphylococcus aureus suslarinin saptanmasida MRSA ID kromojenik besiyerinin degerlendirilmesi

bulunmustur. MecA geni pozitif suslarin 82’si 24
saatlik inkiibasyon sonrasinda, 90’1 48 saatlik
inkiibasyon sonrasmnda MRSA ID besiyerinde
yesil koloni olusturmustur. MecA geni negatif
izolatlar 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda besi-
yerinde {iremezken, 48 saatlik inkiibasyon son-
rasinda 40 MSSA izolat1 besiyerinde yesil koloni
olusturmustur. MRSA saptanmasinda; MRSA ID
besiyerinin 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda,
duyarlilig1 ve 6zgiilliigii sirasiyla % 85.4 ve % 53.7
olarak bulunmustur. Besiyerinin 48 saatlik inkii-
basyon sonrasinda duyarliligi % 93.7’ye yiikse-
lirken, 6zgulltigii % 40.3 olarak belirlenmistir
(Tablo 2).

Tablo 2. MRSA ID besiyerinin degerlendirilmesi.

Mec A PZR
MRSA ID besiyeri Pozitif (n) Negatif (n)
MRSA ID 24 saat* 82 81
MRSA ID 48 saat** 90 27

* MRSA ID 24 saat: duyarlilik % 85.4, ozgiilliik % 53.7
** MRSA ID 48 saat: duyarhlik % 93.7, ozgiillitk % 40.3

TARTISMA

MRSA'min ilk olarak 1961 yilinda bildiri-
minden sonra, direngli suslar son altmis yilda
giderek artan oranda, tiim diinyadan bildirilme-
ye baslanmistir®. MRSA suslarinin tanimlanma-
s1 ve dogrulanmasi igin birden fazla metod
bulunmaktadir. Konvansiyonel yd&ntemlerle
sonug verme siiresi 2-4 giin arasinda degismek-
tedir. MecA geni saptanmasi, MRSA izolatlarin-
da altin standart olarak kullanilsa da bircok
laboratuvarda molekiiler biyoloji tekniklerinin
ve maddi olanaklarin yetersizligi nedeniyle kul-
lanimi kisithdir. Bundan dolayr MRSA'min hizh
bir sekilde belirlenmesi, 6zellikle tasiyicilarin
izolasyonunda direkt temas1 azaltmasi sebebiyle
onemlidir. Kromojenik besiyerleri S.aureusun
hem tanimlanmasimda hem de metisilin direnci-
nin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu besi-
yerleri MRSA tanimlamasimni direkt olarak yapa-
bildiginden ek testlere olan ihtiyaci azaltarak
zaman ve fiyat agisindan 6nemli avantajlar sag-
lamaktadar.

Yapilan ¢alismalara gore kromojenik besi-
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yerlerinin duyarlilik ve 6zgtilliikleri % 60 ile
% 100 arasinda degismektedir®*¥. Calisma-
mizda MRSA ID besiyerinin 24 saatlik inkiibas-
yon sonrast duyarhilig1 % 85.4 olarak bulunmus-
tur. Perry ve ark.™'nin calismasinda, MRSA
suglarini saptamada MRSA ID besiyerinin per-
formansi, ilk 24 saatlik inkiibasyonda
CHROMagar MRSA ve ORSAB’a gore daha
yliksek bulunmus, MRSA ID'nin sefoksitin iger-
mesi, CHROMagar MRSA ve ORSAB’a gore
MRSA’lar1 saptamada daha avantajli olarak
belirlenmistir.

Van Hal ve ark.®nin, nazal siiriintii
orneklerinde MRSA saptanmasinda molekiiler
yontemler ve selektif agarlar1 karsilastirdiklari
calismalarinda, ilk 24 saatte MRSA ID, MRSA
Select ve CHROMagar MRSAmin duyarlhiliklar
birbirine yakinken, siirenin 48 saate uzatilma-
styla MRSA ID'nin duyarliligimin arttig1 ancak
ozgiilliigiiniin azaldig: saptanmistir. Van Hal ve
ark.® tarafindan yapilan, nazal siiriintii 6rnek-
lerinden MRSA saptanmasi ile ilgili diger bir
calismada, 48 saatlik inkiibasyon sonucunda
ozgtilltigiin diistik bulunmasinin sebebinin besi-
yerindeki kromojen maddeden kaynaklanabile-
cegi belirtilmigtir.

Klinik 6rneklerle yapilan baska bir calis-
mada ise, S.aureus tanimlanmasinda
CHROMagar besiyerinin duyarlilign % 95.5,
konvansiyonel yontemlerin duyarliligi % 81.9
olarak saptanmis ve iki yontem arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur®. Bu
calismada CHROMagar besiyerinin, yiiksek
duyarhilik ve 6zgiilliigii, konvansiyonel labora-
tuvar yontemleri gibi ek tanimlayici test kullani-
mi1 gerektirmemesi nedeniyle, klinik 6rnekler-
den S.aureus’un izolasyonu ve On tanisinda,
rutin ekim icin dnerilebilecek bir besiyeri oldu-
gu belirtilmistir.

Diederen ve ark.®’nin yaptiklar1 ¢alisma-
da, calismamizin sonuglarina benzer olarak,
inkiibasyon siiresinin 24 saatten 48 saate uzatil-
mastyla Ozgiilliiglin azaldig1 saptanmistir. Bu
calismada koagiilaz negatif stafilokoklarmn 48
saatlik siire sonucunda yanhs pozitif sonugclara
yol acabildigi gosterilmistir.

Sonug olarak, MRSA ID besiyeri kullanila-
rak S.aureus’un tanimlanmas: ve oksasilin diren-
cinin belirlenmesi 18-24 saatte yapilabilmekte-
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dir. Bu besiyerinin kullanima ile ek test maliyet-
lerinin azalmasi, konvansiyonel yontemlere gore
daha kisa siirede sonug alinabilmesi, degerlen-
dirmenin kolayligi, duyarliliginin yiiksek olma-
s1 ve Ozellikle taramada direkt inokiilasyon
yapilabilmesi nedeniyle, MRSA ID tercih edile-
bilir bir besiyeridir.
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