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Staphylococcus aureus Suslarinda Sodyum Klorurlt Mueller Hinton Agar
Kullaniminin Metisilin Direncini Saptamadaki Etkinligi

Emel CALISKAN?, Cihadiye Elif OZTURK?, idris SAHIN2

OZET

Staphylococcus aureus suslarindaki artan metisilin direnci nedeniyle bu suslarin saptanmasi cok 6nemlidir. Bu calismada
%4 NaCl iceren Mueller Hinton agar (MHA)’in metisilin direncini saptamadaki etkinligi arastirilimistir. Mart-Ekim 2011
tarihleri arasinda Duizce Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na, servis ve poliklinik hastalarindan
gonderilen Orneklerde Ureyen 100 S. aureus susu calismaya dahil edilmistir. Metisilin direncini saptamak igin
laboratuvarimizda, MHA’a besiyerini hazirlama asamasinda %4 oraninda NaCl eklenerek ve NaCl eklemeden
hazirlanmis besiyerleri steril petri kaplarina 4 mm kalinhginda dokilmstir. Bakteri stispansiyonulari plaklara ekildikten
sonra 1 ug’lik oksasilin diski yerlestirilerek inkilbe edilmistir. Suslardan iki tanesi NaCI’li MHA’da metisiline duyarli
olarak saptanirken, NaCl icermeyen MHA’da metisiline orta diizeyde duyarli olarak bulunmustur. S. aureus suslarinda
metisilin direncini fenotipik olarak tespit etmede %4 NaCl’li MHA kullaniminin NaCl icermeyen MHA’dan daha etkin
oldugu sonucuna varilmistir.
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The Effectiveness of Using Mueller Hinton Agar Containing Sodium Chloride in
Staphylococcus aureus Strains on the Detection of Methicillin-Resistance

ABSTRACT

Detection of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains is very important. In this study,he effectiveness
of Mueller-Hinton agar containing 4% NaCl (MHA) on the detection of methicillin resistance has been investigated.
100 S. aureus strains isolated between March-October 2011 were tested in Laboratory of Medical Microbiology, Diizce
University Faculty of Medicine from samples of service and polyclinic patients. To detect the methicillin-resistance,
MHA both prepared by adding 4% NaCl and NaCl-free poured into the plates of 4 mm thickness. Bacteria suspensions
were inoculated plates and 1 mcg oxacillin disk placed. Two strains were found to be methicillin-susceptible in Mueller-
Hinton agar containing 4% NacCl, but found to be intermediate susceptible to methicillin in NaCl-free MHA. It is
concluded that detection of methicillin resistance in S. aureus strains by using Mueller-Hinton agar containing 4% NaCl
is more effective than NaCl-free MHA phenotipically.
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GIRIS

Stafilokoklar genellikle deri ve mukozalarin normal flora bakterileri olup firsatci infeksiyonlara neden olabilmektedir
(1). Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA), 1961 yilinda ilk olarak saptandiktan sonra hastane ve toplum
kaynakli infeksiyonlarin énemli bir etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir (2). Bu nedenle direncli suslarin dogru bir
sekilde tespit edilmesi, tedaviyi belirlemede énem arz etmektedir. Metisilin direncini saptamak icin mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda %4 NaCl iceren Mueller Hinton agar (MHA) ve NaCl icermeyen MHA’da yapilan oksasilin disk
difuzyon yontemlerinin yanisira oksasilin-tuz agar tarama, oksasilin mikrodiltsyon, sefoksitin disk difiizyon ve sefoksitin
mikrodilisyon, PBP2a lateks aglttinasyon yontemleri kullanilabilmektedir (3-6). Bu calismada, oksasilin disk diftizyon
yonteminin, %4 oraninda NaCl eklenerek hazirlanmis MHA’da uygulanmasinin, S. aureus suslarindaki metisilin
direncinin saptanmasi tzerine etkisi arastiriimistir.
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GEREC VE YONTEM
Calismaya, Mart-Ekim 2011 tarihleri arasinda Dizce
Universitesi Tip  Fakiltesi Tibbi  Mikrobiyoloji

Laboratuvari’na, servis ve poliklinik hastalarindan
gonderilen érneklerde Ureyen 100 S. aureus susu dahil
edilmistir. %5 kanh agar (HiMedia, India)’da, normal
atmosfer kosullarinda ve 37°C’de inkiibe edildikten sonra
Ureyen bakteriler konvansiyonel yéntemlerle (Gram
boyama, katalaz, tlipte koagilaz) tiplendirilmistir. Metisilin
direncini saptamak icin MHA’a (HiMedia, India),
hazirlama asamasindayken %4 oraninda NaCl eklenerek ve
NaCl eklemeden iki ayri sekilde hazirlanan besiyerleri petri
kaplarina 4 mm kalinhginda dékulmustar. 0.5 McFarland
yogunlugunda bakteri suspansiyonu plaklara ekildikten
sonra 1 pg’hik oksasilin (Bioanalyse, Tirkiye) diski
yerlestirilip, 35°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. S. aureus
suslarinda < 10 mm, duyarlilik zonu olusmasi metisilin
direnci olarak degerlendirilmistir (7). Zon capina gore
yontemler arasinda duyarlilik farki saptanan suslar VITEK
2 Compact sistemi (bioMerieux, Fransa) ile
degerlendirilmistir.

istatistiksel Analiz

Veriler say! ve ylzde olarak belirtilmis olup, yontemler
arasindaki farkin istatistiksel analizi ki-kare testi
kullanilarak yapilmistir.

BULGULAR

Calismaya cesitli klinik 6rneklerden elde edilen 100 S.
aureus susu dahil edilmistir. Suslardan iki tanesi NaCl’lu
MHA’da metisiline duyarl olarak saptanirken, NaCl
icermeyen MHA’da metisiline orta diizeyde duyarli olarak
(11 mm) bulunmustur. Yéntemlerden birisi duyarli iken
digerinin direncli oldugu sus tespit edilmemistir. VITEK 2
Compact sistemi ile yapilan antibiyogramda ise disk
diflizyon yontemi ile metisiline orta diizeyde duyarli
saptanan suslarin duyarli oldugu gérilmastir. Bakterilerin
farkh besiyerlerindeki metisiline diren¢ durumlari Tablo
1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Staphylococcus aureus suslarinin farkl
besiyerlerindeki metisiline duyarlilik durumlari (n=100)
(MHA=Mueller Hinton Agar)

NaCl'siz MHA
NaCl'lu MHA Duvarli | Orta duvarli | Direncli
Duyarls 67 2 =
Orta duvarhs 1 - i
Direncli - - 30
TARTISMA

Son yillarda, bakterilerde antibiyotiklere karsi artan direng
oranlari nedeniyle, direnci saptamak ve yeni antibiyotikler
gelistirmek dnemli bir sorun haline gelmistir. S. aureus
suslarindaki penisilin direnci nedeniyle beta-laktamazlara
direncli yari sentetik penisilinler (metisilin, oksasilin,
nafsilin) gelistirilmis ancak kisa siire sonra MRSA suslari
gorilmeye baslanmistir (8). Aridogan ve ark., 2002 yilinda
yaptiklari calismada izole edilen 144 S. aureus susunun

59’unu (%41) metisiline direncli olarak bulmuslardir (9).
Diindar ve ark., 2005-2007 yillari arasinda izole edilen 936
susun  215%Iini (%23) metisiline direncli olarak
saptamislardir (10). Yine Tlrkdagi ve ark., 2007-2009
yillari arasinda kan kiltlrlerinde Greyen 287 S. aureus
susunun 122’sini (%42.5) metisiline direncli olarak
belirlemislerdir (11). Calismamizda ise S. aureus suslarinin
%30’u, her iki besiyeri ile yapilan disk diflizyon
yoénteminde metisiline direncli olarak bulunmustur. Yillara
gore degismekle birlikte metisiline diren¢ oranlarindaki
yukseklik nedeniyle direncin dogru tespit edilmesi ve yeni
antibiyotiklerin kullanimi dnem tasimaktadir.
Laboratuvarlarda  cesitli ~ yontemler  uygulanarak,
stafilokoklardaki metisilin direnci dogru olarak saptanmaya
calisiimaktadir. Shariati ve ark, S. aureus suslarindaki
metisilin direncini saptamada kullanilan yontemlerden,
oksasilin E-test yonteminin duyarlihdini %100, oksasilin
agar taramanin %98, oksasilin disk diflizyon yonteminin
%95 olarak bulmuslardir (12). Bu sonuclara gére, metisilin
direncini saptamada en iyi fenotipik yontem oksasilin E-
test olmakla birlikte, disik maliyeti nedeniyle, oksasilin
agar taramanin uygulanabilir bir yéntem oldugunu
bildirmislerdir. Vural ve ark calismalarinda MRSA
tanisinda, oksasilin disk diflizyon, sefoksitin disk diflizyon,
oksasilin agar tarama ve PBP2a lateks aglitinasyon
testlerinin duyarhhklarini %100 ve dzgullikleri sirasiyla
%100, %100, %100 ve %97 olarak bulmuslardir (13).
Sevgican ve ark., 100 S.aureus ve 100 koagllaz negatif
stafilokok  (KNS)  susuyla vyaptiklari  ydntem
karsilastirmasinda S. aureus suslarinda, oksasilin ve
sefoksitin disk diflizyon ve E-test sonuglarinin mecA ile
uyumlu oldugunu KNS suslarinda ise sefoksitin E-testi
disindaki testlerinin  mecA ile uyumlu oldugunu
gérmuslerdir (14). Tum bu ¢alismalarda oksasilin disk
difizyon ydnteminin duyarliliginin yiksek oldugu
gorulmastir. Calismamizda ise metisilin direncini
saptamak icin laboratuvarlarda rutin antibiyogramlarda
kullanildigi icin uygulama kolayligi olan besiyerleri
degerlendirilmis ve NaCl’lu MHA’da bir, NaCl icermeyen
MHAda iki S. aureus susu metisiline duyarli oldugu halde
orta derecede duyarl olarak bulunmustur. istatistiksel
olarak iki besiyeri de metisilin direncini benzer oranda
saptamakla birlikte NaClI’li MHA’nin  metisilin
duyarlihgini daha dogru bir sekilde gosterdigi tespit
edilmistir. CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute)’de metisilin direncini gostermede S.aureus ve
KNS suslari icin disk diflizyon yénteminde sefoksitin
diskinin kullaniimasi  &nerilmektedir (15). Ancak
laboratuvarlarda BORSA (sinirda oksasilin direnci) tanisini
fenotipik olarak belirlemek icin oksasilin ve sefoksitin
diskleri birlikte de@erlendirilmekte ve oksasiline orta
derecede duyarh iken sefoksitine duyarli olmasi susun
BORSA olabilecegini distindlirmektedir. Calismamizda iki
sus VITEK 2 Compact sistemi ile metisiline duyarh olarak
saptandi§i halde NaCl icermeyen besiyerinde oksasilin
diski ile yapilan disk diflizyon yénteminde orta derecede
duyarli olarak bulunmustur. Laboratuarimizda rutin olarak
iki disk birlikte kullanthyor olsaydi bu suslarin yanhslkla
BORSA oldugu disunilebileceginden  tedavide
kullanilacak antibiyotikleri etkileyebilecek ya da taniyi
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dogrulamak icin maliyeti ylksek testlerin yapilmasina
sebep olabilecekti. Bu nedenle CLSI’nin Onerilerinde
olmamasina ragmen BORSA suslarini da saptamak isteyen
laboratuvarlarda NaCIl’li MHA’da oksasilin ve sefoksitin
diskinin birlikte kullanilmasinin uygulamasi kolay bir
yoéntem oldugu distnulmustar.

Sonug olarak, stafilokoklarda saptanan yiiksek metisilin
direnci nedeniyle, tedavinin belirlenmesi icin uygun tarama
testlerinin yapilmasi gerektigi, S. aureus suslarinda
metisilin direncini fenotipik olarak tespit etmede rutin
uygulamalarda kolaylikla kullanilabilen NaClI’li MHAnin
etkinliginin yuksek oldugu ve bu konuda daha fazla sayida
susla yapilabilecek calismalarin &nemli olabilecegi
dustnulmastar.
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