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OZET

Bu ¢alismada Staphylococcus aureus identifikasyonunda kullanilan DNase, Staphaurex ve ID32 Staph metodlart karsilasti-
rimistir. 80 stafilokok izolati ¢alismaya dahil edilmigtir. Sitratli tavsan plazmasi ile yapilan tiip koagiilaz testi referans me-
tod olarak kullanilmistir. Genel olarak tiim metodlar birbiriyle uyumlu sonuglar vermistir. Yontemlerin duyarllik ve ozgiil-
liikleri sirastyla DNaz igin %96,7 ve %94,7; Staphareux icin %95 ve %84,2; ID32 Staph i¢in %94,6 ve %100 olarak bulun-

mustur.
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SUMMARY

Evaluation of Three Methods for Identification of Staphylococcus aureus

In this study DNase, Staphaurex, ID32 Staph methods were compared for identication of staphylococci. A total of 80 staph-
ylococcal isolates were included. A tube coagulase test using citrated rabbit plasma was used as a reference method. In ge-

neral all methods gave concordant results. The sensitivities and specificities, respectively, were 96,7% and 94,7% for DNa-

se, 95% and 84,2% for Staphaurex, 94,9% and 100% for ID32 Staph.
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GIRIS

Staphylococcus cinsi i¢inde en 6nemli insan patojeni
S.aureus’tur. S.aureus burun 6n kanatlarinda,koltuk
altlarinda siklikla kolonize olarak bulunur ve uygun
kosullar altinda ciddi firsat¢1 infeksiyonlara yol acar.
S.aureus’un daha az virulan olan stafilokok tiirlerin-
den ayrimi klinik agidan 6nem tasimaktadir (1). Tip
koagiilaz testi S.aureus’un identifikasyonunda en
giivenilir yontemdir.Test, koagiilaz enziminin prot-
rombine baglanarak trombin olusumuna, bunun da
fibrinojenin fibrin pihtisina doniismesine yol agmasi-
na dayanir(2,3). S.aureus’un diger stafilokoklardan
ayirdedilmesi icin arastirilan bir 6zelligi de deoksiri-
boniikleaz (DNaz) aktivitesidir; bazi laboratuvarlar-
da S.aureus’un rutin tanimlamasi i¢in kullanilmakta-
dir (3,4). Son yillarda hizli agliitinasyon testleri kul-
lanima girmistir. Bu testler S.aureus’un farkl yiizey

yapilaria baglanarak reaksiyon verebilen molekiil-
lerle kapli lateks partikiilleri icermektedirler. Bunlar-
dan Staphaurex (Murex) ProteinA ve Clumping fak-
torii saptayabilen bir kittir(2,5). Stafilokok tiirlerinin
ayriminda kullanilmak iizere gelistirilmis, biyokim-
yasal testlere dayanan ticari kitler de mevcuttur. Bu
kitler S.aureus ayrimmi yapmanin yaninda, koagiilaz
negatif stafilokoklarin tiir diizeyinde tanisini da ola-
nakli kilmaktadir(6,7).

Bu ¢alismada tavsan plazmasi ile yapilan tiip koagii-
laz metodu referans metod segilerek, DNaz, agliiti-
nasyon kitlerinden Staphaurex ve ticari identifikas-
yon kitlerinden ID 32 Staph’in (BioMerieux) S.aure-
us tanimlamasindaki duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin kar-
stlastirilmasi yapilmigtir. Ayrica ID32 Staph Kkiti ile
etken koagiilaz negatif stafiloklarin tiir dagilimi ve-
rilmistir.
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GEREC VE YONTEM

Sisli Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobi-
yoloji Laboratuvarinda ¢esitli klinik drneklerden so-
yutlanan toplam 80 stafilokok izolati ¢alismaya dahil
edilmistir. Tiip koagiilaz testi ile izolatlarin 61 tane-
si S.aureus, 19 tanesi koagiilaz negatif stafilokok
(KNS) olarak tanimlanmustir.

Tiip koagiilaz i¢in serum fizyolojik ile 1/5 oraninda
sulandirilmig sitrath tavgan plazmasi kullanilmistir.
Bir gecelik saf stafilokok kiiltiirtinden 6ze ile bir ko-
loni alinarak plazma iginde siispanse edilmis, 37
"C’de inkiibe edilmistir. Ekimi takiben ilk dort saat
ve 24’lincii saatte tiipler koagiilasyon varlig1 acisin-
dan incelenmistir. 24 saatlik siire i¢inde koagiilasyon
olusturmayan suglar koagiilaz negatif kabul edilmig-
tir(8).

DNaz testi icin tiim kokenlerden DNaz agara yogun
nokta ekimleri yapilmis, 37 'C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Ertesi giin 1 N HCI ile tiim agar yiizeyi
gollendirilmigtir. Nokta ekimler ¢evresinde seffaf
zon olugmasi pozitif reaksiyon olarak kabul edilmis-
tir (3,9).

Staphaurex (Murex) ayni anda hem protein A hem
de clumping faktorii saptayabilen bir agliitinasyon
kitidir. Uretici firma onerilerine gore agliitinasyon
kartlar1 iizerinde bakteri kolonileri reaktifle karisti-
rilmug, agliitinasyon degerlendirilmistir(2,5).

ID32 Staph striplerine onerildigi tizere ekim yapil-
mis ve sonuglar 35'C’de 24 saat inkiibasyon sonrasi
degerlendirilmigtir. Identifikasyon bilgisayar yazili-
mu araciligl ile yapilmustir (6).

BULGULAR

Tablo 1°de S.aureus tanimlamasmda kullanilan ii¢
metodun sonuglari 6zetlenmistir (Tablo1). Stafilokok
suglarinin 72’sinde uygulanan testlerde korelasyon,
8’inde uyumsuzluk gozlenmistir (Tablo2).

ID 32 Staph ile KNS suslarimin tiir diizeyinde identi-
fikasyonlart Tablo 3’de gosterilmistir(Tablo3).

TARTISMA

S.aureus tanimlamasinda tiip koagiilaz testi hala re-
ferans metoddur. Ancak,tiip koagiilaz metoduyla,
bazi S.aureus suslarinin koagiilaz enzimi olmadigin-
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Tablol. S.aureus tammmlamasinda kullanilan ii¢ metodun

sonuclari
Test DNaz Staphaurex ID32 Staph
Gergek pozitif 59 58 56
Yalanc1 pozitif 1 3 -
Gergek negatif 18 16 19
Yalanci negatif 2 3 3
Uninterpretable - - 2%
Duyarlilik (%) 96.7 95 94.9
Ozgiilliik (%) 94.7 84.2 100

*ID 32 Staph ile S. chromogenes olarak tamimlanan 2 susun identifi-
kasyonu %65 altindadir. Bilgisayar yazilimi ile ‘kabul edilemez’

olarak tanimlamistir.

Tablo 2. Uyumsuz sonug veren suslar

No | Tiip koagiilaz | DNaz | Staphareux ID32Staph
1 | S.aureus + + S.chromogenes
2 | S.aureus + + S.chromogenes
3 | S.aureus - - S.hominis
4 | S.aureus - - S.epidermidis
5 | S.aureus + - S.epidermidis
6 | KNS - + S.sciuri
7 | KNS - + S.haemolyticus
8 | KNS + + S.hominis

Tablo 3. ID32 Staph ile koagiilaz negatif stafilokoklarin tiir
dagilim

Sema:ID32Staph ile KNS'larin tiir dagilimi
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dan yalanci negatif, bazi koagiilaz negatif stafilo-
koklarin ise proteaz iiretimine bagli yalanci
pozitif reaksiyon verebildigi bilinmektedir. (5,9).
Ayrica S.intermedius, S.hyicus, S.delphini gibi bazi
koagiilaz negatif stafilokok tiirlerinde de koagiilaz
etkinligi mevcuttur. Uzamig inkiibasyonda ise bazi
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suglarin olusturdugu stafilokinazlar fibrini lizis ede-
rek pihtiy1 ¢ozerler ve yalanci negatif sonug olusabi-
lir(4,9).

S.aureus diginda bazi bakteriler 6rnegin Pseudomo-
nas aeruginosa, Serratia marcescens ve Enterococ-
cus faecalis gibi baz1 enterokoklar sitrati metabolize
ederek yalanci pozitif sonug verebilirler. Bu nedenle
tiip koagiilaz testlerinde sitrat yerine EDTA kullanil-
mas1 Onerilmektedir(4).

Kolay hazirlanmasi ve ucuz olmasiyla DNaz testi S.
aureus tanimlamasinda yaygin olarak kullanilmakta-
dir. Bu yontemle arasira DNaz negatif S.aureus sus-
larina rastlandig: gibi, DNaz pozitif koagiilaz negatif
stafilokok suslariyla da karsilasiimaktadir(3). Mor-
ton ve Cohn (10) koagiilaz pozitif S.aureus suslari-
nin %981 ve koagiilaz negatif S.epidermidis suslari-
nin %13.5’inin DNaz yaptiklarim1 bildirmislerdir.
Jack ve ark’nin (3) calismasinda 450 S.aureus susun-
dan ii¢ tanesinde DNaz saptanmazken, 70 S.epider-
midis susundan liciinde DNaz aktivitesi saptanmis-
tir. Ulkemizde DNaz testi ile bildiriler sinirlidir.Ulu-
tirk ve ark (4) calismalarinda DNaz ve tiip koagiilaz
arasinda cok iyi uyumluluk saptanmistir. Calisma-
mizda DNaz yiiksek duyarlilik (96.7) ve yiiksek 6z-
giilliikte (%94.7) bulunmustur.

Son yillarda S.aureus’un hizli identifikasyonunu
saglayan ticari agliitinasyon Kkitleri gelistirilmistir.
Bu testler baslangicta clumping faktorii tespit eder-
ken, 2.kusak testler hem clumping faktér hem de
protein A’yr aym1 anda tespit etmektedirler(6,11)
Smole ve ark (S)yeterli serbest koagiilaz aktivitesi
olmayan S.aureus suslarinin hizl agliitinasyon kitle-
ri ile tanimlanabilecegini bildirmislerdir. Griethuy-
sen ve Bes (6) S. lugdunensis, S. schleiferi ve S hae-
molyticus suglarmin clumping factor iiretebilecegini
ve yalanci pozitif sonuca neden olabilecegini belirt-
miglerdir. Ayrica 6zellikle MRSA susglar1 arasinda
yalanci negatif sonuglar elde edilmistir(6,11). Lui-
jendick ve ark (2) ¢alismalarinda S. aureus identifi-
kasyonunda kullanilan ii¢ hizli testi karsilastirmislar,
Staphaurex plus icin %100, Staphaurex i¢in %95.3
ve Pastorex Staphplus i¢in %100 duyarlilik bulmus-
lardir. Smole ve arkadaglari (5) Staphaurexi %99 du-
yarlilik ve %97.1 6zgiillikte saptamiglar. Personne
ve ark (12) %99.7 duyarlilik ve %72.7 6zgiilliikte

saptamiglardir. Bu yontemle S.aureus ayriminin ya-
pilmasinin, bir miktar yanlis identifikasyona yol aca-
bilecegini, bu nedenle sonuclarin tiip koagiilaz gibi
ikinci bir testle dogrulanmast gerektigini bildirmis-
lerdir. Bizim calismamizda Staphaurex %95 duyarli-
lik ve %84.2 dzgiilliikte bulunmustur.

ID32 Staph koagiilaz negatif stafilokoklarin tiir dii-
zeyinde isimlendirilmesinde kullanilmaktadir. Ko-
agiilaz negative stafilokoklarin patojenik rollerini
aciklamak giictiir. Koagiilaz negatif stafilokoklarin
isimlendirilmesi patojenik rollerini anlamamiz1 sag-
lamakta ve epidemiyolojik ¢aligmalara yardimer ol-
maktadir(7). Calismamizda ID32 Staph S. aureus’un
tanimlanmasinda en yiiksek ozgiilliigli gostermistir.
Iki sus ise cins diizeyinde tanimlanamamistir Sonug
olarak tiip koagiilaz, DNaz, Staphaurex, ID32 Staph
metodlariyla genel olarak birbiriyle uyumlu sonuclar
elde edilmigtir.
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