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STAPHYLOCOCCUS AUREUS SUSLARINDAKI
METISILIN DIRENCININ BELIRLENMESINDE
- MIKRODILUSYON, DiSK DIFUZYON VE AGAR
TARAMA YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI

" Reza A.RAZLIGHI, Sengiil DERBENTLI

OZET

S.aureus suglarinda metisilin direncinin ilk kez 1961°de belirlenmesinden
sonra, bu suglarla olugan hastane infeksiyonu epidemilerine giderek artan sikhk-
ta rasilanmaktadir. {stanbul Tip Fakiiliesi'nde metisiline direngli S.aureus sikl-
g1 ve bu direncin saptanmasmda kullanilan farkh ybntemlerin duyarhhigin
belirlemek amaci ile yapilan bu ¢ahsmada, cesitli kliniklerder gonderilen ma-
teryalden izole edilen 113 S.qureus sugu incelenmigtir.

Suslarm % 26.5’inin metisiline direngli oldugu saptanmig, metisilin direnci-
nin belirlenmesinde mikrodiliisyon ve agar tarama yontemleri duyarhlik ve oz-
giilliik ybniinden % 100 uyumlu bulunmugtur. Disk difiizyon yoniemi difer iki
yontem ile karslagtinldiginda duyarhiligmn % 100, 6zgilligiiniin % 97.5 oldu-
gu belirlenmigtir.

SUMMARY

Comparison of agar screen, disk diffusion and microdilution methods in
detecting methicillin resistance in Staphylococcus aureus strains.

After the recognition of methicillin resistance in S.aureus strains in 1961
for the first time, hospital infection epidemics caused by these strains have fre-
quently been observed. The ObjECl of this study was to determine the frequency
of methicillin resistant S.aureus in Istanbul Faculty of Medicine and to compa-
re the sensitivity of various methods used in delecting methicillin resistance.
For this purpose 113 S.aureus strains from differcnt clinics were examined.

It was found that 26.5 % of the sirains were methicillin resistant and that
the microdilution and the agar screen methods were found to be 100 % in agg-
reement with respect to sensitivity and specificity. The aggreement of the disk
diffusion method with the other two metheds was determined to be 100 % with
respect 1o sensitivity and 97.5 % with respect to specificity.

GIRIS

19407arda penisilinin yaygin kullanimi sonucunda, penisilinaz treten peni-
siline direncli S.aureus suglarinm olugturdugu hastane epidemileri ortaya ¢ik-
rs, 19507%erde iki veya daha fazla anti-stafilokokal antibiyotie Oregin
penisilin, streptomisin, tetrasiklin, eritromisin ve novobiosine direncli suglara
~ rastlannugtir. 19607arda ¢ogul antibiyotik direnci gosteren stafilokok infeksi- .
yonlarnda hastane infeksiyonu kontrol yoniemlerine, amtibiyotiklerin daha bi-
lingli kullammina ve penisilinaza direngli penisilinlerin kullamim alanina
girmesine bagh oldugu diiginilen, kademeli bir azalma goriilmiistiir. Ancak bu

durum uzun siirmemis ilk kez 1961 yilinda, yani metisilinin kullanilmaya bag-
janmasindan 2 yi! sonra metisiline direngli S.aureus suglar1 (MRSA) bildirilmis-
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tir (10, 16, 25). Bu suglar 19607arda Avrupa’daki saglik kuruluglarmm ¢ogunda
en énde gelen hastane patojeni olmugtur. MRSA'mn Amerika Birlesik Devletle-
ri'ndeki insidansi ve hastanede yatan hastalardaki infeksiyonlar ile baglanti
1970’lerin orfalarinda artmaya baglarmgtir(25). ik kez 1970%e gentamisine di-
rengli suglara da rasilanmig ve bazi suglarda metisilin ve gentamisin direnci bir-
likte goriilmigtir. Bu suglar hastane infeksiyonu epidemilerine neden
olmaktadir. 19807erden bu yana hemen hemen tiim diinyada ¢ogul direngli S.a-
ureus ile olugan nozokomiyal infeksiyonlara giderek artan sikhkla rastlanmakta-
dir.

MRSA suglani epidemiyolojik agidan iki tipe ayrihir. Bunlardan birincisi e-
pidemik metisiline direngli S.aureus suglandir, Yayihicr dzellikte olan bu suglar
¢ogul antibiyotik direnci gosterirler. Ikinci tip MRSA suslar ise nonepidemik-
1ir(10). Bu suglar sporadik hastane infeksiyonlarma neden olurlar. S.aureus et-
kenli hastane infeksiyonlarinda portérliigiin énemi biiyiiktiir. Insanlarin ortalama
olarak % 40’min S.aureus ile kolonize oldugu, nozokomiyal infeksiyonlarm %
10 kadarindan bu bakterinin sorumlu oldugu bilinmektedir. Hastane personelin-
deki el ve burun tagiyicihg hastane infeksiyonlarmin yayilmasinda cok dnemli
rol oynar. Ozellikle deri hastaliklari, yeni dogan, yofun bakim, bagta plastik
cerrahi ve yanik iiniteleri olmak iizere cerrahi birimlerinde ¢ogul direncli stafi-
lokoklar baglica problem olarak kalmaya devam etmigtir ve bu durum giinii-
miizde de siirmekiedir (7, 10, 29). '

S.aureusda metisilin direnci heterojen ve homojen olmak iizere iki ayri tip-
te goriiliir. Heterojen direng 1igik metisilin direncidir. Bu tip direng ¢ok az sayi-
daki hiicrede Odmegin 10%10 hiicreden sadece bir tanesinde goriilir ve bu
hiicre 50 pg/mi metisilin varhginda dahi iireyebilir. Boyle bir hiicre {oplulugun-
daki diger hilcreler ise, antibiyotifin tibbi acidan kabul edilebilir konsantras-
yonlarma, omegin 1-5 pg/ml metisiline duyarlidir. Bbyle nisbeten duyarli
hiicreler ile, yiiksek derecede direngli hiicrelerin katigimmdan meydana gelmis
olan, yani iki ayn hiicre toplulugu igeren bu suglara heterojen suglar ad: verilir.
S.aureus suglanmin pek azinda homojen metisilin direnci gériiliir, yani tim hiic-
reler metisilinin yiiksek konsantrasyonlarina bile direng gosterir ve bu konsan-
trasyonda iireyebilir(6).

Metisiline duyarlt S.aureus suglan1 4 veya 5 farkli PBP (1, 2, 3, 3, 4) olus-
turur. Klasik metisilin direnci normal PBPlerin yannda, PBP2a (veya PBP2)
olarak adlandiritan, yeni bir penisilin baglayan proteinin sentez edilmesi ile il-
gilidir. Bir transpeptidaz oldugu diigiinilen PBP2a, beta-laktam antibiyotiklere
zayif afinitc gdsieren bir proteindir. Beta-lakiam antibiyotikiere sadece nisbeten
yiiksek konsantrasyonlarda baglanabilir. Metisiline direncli kéagiilaz negatif sta-
filokok suglart da PBP2a iiretir (6, 8, 26). . ,

PBP2a’'nn sentezinden mec geni sorumludur. Bu genin kromozomal oldugu
ve plazmid iizerinde bulunmadig: belirlenmigtir. Metisiline duyarl; S.aureus sug-
larinda mec genine egdeger bir allel gen bulunmamaktadir. Mec geni her ne ka-
dar kromozomal olsa da, baz1 yazarlara gére bu genin transpozon vasitasiyla
beta-laktamaz genini fagiyan plazmide sigrayarak entegre oldugu iddia edilmek-
tedir (6, 8, 26). Baz1 suglarda PBP2a beta-laktam antibiyotikler ile indiiklenebi-
lir. Bu ozellik beta-laktamaz plazmidi dizerinde veya beta-laktamaz
olusturmayan susglann kromozomlari iizerinde kodlanmigtir. PBP2a'nin sentezi,
kiiftiir ortamimdaki sicakligm 30-35°C olmas), inkiibasyon siiresinin uzamas1 ve
besiyerinin igerdigi tuz orami gibi kogullara baghdw. Birgok aragtirmaci PBP2a’
mn metisilin direncinin tek agiklayicisi olmadigini gostermistir. Metisiline di-
rencin PBP2a’'nin yani sira hiicrenin ofolitik aktivitesini diizenleyen mekanizma-
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va da bagh olabilecegi ve direncli suglarda hiicre erimesini geciktiren bir fakid-
riin bulondugn disgiiniilmektedir. Kesin olarak tamimlanamayan bu faktér, faktor
x olarak adlandiriimagtir (6, 8).

Son yillarda stafilokoklarda farkli mekanizmalarla da metisilin direncinin
ortaya ¢iktigi bildirilmigtir. "Borderline” veya "edinsel" olarak tamimlanan di-
reng yalmz yiksek oranda penisilinaz olugturan S.qureus suslarinda goriiliin,
Her ne kadar semisenteiik penisilinler, penisilinaza dayanikli olacak sekilde ge-
listirilmigse de, asii penisilinaz olugturan suglar bu antibiyotikleri inaktive ede-
bilirler. Bu mekanizmaya bagh direng, plazmidde kodlanr ve beta-lakiamaz
inhibitorleri ile giderilebilir (8, 19, 20, 24). Baz stafilokoklar tasidiklann PBP1
ve PBP2lerin beta-lakiam antibiyotiklere zayif afinite gbstermeleri nedeni ile
metisilin direnci gosterirler. Bu tiir dirence ise "intermediate" direnc adi veril-
mektedir (4).

Stafilokoklarda metisilin ve buna bagl olarak difer beta-laktam antibiyo-
tiklere direncin dogru ve cabuk belirlenmesi wygun ledaviye baglanmasim, ayri-
ca pahali ve toksik tedavinin biiyik Olgiide Onlenmesini saglar. Ancak bu
direncin heterotipik olarak ortaya c¢ikmasi, duyarhilik deneylerinde kritik test
kosullanmin gerekinesi, rutin deneylerin giivenilirlifini azaltir. Bu nedenle meti-
siline direncin belirlenmesinde 6zel fizyolojik deney kogullarinda diliisyon, disk
difiizyon ve agar tarama gibi cesitli yontemler tarif edilmigtir. Metisilinin MIK
degerini siiratle belirleyebilen, MS-2 (Abbott laboratories), Autobac I (Organon
Technica), Vitek Automicrobic System (Vitek Systems Inc.) gibi olomasyon sis-
temleri geligtirilmis olmasina kargin, bu sistemlerie elde edilcn sonuclar giiveni-
lir bulunmamgtir (6, 15). Son yaymlarda DNA prob teknigi kullanarak
PBP2a'nm iiretimini saglayan kromozomal genin tayini, metisilinc direncin be-
lirlenmesinde en duyarh yoatem olarak belitlenmigtir. Ancak bu ydntem rulin
laboratuvarlarda uygulanamayacak, komplike bir yonlemdir (3).

Penisilinaza direncli penisilinler grubunda metisilin yamada nafsilin, oksa-
silin, kioksasilin, dikloksasilin ve flukloksasilin bulunur. Metisilin direncinin
belirlenmesinde in-vitro aklivitelexi birbirinin ayn: olmas: nedeni ile, metisilinin
yamisira oksasilin veya nafsilin kullanilabilir. Ancak nafsilinin kan ve kan firiin-
lii besiyerlerinden etkilenmesi ve melisilinin laboraluvar kosullarinda hizla akii-
vite kaybetmesi gibi nedenlerle, duyarhlik deneylerinde stabilite yoniinden gok
daha gii¢lii olan oksasilin tercih edilir {6, 21}.

Bu calismanin amaci MRSA suglarimin belirlenmesinde kullanilan mikrodi-
liisyon, disk difiizyon ve agar tarama yOntemlerinin birbirine uyumlarim ve en
duyarh olan ydntemi belirlemek ve Istanbul Tip Fakiiltesinde MRSA suglarinin
sikligm saptamaktir.

GEREC VE YONTEM

Istanbul Tip Fakiiltesi kliniklerinden 1992 yilinda génderilen cesitli klinik
drneklerden izole edilen 113 S.aureus sugunda oksasilin direnci iig ayn ybatem-
¢ aranmugtir.

1. Mikrodiliisyon yontemi: Bu amagla NCCLSm énerdigi yontem uygulan-
migtir (21). S.gureus suglannm katyoa ildveli Mueller-Hinton buyyonundaki 10
cfu/mllik siispansiyonu ve oksasilinin 0.25-256 ug/m) konsantrasyonlari kulla-
milmigiir. 35°Cde 24 saatlik inkiibasyondan sonra iireme saplanmayan ilk gu-
kurdaki konsantrasyon (MIK) kaydedilmigtir. Oksasilinin MIK'u =2 pg/ml
olarak bulunan suslar duyarli, z4 pg/ml olarak bulunan suglar ise direngli ola-
rak yormmlanmistir.
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2. Disk difiizyon yéntemi: 'Dencyde % 4 NaCl igeren, pH 7.2 olan Muel-
ler-Hinton agar, 1 pg oksasilin iceren kagi diskler ve 10 cfu/mllik bakteri
siispansiyonlart kullanilmigtir. 35°C’de 24 saatlik inkiibagyondan sonra inhibis-
yon zon gaplar1 dlgiilmistir. Inhibisyon zon caplann =13 mm olanlar duyarly,
11-12 mm olanlar orta duyarli ve =10 mm olanlar direncli olarak yorumian-
mgtir (22).

3. Agar tarama ydntemi: % 4 NaCl ve 6 pg/ml oksasﬂm iceren Muelier-
Hinton agar, Petri kutularma 4 mm kalmlikta dokiilmiig ve 107 cfu/m!lik bakte-
ri siispansiyonundan 1 pl alnarak nokta inokiillim yapilmustir. 35°Cde 24
saatlik inkilbasyondan sonra, bir tek koloni iiremesi bile, metisilin. direncinin
gostergesi olarak kabul edilmistir (6, 9, 25).

BULGULAR

Mikrodiliisyon yontemi ile suglarm % 73.5'inin oksasiline duyarli, % 26.5’
inin direngli oldugu belirlenmis ve oksasilinin denenen suglara MIKso degeri
0.25 pg/ml olarak bulunmusgtur (Tablo 1).

Tablo 1. Oksasilinin 113 S.aureus suguna karsi belirlenen MIK degerleri.

MIK (ugml) 025 05 1 2 4 8: 6 128 25

Sugsayis 67 10 4 29 2 - 1 - 21
. Direng simri

Disk difiizyon yontemi ile suglarm % 71.5'inin oksasiline duyarh, % 0.9'u-
nun orta duyarli ve % 27.5inin direngli oldugu belirlenmigtir (Tablo 2).

Tablo 2. 113 S.aureus sugunun disk difiizyon yontemi ile oksasiline kargt belirlenen
inhibisyon zon caplari.

x

inhibisyon zon

gaplart (mm) 0 8-10 i 11-12 | 13 14-17 18 19
Sug sayist 28 3 éI 1 ‘ - 15 _ 6 60
~
: Direncli 7/ Duyarh

Agar tarama yoniemi ile, suslarin 83 (% 73.5) oksasiline duyarh, 30 (%
26.5) direngli bulunmusgtur,

Her ii¢ yontem ile elde edilen bulgular kargilagtinldiginda, mikrodiliisyon
ve agar tarama ybntemleri ile elde edilen sonuglar duyarlibk ve dzgiillik yo-
niinden®birbiri ile % 100 uyumlv bulunmugtur. Mikrodiliisyon ve agar tarama
yontemleri ile 83 sug, disk difiizyon yonteminde ise 81 sus oksasiline duyarh
olarak bulundugundan, disk difiizyon yonteminin diger iki yonieme gore duyaz-
il % 100, dzgiilliagi % 97.5dir.

NCCLS’e gire oksasilinin MIK'n 2 pg/ml olan suglar duyarly, 4 pg/ml olan
suglar direnglidir. Bu calbigmada dort sug igin oksasilin MIK degerinin 2-4
ug/ml oldugu belirlenmisti. Bu ya bir borderline ya da intermediate direncin
gistergesidir. Bu dort sugdan biri disk difiizyon yontemi ile de metisiline orla
duyarh bulunmugtur. Bu susun beta-laktamaz inhibitérli penisilin tiirevlerine
duyarli bulunmasy, direncinin agin beta-laktamaz iiretimine bagli borderline di-

reng oldugunu gbdstermistir. Diger {ic sus ise imermediate direngli suslar olarak .

yorumlanmisgtir,
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TARTISMA

S.aureus suglarmda metisilin direncini belitlemede yararlamilan ii¢ yoéntem
kargilastmldignda, mikrodilisyon ve agar tarama yontemlerinin % 100 oranin-
da uyumlu sonug verdigi belirlenmistir. Disk difizyon yonteminde ise direncin
% 1.9 oraninda daha yiiksek bulundugu saptanmigtir. Mikrodiliisyon ve agar ia-
rama yontemleri birbirine tam uyan sonuglar verdiginden, disk difiizyon yonte-
mine oranla daha duyarh yontemler olarak degerlendirilmigtir. Bir klinik
mikrobiyoloji laboratuvarinda yontemlerde duyarhilign yanisira pratik olma 8-
zelligi de aranir. Bu zellik yéniinden mikrodilisyon ve agar tarama yontemleri
kargilagtirilirsa, agar tarama yontemi daha pratik olmas: nedeni ile metisilin di- -
rencinin belirlenmesinde dnerilebilir bir ydntem olarak goriilmektedir. Ancak bu
yontemin wygulanmasimda, antibiyotikli besiyerinin stabilitesine dikkat edilmeli-
dir. '

S.aureus suglarindaki metisiline direng oranlar: hastaneden hastaneye ve di-
rencin belirlenmesinde uygulanan yontemlere bagh olarak farkliliklar goster-
mektedir (Tablo 3).

Tablo 3. Cesitli galigmalarda S.auzeus suglarinda belirlenen metisilin direnci.

Kaynak %
Akalin ve ark. (Ankara-1987) (1) 48
Fidalgo ve ark. (Ispanya-1987) (12) 13.9
Baykal ve ark. (Ankara-1988) (4) 28
Ertugrul ve ark. (Ankara-1988) (11) 30
Toreci ve ark. (Istanbul-1988) (27) 317
Lewis ve ark. (Ingiltere-1988) (18) 24.1
Ozsan ve ark. {Ankara-1989) (23) . 28
Giirler ve ark, (Istanbol-1989) (13) 59
Kiksal ve ark, (Trabzon-1990) (17) 13
Unal ve ark. (Ankara-1990) (28) 37
Akgiil (Istanbul-1990) (2) ) . 317
Benzonana ve ark. (Istanbul-1991) (5) 1.5
Bu galigma (Istanbul-1992) 26.5

istanbul Tip Fakiiltesi'nde yapilan ii¢ ayn ¢aligmann bulgulars kargilagtnl-
diginda; bu galigmada belirlenen metisilin direnci (% 26.5), 19884e yapilan ve
aym orammn % 31.7 olarak belirlendigi aragirmanm sonucu ile oldukga uyumlu
bulonmustur. 1989'da saplanan yitksek metisilin direncine (% 359) karsilik,
1992°de bu oranm diigiik bulunmasi (% 26.5), hastane infeksiyonu kontreliine i-
liskin calismalanin 1990 yihndan baglayarak yayginlagtirilmasina baglanabilir.
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