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METISILINE DIRENGLI STAPHYLOCOCCUS AUREUS KLiNiK iZOLATLARININ HIZLI BELIRLENMESI iCiN StaResMet " iN
PERFORMANSININ DEGERLENDIRILMESi
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Metisilin direncinin hizh ve dogru tespiti, Staphylococcus aureus ile gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde énemli bir asamadir. Bu
calismada, Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan temin edilen S. aureus izolatlarinda metisilin
direncinin hizl tespiti igin StaResMet' kiti (AYCMED Medikal ve Tibbi Cihazlar San. ve Tic. A.S., Samsun, Tiirkiye) degerlendirilmistir.
Tiir diizeyinde tanimlamalari MALDI-TOF (Becton Dickinson, BD) ile yapilarak segilen 290 adet S. aureus izolati, StaResMet' kiti ile
metisilin direnci agisindan test edilmistir. Calismada referans yéntem olarak CLSI tarafindan énerilen sivi mikrodiliisyon (SMD)
yéntemi kullanilarak sefoksitin minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) belirlenmistir. Test yéntemleri es zamanl olarak, ayni
bakteriyel inokulumlar kullanilarak gerceklestirilmistir. Kalite kontrol igin S. aureus ATCC 29213 (metisiline duyarli) ve S. aureus ATCC
43300 (metisiline direncli) suslari kullanilmistir. CLSI kriterlerine gére MIK <4 ug/ml olan suslar, metisiline duyarl;; MiK =8 ug/mi olan
suslar ise metisiline direngli kabul edilmistir. StaResMet’ ile tiim izolatlarin inkiibasyonun altinci saatinde duyarliik sonuglari
belirlenmis ve SMD ile 20 saatin sonunda elde edilen duyarlilik sonuglari ile karsilastirilmistir. StaResMet' kiti ile alinan duyarlilik
sonuglari, SMD ile kategorik olarak 100 % uyumlu bulunmustur. Referans yéntem ile StaResMet' kit arasinda temel uyum orani
98.27 % olarak saptanmistir. Her iki yontem arasinda da kiigiik, biiyiik veya ¢ok bliiyiik uyumsuzluk bulunmamistir. StaResMetQ,
metisiline direncgli Staphylococcus aureus’un saptanmasinda hizli, kullanimi kolay, giivenilir bir kolorimetrik ilag duyarhlik kiti olup,
klinik uygulamalarda kullanilma potansiyelinin yiiksek oldugu diisiiniilmdistiir.

Anahtar kelimeler: kolorimetrik yontem, metisilin direnci, Staphylococcus aureus, StaResMet”
ABSTRACT

Performance Evaluation of StaResMet® for Rapid Identification of Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
Clinical Isolates

Rapid and accurate detection of methicillin resistance is an important step in the treatment of Staphylococcus aureus infections. We
evaluated StaResMet® kit(AYCMED Medical and Medical Devices Industry and Trade Inc. Samsun, Turkey) for rapid detection of
methicillin resistance in Staphylococcus aureus isolates obtained from Akdeniz University Hospital Central Laboratory culture
collection. Species-level identification was performed with MALDI-TOF (Becton Dickinson, BD) and selected 290 S.aureus isolates
were tested for methicillin resistance with a StaResMet® kit. In the study, the minimum inhibitory concentration (MIC) of cefoxitin
was determined by using the broth microdilution (BMD) method recommended by CLSI as the reference method. Test methods were
performed simultaneously using the same bacterial inoculum. S. aureus ATCC 29213 (methicillin-susceptible) and S. aureus ATCC
43300 (methicillin-resistant) strains were used for quality control. Strains with MIC <4 ug/ml according to CLSI criteria were
methicillin sensitive; Strains with MIC >8 ug/ml were considered methicillin resistant. Susceptibility results of all isolates were
determined at 6" hour of incubation with StaResMet® and compared with BMD susceptibility results obtained at the end of 20
hours. The susceptibility results obtained with the StaResMet® kit were found to be 100% compatible with BMD. The essential
agreement between the reference method and the StaResMet® kit was 98.27%. There is no minor, major or very major discrepancy
between both methods. StaResMet® is a rapid, easy-to-use and reliable colorimetric drug susceptibility kit for the detection of
methicillin-resistant S. aureus and was considered to have a high potential to be used in clinical applications.
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GiRiS

Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslari en yaygin hastane patojenleri arasindadir'®. Metisilin
direnci ilk olarak 1961'de stafilokokal beta-laktamaz tarafindan yikima direngli ilk penisilin olan metisilin piyasaya
suriildikten kisa bir sire sonra rapor edilmistir. Metisilinin kesfi dnemli bir gelismedir, ¢linkii S. aureus'un birgok
hastane izolati 1950'lerde beta-laktamaz Uretimi yoluyla penisiline direngli hale gelmi§tir(5). Mevcut tim antibiyotik
siniflarina  karsi ortaya c¢ikan diren¢ nedeniyle MRSA’'nin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisi giderek
zorlagmaktadlr(lz). S. aureus genellikle birden fazla sinif antibiyotige ayni anda direng gostermekte olup MRSA
izolatlarinin metisiline duyarli S. aureus (MSSA) izolatlarina kiyasla diger antibiyotiklere de daha direngli oldugu
gézlenmi§tir(15). Stafilokoklarda metisilin direnci, metisilin direncinden sorumlu olan mecA geni tarafindan kodlanan ek
bir penisilin baglayici protein olan PBP2a nedeniyle ortaya ¢cikmaktadir. Metisilin direncinin diger bir 6zelligi, farkl
direng seviyelerine sahip heterojen dogasidir. Cogu klinik izolat, rutin Greme kosullari altinda heterojen bir yapi
géstermektedir(z). MRSA'nin kiiresel yayilimi ve sinirh tedavi segenekleri g6z 6nune alindiginda, enfeksiyonunun
etiyolojisinin hizli belirlenmesi 6nemlidir. Glinimuzde amplifikasyona dayali yontemlerle ve spesifik gen bélgelerini
tespit eden prob temelli yontemlerle MRSA saptanabilmektedir. Bu molekiler teshis sayesinde, diinya capinda MRSA
enfeksiyonlarinin tedavisi 6nemli Olclide iyilesmi§tir(16). Ancak bu molekiiler yontemlerin uygulanmasi pahalidir ve
teknik ekipman kullanimi gerektirmektedir. Dolayisiyla her laboratuvar tarafindan kolaylkla uygulanamamaktadir.
MRSA’nIn saptanmasi igin bir diger alternatif ise kiltiir temelli konvansiyonel yontemlerdir. Sefoksitin ve oksasilinin
minimum inhibisyon konsantrasyonunu (MiK) belirlemek icin sivi mikrodiliisyon yéntemi (SMD), sefoksitin disk
diflizyon testi ve oksasilin salt agar tarama testi Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan 6nerilen
yontemlerdir. Bu kiltir temelli duyarlihk ydntemlerinin sonuglanmasi igin 16-24 saatlik bir inklbasyon siresi
gereklidir(l). Fakat, klltir temelli yontemler bazi kolorimetrik yontemler ile bir araya getirildiginde duyarhlik sonuglari
daha kisa stirede alinmaktadir. StaResl\/Iet@(AYCMED Medikal ve Tibbi Cihazlar San. ve Tic. A.S., Samsun, Tirkiye),
S.aureus klinik izolatlarinda 6 saat icerisinde metisilin direncini tespit eden, hizli, kolorimetrik kaltir temelli bir ilag
duyarhlik kitidir. Bu test, kit iceriginde bulunan rezasurinin, canl hiicrelerin metabolizmasi sonucu rezafurine
déniismesine bagli olarak gelisen renk degisiminin élglimiinii esas almaktadir. Bu sayede, MiK degeri gdzle gériinir
bulanikligin  degerlendirmesine dayanan sivi mikrodilisyon gibi referans yontemlere gére daha erken
tanimlanabilmektedir. Bu da StaResMet  ile identifikasyonla ayni giin igerisinde metisilin direncinin saptanabilmesi ve
klinisyene erken bildirim yapilabilmesi icin avantaj saglamaktadir.

Bu ¢alismada, StaResMet kitinin metisilin direncini belirlemedeki performansi degerlendirilmistir.

GEREG VE YONTEM

Bakteriyel izolatlar: Bu ¢alismada Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan temin
edilen ve tur diizeyindeki tanimlamalari MALDI-TOF MS yontemi ile (Bruker Daltonik, Almanya) ile yapilan 290 adet
S.aureus izolati test edilmistir. Kontrol olarak S. aureus ATCC 29213 (metisiline duyarli) ve S. aureus ATCC 43300
(metisiline direngli) suslari kullanilmistir.

Antimikrobiyaller ve Kimyasallar: Sefoksitin antibiyotigi ticari toz seklinde satin alinmistir (Sigma- Aldrich C4786,
Almanya). Distile su icerisinde ¢ozdirilerek 4096 pg/ml stok soliisyonlari hazirlanmis ve kiglk hacimler halinde -80°C’
de ¢alisma giiniine kadar saklanmistir.

Besiyerleri: Calismada ticari olarak satilan katyon ayarli Mueller-Hinton sivi besiyeri (KAMHB) (Becton Dickinson, ABD).
SMD mikroplaklarinin hazirlanmasinda kullaniimistir. Bakteriler kanh agar besiyerlerinde (Becton Dickinson, ABD)
cogaltilmistir. Besiyerleri liretici firma 6nerilerine gére hazirlanmustir.

Bakteri inokulumlari: Her iki test yéntemi icin de kanli agarda iiremis taze bakteri kiltiirleri kullanilmistir. Bakteri

inokulumlari dogrudan koloni siispansiyonu ydntemi ile hazirlanmistir. inokulumlar, serum fizyolojik iginde 0.5
McFarland bulanikligina gore ayarlanmistir. Her iki ydntem igin de ayni bakteri inokulumlari kullaniimistir.
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SMD Yoéntemi: SMD icin test edilecek sefoksitin konsantrasyonlari CLSI tarafindan belirtilen sinir degerlere gore
ha2|rlanm|§t|r(1). Sefoksitin antibiyotigi KAMHB icerisinde seyreltilmistir. iki kat seri dilisyonu yapilarak finalde 16-0.5
pug/ml arasinda degisen alti farkli konsantrasyon araliginda olacak sekilde 96 kuyucuklu U-tabanh mikroplaklara
eklenmistir. Hazirlanan plaklar kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmistir. Kullanmadan 6nce oda sicakligina gelmesi
saglandiktan sonra test uygulanmistir. Uygulanan her test plaginda Greme kontrol kuyucugu bulundurulmus ve son
kuyucuklar sterilite kontrol kuyucugu olarak birakilmistir (negatif kontrol).

Bulanikhgl 0.5 McFarland’a ayarlanan bakteri slispansiyonu, KAMHB ile 1:100 diliisyonu yapilarak sterilite kuyucugu
harig tiim kuyucuklara 100 pl olacak sekilde inokiile edilmistir. Plaklar 35°C + 2°C’de 16-20 saat inkiibe edilmistir.
inkiibasyon sonunda gozle goériilebilen bir Giremenin olmadigi, en diisiik antibiyotik konsantrasyonu, MiK degeri olarak
kaydedilmistir. CLSI kriterlerine gére sefoksitin MiK degeri <4 ug/ml olan suslar metisiline duyarli, MiK 28 pg/ml olan
suslar ise metisiline direncli olarak kabul edilmistir(l).

StaResMet  Kiti: StaResMet test kiti Uretici firmanin talimatlarina gore kullanilmistir. ilk olarak, soliisyon 1’den tiim
kuyucuklara 100 pl eklenmistir. Hazirlanan bakteri siispansiyonlarindan 5 pl direkt test kuyucuklarina inokiile
edilmistir. inokiilasyonun ardindan plaklar 37°C’de 5 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi plaklar etiivden
alinarak tim kuyucuklara 15 ul soliisyon 2 (mavi renkli indikatér soliisyonu) ilave edilmistir. indikatér ilavesi
sonrasinda plaklar kit prospektiisine uygun olarak 37°C’'de 1 saat daha inkiibe edilmistir. Bdylece, testin
baslangicindan 6 saat sonra test degerlendirilmistir. Ureme kontrol kuyucuklarinda indikatdriin renginin maviden
pembeye déniismesi test siirecinin gecerli oldugunu gdstermis, gegerli testlerde MiK degeri renk degisikliginin
gorilmedigi son kuyucuktaki ilag konsantrasyonu olarak rapor edilmistir.

Sonuglarin Degerlendirilmesi
Sonuglar FDA kriterlerine gore analiz edilmistir(s). Analizde kiiglk, buyik veya ¢ok biliylik uyumsuzluk ile kategorik ve
temel uyum oranlari karsilastirmali olarak belirlenmistir.

BULGULAR

Referans SMD yontemi ile test edilen 290 S.aureus izolatinin 156’sinin MRSA, 134’Gnin MSSA oldugu
belirlenmistir. StaResMet test kiti ile elde edilen MiK degerleri, referans SMD yontemi sonuglari ile karsilastiriimigtir.
izolatlarin SMD ve StaResMet yontemi ile elde edilen MIK degerlerine gére dagihmlari Tablo’da verilmistir.
StaResMet  kiti ile bazi izolatlarda daha diisiik MIK degerleri elde edilmesine karsin, her iki test ile elde edilen
duyarhlik kategorilerinin ayni oldugu goézlenmistir. FDA kriterlerine gore analiz edildiginde; referans yontem ile
StaResMet " kiti arasinda kategorik uyum orani 100%, temel uyum orani %98.27 olarak belirlenmistir. Her iki yontem
arasinda da kdiguk, biyilik veya ¢ok buylk uyumsuzluk bulunmamistir.

Tablo. MRSA ve MSSA izolatlarinda sivi mikrodilisyon ve StaResMet " kiti
ile elde edilen MiK degerlerinin dagilimi.

izolatlar MiK Swi Mikrodiliisyon  StaResMet

(ng/ml) (n) (n)

>16 153 121

MRSA (n=156) 16 3 32
8 0 3

4 128 119

2 4 15
MSSA (n=134) 1 2 0
<0.5 0 0

30



K. Yildirim, Metisiline Direngli Staphylococcus aureus Klinik izolatlarinin Hizli Belirlenmesi igin StaResMet’ in Performansinin Degerlendirilmesi
TARTISMA

S. aureus'un klinik suglari arasinda metisilin direncinin tespiti, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
gerceklestirilen 6nemli bir islem olup bu amagla laboratuvarlarda genellikle disk diflizyon ve SMD yontemleri
kullaniimaktadir'™. Geleneksel kiiltiir temelli metotlarla da metisilin direncinin tespiti icin 16-24 saat gerekmektedir(l).
Ancak glinimizde BD GeneOhm™ MRSA (BD Diagnostics, San Diego, ABD), BD GeneOhm™ StaphSR (BD Diagnostics,
San Diego, ABD), Xpert™ (Cepheid, Sunnyvale, ABD), IsoAmp® Rapid Detection kit (BioHelix Corp., ulke/sehir) gibi
amplifikasyona dayali molekiler yontemlerle MRSA daha kisa slirede dogrudan saptanabilmektedir(g). Su anda, IDI-
MRSA/GeneOhm MRSA (BD Diagnostics, Franklin Lakes, ABD) ve GeneXpert MRSA (Cepheid, Sunnyvale, ABD) dabhil
olmak lizere, MRSA'y1 dogrudan klinik 6rneklerden saptamak i¢in FDA onayli ticari olarak temin edilebilen iki polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) temelli test yaygin olarak kullanilmaktadir. Kantitatif gercek zamanl PZR tabanli yontemlerin
kullanildigi her iki test de benzerdir, ancak dogrudan mecA'yl hedeflemez. Yanhs negatif ve yanls pozitif sonuglar
Uretmeleri ise her iki testin dezavantajlarldlr(g). PZR tabanl testler igin, S. aureus kromozomundaki sekans degisiklikleri
ve SCCmec elemanlarinin stabil kalmamasi zorluk teskil etmektedir™®. Bu ylizden daha dogru ve giivenilir sonuglar elde
etmek icin konvansiyonel yontemler ile PZR gibi molekiiler yaklasimlarin birlikte kullanilmasi gerektigi bazi ¢alismalarla
gt’)sterilmistir(lg). Ayni zamanda, molekiler testlerin pahali olmalari ve cihaz gereksinimleri nedeniyle bircok kigik
laboratuvar tarafindan kullanimlar kisitlidir. Bu durumda hem sire hem de maliyet agisindan kolorimetrik test
yontemleri olduk¢a uygun goriinmektedir. Nitrat rediktaz testi (NRT), rezasurin testi (REMA) ve bunlarin
modifikasyonlarini iceren kolorimetrik yontemler metisilin direncinin saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir®.

Hafez ve ark.”’ 100 izolatin metisilin direncinin tespiti icin sefoksitin (30 pg) disk difizyon ve REMA
uygulamistir. iki ydntem arasinda ¢ok yiiksek anlamhlik (P<0.01) bulmuslardir. Her iki test yéntemine gére, izolatlarin
%35’i MSSA, %65’I MRSA olarak belirlemislerdir. REMA’ya gére MRSA olarak belirlenen 65 izolatin 64 tanesinde mecA
saptamislardir. Onlarin ¢alismasinda, REMA sonuglari ayni zamanda PZR sonuglariyla da (mecA geni tespiti) cok yiiksek
anlamhhk (p<0.01) gostermistir. Coban(a) tarafindan yapilan calismada 275 S. aureus izolati NRT, REMA ve SMD ile
metisilin direncinin saptanmasi igin test edilmistir. NRT ve REMA, referans yéntem olan SMD ile karsilastirildiginda
sirasiyla kategorik uyum orani %100, temel uyum orani ise %99.6 olarak belirlenmistir. Her (i¢ test yontemi de mecA
geni agisindan PZR sonuglari ile tam uyumlu bulunmustur. Soysal ve Coban(M) tarafindan yapilan ¢alisma da ise
StaResMet " kiti ile elde edilen sonuglar standart yontem olan SMD testiyle tam uyumlu bulunmustur. StaResMet "
kitinin 6zgulluk, duyarhhk, pozitif ve negatif prediktif degeri %100 olarak belirlenmistir. Milletli Sezgin ve ark.™
tarafindan yapilan ¢ok merkezli calismada 217 MRSA, 252 MSSA izolat StaResMet " kiti ile test edilmistir. izolatlarin kit
ile belirlenen duyarhliklari; VITEK-2, BD Phoenix ve mecA PZR sonuglari ile tam uyumlu bulunmustur. Bu ¢alisma ayni
zamanda StaResMet  kitinin otomatize sistemlerle de yuksek uyumlu oldugunu géstermektedir. Calismamizda test
edilen izolatlarin metisilin direncinin molekiiler testler ve lateks aglitinasyon testleri ile dogrulanmamis olmasi
kisithligimiz olarak bildirilebilir.

Sonug olarak, StaResMet ™ kiti ile MRSA’nin 6 saat gibi kisa bir siire igerisinde saptanabiliyor olmasi,
kullaniminin kolay olmasi, sonuglarin yorumlanmasi icin ek bir cihaz veya uzmanlk gerektirmemesi, raf Gmrinin uzun
olmasi, referans yontemlerle uyumlu olmasi klinikte kullanimi icin 6nemli potansiyeli oldugunu géstermektedir.
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