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Staphylococcus aureus izolatlarinda Metisilin Direncinin Hizli
Tespitinde StaResMet®in Degerlendiriimesi

Evaluation of StaResMet® for Rapid Detection of Methicillin Resistance in Clinical

Isolates of Staphylococcus aureus

Mehtap Soysal, Ahmet Yilmaz Coban

Ondokuz Mayis Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Samsun, Tiirkiye

Ozet

Amac: Calismada, Staphylococcus aureus izolatlarinda metisi-
lin direncinin hizli tespitinde yeni bir kolorimetrik test kiti olan
StaResMet® (AYCMED Medikal ve Tibbi Cihazlar San. ve Tic.
A.S., Samsun, Turkiye)'in degerlendirilmesi amaclanmistir.
Yontemler: Metisilin direncini belirlemede Clinical & Labora-
tory Standards Institute (CLSI) Onerileri dogrultusunda mik-
rodiliisyon yontemi uygulandi. StaResMet® kitinin ve VITEK®
2 Compact (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) otomatize sis-
teminin calismasi Uretici firma Onerileri dogrultusunda yapil-
di. Testlerin karsilastirilmalari icin mikrodillisyon testi referans
olarak kabul edildi. Kalite kontrol suslari olarak S. aureus ATCC
29213 (metisiline duyarh) ve ATCC 43300 (metisiline direngli)
kullanildi. CLSI kriterlerine gore sefoksitinin minimum inhibitor
konsantrasyonu >8 pg/ml olan suslar metisiline direncli olarak
kabul edildi.

Bulgular: 277 izolattan 118 S. aureus izolati metisiline direncli,
159 izolat metisiline duyarl bulunmustur. 118 S. aureus izolati
VITEK® 2 Compact otomatize sistemi, sivi mikrodillisyon yonte-
mi ve StaResMet® kitiyle yapilan duyarlilik testleriyle metisiline
direncli olarak saptanmistir. 159 izolat ise her l¢ yontemle de
metisiline duyarli bulunmustur. Buna gore StaResMet® testinin
ozgulluk, duyarhlik, pozitif ve negatif prediktif degerleri %100
olarak belirlenmistir.

Sonuclar: StaResMet® kiti metisiline direngli S. aureus
(MRSA)'nin hizl tespiti icin bir kullanim potansiyeline sahiptir.
Klimik Dergisi 2017, 30(2): 64-7.
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Abstract

Objective: The aim of this study is evaluation of StaResMet®
(AYCMED Medikal ve Tibbi Cihazlar San. ve Tic. A.S., Samsun,
Turkey) as a new colorimetric test kit for rapid detection of the
methicillin resistance in Staphylococcus aureus isolates.
Methods: Methicillin resistance was determined by the microdi-
lution method according to Clinical & Laboratory Standards Insti-
tute (CLSI) recommendations. The StaResMet® kit and VITEK® 2
Compact (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) automated system
were used according to the recommendations of the manufac-
turers. The broth microdilution test was considered as reference
method for the comparison of the tests. S. aureus ATCC 29213
(methicillin-susceptible) and ATCC 43300 (methicillin-resistant)
were used as quality control strains. Isolates were accepted as
resistant to methicillin if they had a cefoxitin minimum inhibitory
concentration of >8 pg/ml according to the CLSI criteria.
Results: It was found that out of 277 isolates, 118 S. aureus
isolates were methicillin-resistant and 159 were susceptible to
methicillin. It was determined that 118 S. aureus isolates were
resistant to methicillin by the broth microdilution method, VI-
TEK® 2 Compact and StasResMet® kits. 159 isolates were sus-
ceptible to methicillin by three methods. According to these
results, specificity, sensitivity, positive and negative predictive
values of StaResMet® kit were 100%.

Conclusions: StaResMet® kit has a potential use for rapid detec-
tion of methicillin-resistant S. aureus (MRSA).
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Giris

Staphylococcus aureus, Ozellikle de metisili-
ne direncli S. aureus (MRSA), hem hastane hem de
toplumdan kazanilmis infeksiyonlarla iligkili 6nemli
bir patojendir (1). MRSA izolatlari, aminoglikozidler,

makrolidler, kloramfenikol, tetrasiklin ve florokinolon-
lar gibi yaygin olarak kullanilan bir¢ok antibiyotige di-
renclidir (2). MRSA'nin erken ve hizli saptanmasinin,
ozellikle yogun bakim Unitelerinde bu bakterinin pre-
valansini azalttig bildirilmistir (3). Metisiline duyarh
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S. aureus (MSSA) ve MRSA infeksiyonlarinin tedavisi igin
uygun antibiyotik rejiminin erken dénemde belirlenmesi,
hastalar agisindan ¢cok énemlidir. Ayrica MRSA’nin erken
donemde saptanmasi, gereksiz glikopeptid grubu antibi-
yotiklerin kullanimini dnler; mortaliteyi, hastanede kalis
suresini ve neden oldugu kan akimi infeksiyonlarini, do-
layisiyla da bunlara bagh saglik harcamalarini azaltir (4).
Metisilin direnci mecA genine baglidir ve bu gen PBP2a
ya da PBP2’ olarak adlandirilan, PBP2'den farkli bir penisi-
lin baglayan proteini kodlar (1). MRSA’nin tanimlanmasi,
bakterinin iremesinden sonra 24-48 saat gibi ek bir slire
gerektirmektedir (4). Onceki yillarda S. aureus'ta metisi-
lin direncinin belirlenmesinde oksasilin kullanilirken, son
yillarda Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI)
mecA direncinin iyi bir indlkleyicisi olan sefoksitinin
kullanilmasini 6nermektedir (5). Metisilin direncinin sap-
tanmasinda altin standard, sivi mikrodillisyon testiyle di-
renc¢ varhiginin gosterilmesidir (1). Ginimuzde BD Gene-
Ohm™ (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes,
NJ, ABD) ve Xpert® MRSA (Cepheid, Sunnyvale, CA, ABD)
gibi MRSA'nin nazal 6rneklerden dogrudan saptanmasi-
ni saglayan molekiiler sistemler de bulunmaktadir (6). Bu
sistemlere ek olarak S. aureus izolatlarinda metisilin di-
rencinin hizli saptanmasi i¢in birka¢ kolorimetrik yontem
de gelistirilmistir (7).

Bu calismada, S. aureus izolatlarinda metisilin direnci-
nin hizl saptanmasi i¢in gelistirilen yeni bir kolorimetrik test
kiti olan StaResMet® (AYCMED Medikal ve Tibbi Cihazlar
San. ve Tic. A.S., Samsun, Turkiye)'in altin standard yontem
olan sivi mikrodiliisyonla ve otomatize VITEK® 2 Compact
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) sistemiyle karsilastiril-
masi amaclanmistir.

Yontemler

Bakteri izolatlarr: Calismada Ondokuz Mayis Universi-
tesi, Tip Faklltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gelen
cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 277 S. aureus susu test
edildi. Bakteri tanimlanmasi icin koloni morfolojisi, katalaz
testi, lam ve tip koaglilaz testleri, mannitol testi ve Gram bo-
yamasi yapildi. Ayrica tim izolatlar VITEK® MS (bioMérieux,
Marcy I'Etoile, Fransa) ile de tanimlandi. Kontrol suslari ola-
rak S. aureus ATCC 29213 (metisiline duyarh) ve ATCC 43300
(metisiline direncli) standard suslari kullanildi.

Sivi mikrodiliisyon testi: Suslar, U tabanh 96 kuyucuklu
plaklarda, Mueller-Hinton sivi besiyeri (MHB)'nde ve 16-0.5
ug/ml sefoksitin konsantrasyonlarinda test edildi. ilk kuyucuk
ureme kontrol kuyucugu, son kuyucuk sterilite kontrol kuyu-
cugu olarak kullanildi. Bulanikhgi 0.5 McFarland standardina
gore ayarlanan bakteri stispansiyonu, MHB ile 1:10 diliisyon-
lari yapilarak sterilite kuyucugu hari¢ tum kuyucuklara 100 pl
olacak sekilde inokiile edildi. Plaklar 35°C'de 24 saat inkiibe
edildi. inkiibasyon sonunda gozle goriilebilen bir (iremenin
olmadigi, dolayisiyla Giremenin inhibe oldugu en disuk se-
foksitin konsantrasyonu, minimum inhibitor konsantrasyonu
(MIK) degeri olarak kaydedildi (Resim 1). CLSI kriterlerine
gore sefoksitin MiK degeri <4 pug/ml olan suslar, metisiline
duyarli; >8 pg/ml olan suslar ise metisiline direncli olarak ka-
bul edildi (5).

Resim 2. StaResMet® kiti sonuglari.

StaResMet® kitinin kullaniimasi: Kit ve testin uygulanmasi
Uretici firma onerilerine gore yapildi. Kit 12 testlik olup, her 8
sira bir bakteri icin kullanilmaktadir. Antibiyotik icermeyen ilk
kuyucuk tireme kontrol kuyucugu, son kuyucuk sterilite kontrol
kuyucugdu olup diger 6 kuyucuk 16-0.5 pg/ml sefoksitin igermek-
tedir. Plaklarin tim kuyucuklarina 100 pl Solliisyon 1'den konul-
du. Daha sonra 0.5 McFarland standardi bulanikhgindaki bakteri
stispansiyonundan her kuyucuga (sterilite kontroli olan 8. ku-
yucuk hari¢) 10 pl inokile edildi. Plaklar 35°C’de inkiibasyona
birakildi. inkiibasyonun 5. saatinde her kuyucuga 30 ul Soliis-
yon 2'den eklenerek ayrica 1 saat daha inkiibasyona birakildi.
inkiibasyon sonunda {ireme kontrol kuyucugu olan ilk kuyu-
cukta renk maviden kirmiziya donmiusse test degerlendirilerek
MiK degerleri not edildi. Eger renk tam dénmediyse inkiibasyon
uzatildi. Uremenin olmadigi son kuyucuk (kirmizilasmanin ol-
madigi son kuyucuk) MiK degeri olarak belirlendi. MiK degerleri
CLSI'nin onerilerine gore degerlendirildi (Resim 2).

VITEK® 2 Compact otomatize sistemi: Uretici firmanin
Onerilerine gore uygulandi.

Bulgular

Cesitli materyallerden izole edilen 277 S. aureus susunun,
VITEK® 2 Compact otomatize sistemiyle yapilan sefoksitin
duyarlilik testi sonuclarina goére, 118'i MRSA olarak saptan-
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Tablo 1. VITEK® 2 Compact Otomatize Sistemiyle MRSA ve
MSSA Olarak Saptanan izolatlarin Sivi Mikrodiliisyon ve
StaResMet® Kitiyle Elde Edilen Sonuclarinin Karsilastirilmasi

. Sivi
MIK Mikrodiliisyon  StaResMet®
(mg/It) (Sus Sayisi) (Sus Sayisi)
>16 61 61
MRSA (n=118) 16 33 33
8 24 24
4 46 51
MSSA (n=159) 2 100 90
1 13 12
<0.5 0 6

MRSA: Metisiline direncli Staphylococcus aureus, MSSA: Metisiline
duyarl S. aureus, MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon.

mistir. Sivi mikrodilisyon yontemiyle test edilen bu izolat-
larin sefoksitin MIK degerleri, 61’inde >16 mg/It, 33'iinde 16
mg/It, 24’Ginde 8 mg/It olarak saptanmistir. StaResMet® kitiyle
yapilan calismada da ayni izolatlarin MiK degerleri ayni sekil-
de saptanmistir (Tablo 1).

VITEK® 2 Compact otomatize sistemiyle yapilan sefoksi-
tin duyarhlik testi sonuclarina gore 159 izolat MSSA olarak
saptanmistir. Bu izolatlarin her iki yontemle elde edilen se-
foksitin MIK degerleri karsilastirildiginda, referans yéntem
olan sivi mikrodiliisyonla 46'sinda 4 mg/It, 100’tinde 2 mg/
It, 13'4nde 1 mg/It olarak saptanirken; StaResMet® kitiyle
51'inde 4 mg/It, 90'inda 2 mg/It, 12’sinde 1 mg/It ve 6'sinda
<0,5 mg/It olarak saptanmistir (Tablo 1). Calismada, MSSA
izolatlarinin StaResMet® kitiyle tespit edilen MiK degerleri 81
izolatta sivi mikrodiliisyon yéntemiyle elde edilen MiK'lerle
ayniyken, 69 izolatta +1 dillisyon icerisinde, 8 izolatta +2 di-
lisyon icerisinde ve 1 izolatta +3 dilusyon igerisinde saptan-
misti. MSSA izolatlarinin tamami her iki yontemle kategorik
olarak uyumlu bulunmustur.

Calismada StaResMet® kitiyle elde edilen sonuglar altin
standard yontem olarak kabul edilen sivi mikrodiliisyon tes-
tiyle tam uyumlu bulunmustur (Tablo 1). Buna gore StaRes-
Met® ticari kitinin 6zgullik, duyarhlik, pozitif ve negatif pre-
diktif degeri %100 olarak belirlenmistir.

irdeleme

Toplum ya da hastane kaynakli MRSA izolatlarinin hizli ve
dogru olarak saptanmasi, infeksiyonun kontrolii ve bakterinin
nozokomiyal yayilimini énlemek agisindan 6nemli bir yere
sahiptir (8). Sivi mikrodiliisyon ydntemiyle MIK degerinin
belirlenmesi referans yontem olarak kullanilmakla birlikte,
testte elde edilen MIK degerleri, testin uygulandigi kosulla-
ra bagl olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Gliniimizde
MIK degerinin saptandigi testlerin yerini biiyiik oranda mecA
genini saptayan molekiler yontemler almistir. Ayrica, lateks
aglltinasyon testi ve VITEK®VITEK® 2 (bioMérieux, Marcy
I’Etoile, Fransa), BD Phoenix (Becton, Dickinson and Com-
pany, Franklin Lakes, NJ, ABD) ve MicroScan (Beckman Coul-
ter, Inc., Brea, CA, ABD) gibi otomatize yontemler de kullanil-
maktadir (9). Molektler testler ve otomatize yontemler pahali

olmalari, teknik deneyim gerektirmeleri ve 6zel ekipmanlara
ihtiyac duymalari nedeniyle dezavantajli olup bazi laboratu-
varlar tarafindan kullanilamamaktadir.

Metisilin direncinin belirlenmesinde dillisyon yontemleri
(agar dillisyon, sivi mikrodilisyon ve makrodillisyon), E-test®
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa), agar tarama, disk difiiz-
yon ve sinir deder (“breakpoint”) duyarlilik testi gibi fenotipik
yontemler bulunmaktadir. Bununla birlikte bu yontemlerde
sonugclarin elde edilebilmesi icin 24 saatlik bir stireye gereksi-
nim vardir. Bu yontemlerden sinir deger duyarlilik testi hem
agarda hem de sivi besiyerinde yapilabilmekte ve dillisyon
MIK ydntemlerine benzemektedir. Farkhlik ise sinir deger
duyarhlik testinin yalnizca tek bir kritik konsantrasyonda uy-
gulanmasidir (9). Bu yontemin avantaji, tek ilag konsantras-
yonunun kullanilmasindan dolay! is yukunin ve maliyetin
azalmasidir.

Son yillarda, kromojenik besiyerleriyle metisiline direngli
stafilokoklarin etkin ve hizli bir sekilde saptanabildigi bildiril-
mektedir (10). Coban ve arkadaslan (11), S. aureus izolatla-
rinda metisilin direncinin hizli saptanmasinda bir sinir deger
duyarhlk test yontemi olarak nitrat rediktaz testi (NRT)'nin
performansini arastirmislar; bu test yonteminin S. aureus ta-
nisini takiben 5 saat gibi kisa bir stirede metisilin direncinin
saptanarak bildirilmesinde hasta ve klinisyen agisindan buytk
oneme sahip olabilecegini vurgulamislardir. Ayrica testin hizli,
guvenilir, kolay uygulanabilir, tekrarlanabilir ve ucuz bir yontem
oldugunu bildirmislerdir. Merlino ve arkadaslari (12), kromoje-
nik bir besiyerinin (CHROMagar™ Staph aureus, CHROMagar
Microbiology, Paris, Fransa), S. aureus’un tanimlanmasindaki
ve koagllaz-negatif stafilokoklardan ayirt edilmesindeki per-
formansini arastirmiglar; bu besiyerinin hastane kokenli MRSA
izolatlarinin tamamini dogru olarak tanimlarken, toplum ko-
kenli MRSA izolatlarinin ancak %30’unu dogru olarak tanimla-
digini bildirmislerdir. Bir stirveyans ¢alismasinda Morris ve ar-
kadaslari (13), burun surtinti 6rneklerinde MRSA arastiriimasi
amaciyla chromID® MRSA (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fran-
sa), Brilliance™ MRSA 2 Agar (Oxoid, Basingstoke, Hampshi-
re, Birlesik Krallik) ve Colorex™ MRSA (E&O Laboratories Ltd.,
Burnhouse, Bonnybridge, Birlesik Krallik) kolorimetrik besiyer-
lerini kullanmiglardir. Arastiricilar, bu besiyerleriyle elde edilen
test sonuglarinin inkiibasyon sireleriyle iligkili oldugunu ifade
etmisler ve eger 6ncelik yliksek duyarliliksa, chromID® MRSA
besiyerinin; oncelik 24 saat icinde sonu¢ alinmasiysa Colo-
rex™ MRSA besiyerinin daha uygun oldugunu belirtmislerdir.
Ayrica chromID® MRSA igin MRSA dogrulamasinin yapilmasi-
ni da onermislerdir (13). Nazal slirtinti 6rneklerinden MRSA
izolatlarinin saptanmasinda g kolorimetrik besiyeri ve Xpert®
MRSA testinin etkinliginin arastirlldigi bir calismada, yontem-
lerin hicbirinde duyarlilik ve 6zgillik belirlenmemis olsa da
saglik kuruluslarinda MRSA taramasinda kullanilabilecekleri
belirtilmistir (14).

Bu caligsmada kullanilan kolorimetrik 6zellikli StaResMet®
kitiyle S. aureus olarak tanimlanmig (6zellikle hizli testlerle)
izolatlarda metisilin direncinin varligi ayni gin icerisinde 6
saat gibi kisa surede verilmektedir. Kromojenik tarama test-
lerinde 16-48 saat arasinda sonug¢ alinmakla birlikte testin
duyarhhiginin artirllmasi genellikle inkiibasyon siresinin uza-
tilmasiyla saglanmaktadir.
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Coban ve arkadaslar (15), S. aureus klinik izolatlarinda
Quicolor ES® (Salubris A.S., Istanbul, Tirkiye) kullanarak
kolorimetrik disk difiizyon yontemiyle metisilin direncinin
varligini 4-9 saat arasinda tanimlamislardir. Bu yontemde,
besiyerinde gozlenen renk degdisimine gore liremenin varligi
belirlenip diskin etrafinda gozlenen renk degisimi ol¢lilerek
degerlendirme yapilmaktadir; ancak 4-9 saat arasindaki su-
relerde besiyerinin sirekli kontroliniin yapilmasi gerekmek-
tedir.

Bu calismada gosterilmistir ki, ucuz, uygulanmasi ve de-
gerlendirilmesi kolay, hizli sonug veren StaResMet® metisilin
direncinin hizli tespitinde giivenli bir kittir. StaResMet® kitiyle
metisilin direnci sonucu, bir sonraki giini beklemeden S. au-
reus tanimlamasinin yapildigi ayni glin (6 saat sonra) icerisin-
de verilebilmektedir.

StaResMet® kitinde bakteri inokillasyonunu takiben yapi-
lan 5 saatlik inklibasyonun ardindan eklenen Sollisyon 2 ile
1 saat icinde renk degisimi gozlenmekte ve sonug¢ alinmakta-
dir. Cahismada StaResMet® plaklariyla yapilan test sonuglari,
VITEK® 2 Compact otomatize sistemi ve sivi mikrodillisyon
yontemi sonuglariyla uyumlu bulunmustur. Bu sonuglar, Sta-
ResMet®kitinin birgok laboratuvar tarafindan kolaylikla kulla-
nilabilecegini; hizli ve dogru sonug¢ alinmasi, ek bir malzeme
gerektirmemesi, is glicii gereksinimin en aza indirgeyecek
sekilde hazirlanmis olmasi, raf dGmriniin uzun olmasi, kulla-
nilabilirliginin kolay ve glivenilir olmasiyla da birgok avantaj
saglayabilecegini gostermektedir.
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Yazarlar, herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir
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