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Abstract

Objective: This study was planned to detect methicillin resistance in 
Staphylococcus aureus strains by conventional phenotypic meth-
ods and polymerase chain reaction for mecA gene and to compare 
the results of these tests for their sensitivity and specificity.
Methods: Eighty six methicillin-resistant S. aureus (MRSA) and 
30 methicillin-sensitive S. aureus (MSSA) strains from various 
clinical samples were included in this study. Methicillin resis-
tance was detected by oxacillin and cefoxitin disk diffusion 
method. Presence of colonies on MRSA chromogenic agar was 
looked for methicillin resistance. The presence of the mecA 
gene investigated by polymerase chain reaction is considered 
to be the gold standard test, and sensitivity, specificity, positive 
predictive value (PPV) and negative predictive value (NPV) were 
calculated accordingly.
Results: The percentage of sensitivity, specificity, PPV and NPV 
were 98.7%, 81.6%, 91.7%, 96.9% for the cefoxitin disk diffusion 
test, respectively; 100%, 78.9%, 90.7%, 100% for the oxacillin disk 
diffusion test, respectively; 45.8%, 63.2%, 70.2%, 38.0% for the 
24-hour evaluation MRSA chromogenic agar, respectively; 51.4%, 
63.2%, 72.5%, 40.7% for the 48-hour evaluation, respectively.
Conclusions: Investigation of mecA is crucial for taking the nec-
essary precautions in hospitals where the MRSA is a common 
problem. The results for cefoxitin and oxacillin disk diffusion 
method were found close to each other; hence, we think that 
oxacillin disk can be an alternative instead of cefoxitin disk. Re-
sults based on chromogenic agar should be interpreted with 
caution. Klimik Dergisi 2018; 31(1): 30-3.
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Özet

Amaç: Bu çalışmanın amacı, Staphylococcus aureus suşların-
da metisilin direncinin belirlenmesinde kullanılan çeşitli klasik 
yöntemlerle genotipik bir yöntem olan mecA geni varlığının kı-
yaslanmasıdır.
Yöntemler: Çalışmaya çeşitli klinik örneklerden izole edilen 86 
metisiline dirençli S. aureus (MRSA) ve 30 metisiline duyarlı S. 
aureus (MSSA) suşu dahil edildi. Suşların metisilin dirençleri 
oksasilin ve sefoksitin disk difüzyon testiyle belirlendi. Meti-
silin direnci için MRSA kromojenik agarda kolonilerin üreyip 
üremediklerine bakıldı. Polimeraz zincir reaksiyonuyla araştı-
rılan mecA geni varlığı altın standard test olarak kabul edildi 
ve diğer sonuçların duyarlılık, özgüllük, pozitif prediktif değer 
(PPD) ve negatif prediktif değer (NPD)’leri buna göre hesap-
landı.
Bulgular: Duyarlılık, özgüllük, PPD ve NPD yüzdeleri sefoksitin 
disk difüzyon testi için sırasıyla %98.7, %81.6, %91.7, %96.9; 
oksasilin disk difüzyon testi için sırasıyla %100, %78.9, %90.7, 
%100; MRSA kromojenik agar 24. saatlik değerlendirme için sı-
rasıyla %45.8, %63.2, %70.2, %38.0; 48. saatlik değerlendirme 
için sırasıyla %51.4, %63.2, %72.5, %40.7 idi.
Sonuçlar: MRSA sorununun yüksek olduğu hastanelerde gerekli ön-
lemlerin alınabilmesi açısından mecA geninin araştırılması en doğru 
sonuca ulaşmada önemlidir. Sefoksitin ve oksasilin disk difüzyon yön-
temleri sonuçları birbirine yakın bulunduğundan sefoksitin diski olma-
dığı durumlarda oksasilinin de bir alternatif olabileceğini düşünmekte-
yiz. MRSA saptanması için kromojenik agarın kullanılması durumunda 
ihtiyatlı davranılması uygun olacaktır. Klimik Dergisi 2018; 31(1): 30-3.

Anahtar Sözcükler: Sefoksitin, kromojenik agar, mecA, metisi-
line dirençli Staphylococcus aureus, oksasilin.

Özgün Araştırma / Original Article



Giriş
Staphylococcus aureus önemli bir fırsatçı patojen olup 

hastane ve toplum kaynaklı bakteriyemi, pnömoni, deri ve 
yumuşak doku infeksiyonlarından sorumludur (1,2). Çoklu 
dirençle öne çıkan metisiline dirençli S. aureus (MRSA)’larda 
metisilin direncini belirlemede kullanılan yöntemin rutin la-
boratuvarlarda güvenilir, kolay uygulanabilir olması ve çabuk 
sonuç vermesi çok önemlidir (3).

MRSA saptanmasında mecA ya da mecA tarafından 
kodlanan penisilin bağlayan protein 2a (PBP2a)’nın tespiti 
en güvenilir metodlardır (4). Metisilin direncinin fenotipik 
testlerle araştırılmasında ortaya çıkan sorunların temelinde 
MRSA direncinin genellikle heterojen olması yatmaktadır. Di-
renç tespitinde güvenilirliği yükseltmek amacıyla inokulum 
miktarının artırılması, besiyerindeki NaCl konsantrasyonunun 
yükseltilmesi, inkübasyon süresinin uzatılması ve düşük sı-
caklıkta inkübasyon gibi bazı değişiklikler yapılmıştır (5,6).

Önceki yıllarda metisilin direncinin belirlenmesi amacıy-
la oksasilin disk difüzyon testi uygulanmasına rağmen Clini-
cal and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2008 yılından 
sonra sefoksitin disk difüzyon testini önermektedir. Oksasi-
lin disk difüzyon testi sonucunda orta düzeyde bir duyarlılık 
mevcutsa, mecA veya PBP2a testi, sefoksitin disk difüzyon 
testi, oksasilin minimal inhihitör konsantrasyon (MİK) testi 
veya oksasilin agar tarama testi uygulanması önerilmektedir 
(7). Disk difüzyon testinin duyarlılık ve özgüllüğünün çalış-
malar arasında farklılık göstermesi bu testin kullanılabilirliği 
tartışmalarını da beraberinde getirmiştir. Tedavi sorununun 
yaşandığı hastalarda direncin saptanamadığı düşüncesiyle 
özellikle mecA geninin varlığının araştırılması önerilmiştir (3).

Bu çalışmada Atatürk Üniversitesi Araştırma Hastanesi 
Mikrobiyoloji Laboratuvarında çeşitli klinik örneklerden izo-
le edilen MRSA suşlarında sefoksitin disk difüzyon, oksasi-
lin disk difüzyon ve kromojenik agar testlerinin sonuçlarının 
metisilin direncini saptamada altın standard olan mecA geni 
varlığıyla kıyaslanması amaçlanmıştır.

Yöntemler
Çalışmaya Atatürk Üniversitesi Tıp Fakültesi Araştırma 

Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarına gönderilen çeşitli 
klinik örneklerden izole edilen 86’sı metisiline dirençli ve 
30’u metisiline duyarlı olmak üzere toplam 116 S. aureus 
suşu dahil edildi. Suşların metisilin dirençleri 30 μg sefok-
sitin (Bioanalyse, Ankara, Türkiye) ve 1 μg oksasilin (Bio-
analyse, Ankara, Türkiye) diski kullanılarak Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI) direktifleri doğrultu-
sunda disk difüzyon yöntemi kullanılarak saptandı. Zon çapı 
oksasilin için ≥13 mm, sefoksitin için ≥ 22 mm olan suşlar 
metisiline duyarlı, bu değerlerin altında olan suşlar dirençli 
kabul edildi (8,9).

Çalışmada kullanılan suşların tümü (86 MRSA ve 30 
MSSA) CHROMagar™ Staph aureus (CHROMagar, Paris, 
Fransa)’a ekildi ve plaklar 37oC’de inkübe edildi. Sonuçlar 
üretici firmanın önerileri doğrultusunda 24 ve 48 saatlik in-
kübasyonların ardından değerlendirildi. Menekşe pembesi 
renginde koloni oluşturan suşlar MRSA olarak kabul edildi. 
Üreme olmaması veya renksiz kolonilerin oluşması metisilin 
direncinin negatif olduğu yönünde değerlendirildi.

Metisilin direncinden sorumlu mecA geninin varlığını be-
lirlemek için daha önce Geha ve arkadaşları (10)’nın çalışma-
larında kullandıkları primerler (mecA1 için 5’- GTA GAA ATG 
ACT GAA CGT CCG ATA A ve mecA2 için 5’-CCA ATT CCA 
CAT TGT TTC GGT CTA A) (İontek Moleküler Biyoloji Sentez 
Laboratuvarı, İstanbul, Türkiye) kullanıldı. PCR işleminin son-
rasında 310 bp’lik ürün varlığı mecA geni varlığı açısından 
pozitif olarak değerlendirildi.

MRSA saptanmasında kullanılan yöntemlere ait duyarlı-
lık, özgüllük, pozitif prediktif değer (PPD) ve negatif prediktif 
değer (NPD) mecA geni varlığı referans alınarak hesaplandı.

Bulgular
mecA geni varlığını araştırmak amacıyla yapılan PCR 

çalışmasında rutin fenotipik yöntemle MRSA olarak tanımla-
nan 86 suştan 8 (%9.3)’inde mecA geni bulunamadı. Kontrol 
amaçlı kullanılan 30 MSSA suşunun tümü (%100) mecA geni 
açısından negatifti.

Sefoksitin sonuçlarına bakıldığında mecA geni bulun-
mayan 8 MRSA suşundan 1 tanesi sefoksitine duyarlı iken 7 
tanesinin dirençli olduğu görüldü. Ayrıca sefoksitine duyarlı 
olduğu halde oksasiline dirençli olduğu tespit edilen bir diğer 
suşta da mecA geni bulunduğu görüldü. MSSA suşlarının 
tümü (%100) sefoksitine duyarlı idi. 

Oksasilin duyarlılığı ve mecA gen varlığı kıyaslandığında 
mecA geni bulunmayan 8 suş da dahil olmak üzere 86 MRSA 
suşunun tümünün (%100) oksasiline dirençli, MSSA suşları-
nın da tamamının (%100) duyarlı olduğu tespit edildi. 

MRSA kromojenik agarla yapılan çalışmada, ilk 24 saatlik 
inkübasyondan sonra yapılan değerlendirmede MRSA suş-
larından 41 (%47.7)’inde üreme olduğu ve 45 (%52.3)’inde 
üreme olmadığı görüldü. 48 saatlik inkübasyon sonrasında 
4 suşta daha üreme gözlendi ve toplam üreme gösteren suş 
sayısı 45 (%52.3) oldu. Üreyen suşlardan 2 tanesinin mecA 
genine sahip olmadığı tespit edildi. MSSA suşlarında 24 ve 
48 saatlik inkübasyon sonuçları aynı idi. 12 (%40) suşta üre-
me gözlenirken 18 (%60) suşta üreme olmadı. 

Bu sonuçlar ışığında mecA gen varlığı altın standard ola-
rak alınarak testlerin duyarlılık, özgüllük, PPD ve NPD’leri he-
saplanmış olup sonuçlar Tablo 1’de görülmektedir. 

İrdeleme
Dünya genelinde toplum ve hastane kaynaklı infeksiyon-

lara neden olan en önemli etkenlerden biri olan S. aureus’ta 
özellikle yoğun bakım ünitelerinden olmak üzere giderek ar-
tan oranlarda metisilin direnci bildirilmektedir (11).

Tablo 1. Testlerin Duyarlılık, Özgüllük, Pozitif Prediktif Değer 
ve Negatif Prediktif Değer Sonuçları

	 Duyarlılık	 Özgüllük	PPD	 NPD 
Testler	 %	 %	 %	 %

Sefoksitin disk difüzyon testi	 98.7	 81.6	 91.7	 96.9

Oksasilin disk difüzyon testi	 100	 78.9	 90.7	 100.0

MRSA kromojenik agar 24. saat	 45.8	 63.2	 70.2	 38.0

MRSA kromojenik agar 48. saat	 51.4	 63.2	 72.5	 40.7

PPD:  pozitif prediktif değer, NPD: negatif prediktif değer.
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Stafilokoklardaki metisilin direncinin sorumlusu, mecA 
geninin kodladığı penisilin bağlayıcı protein 2a (PBP2a/PBP2’) 
adı verilen bir proteindir. Bu modifiye proteinin β-laktam grubu 
antibiyotiklere karşı afinitesi az olduğundan dolayı, β-laktam 
ve β-laktam türevi olan tüm antibiyotiklere karşı direnç ortaya 
çıkmaktadır (12). MRSA izolatlarının hemen hemen tümünde 
mecA geninin kodladığı penisilin bağlayan protein 2a (PBP2a) 
üretilir. MRSA saptanmasında mecA ya da mecA’nın kodladığı 
PBP2a’nın tespiti en kesin metodlardır (4).

Sefoksitin, stafilokok PBP4’üne de yüksek afinite gösterir 
ve yapılan çalışmalarda PBP2 ve PBP4 arasında yakın ilişki ol-
duğu gösterilmiştir. Pek çok çalışmada, sefoksitin disklerinin 
stafilokoklarda heterojen metisilin direncini ortaya koymada, 
yüksek duyarlılık (%97-100) ve özgüllük (% 99-100) gösterdiği 
belirtilmiştir (5-14). 

CLSI, mecA genine bağlı metisilin direncini saptamada 
tarama testi olarak sefoksitin disk difüzyon testini önermek-
tedir (8). Telli ve arkadaşları (6) mecA genine sahip 181 suş-
tan üçünü sefoksitine duyarlı, mecA geni bulunmayan 119 
suştan birini sefoksitine dirençli olarak bulmuşlardır. Bu so-
nuçlara göre sefoksitin disk difüzyonu için duyarlılık %98, öz-
güllük %99, PPD %99 ve NPD %98 olarak bulunmuştur. Farklı 
çalışmalarda sefoksitin disk difüzyon testi için duyarlılık so-
nuçlarının %94-100, özgüllük sonuçlarının %98-100, pozitif ve 
negatif prediktif değerlerin %97-100 aralıklarında olduğu bil-
dirilmiştir (4,12,15-17). Çalışmalarda, MRSA tespitinde sefok-
sitinden önce kullanılan oksasilin disk difüzyon sonuçları da 
değerlendirilmiş ve oksasilin için de sefoksitine benzer oran-
larda güvenilirlik sonuçları elde edilmiştir (4,15,18). Sefoksi-
tin ve oksasilin disk difüzyon testi duyarlılık ve özgüllük de-
ğerlerimizin diğer çalışmalarla uyumlu olduğu görülmüştür. 
Sefoksitin ve oksasilin disk difüzyon yöntemlerinin duyarlılık 
ve özgüllüklerinin birbirine yakın oranlarda olması sefoksitin 
diski olmadığı durumlarda oksasilinin de bir alternatif olabi-
leceğini düşündürmektedir.

Çalışmamızda fenotipik yöntemlerden oksasilin disk 
düfüzyon testiyle MRSA olduğunu tespit ettiğimiz 8 suş-
ta, sefoksitin disk difüzyon testiyle MRSA olduğunu tespit 
ettiğimiz 7 suşta mecA geni negatifti. Yöntemler arasında 
ortaya çıkan bu uyumsuzluk dirençli S. aureus suşlarında 
β-laktamazın aşırı üretimine, PBP’lerdeki (özellikle PBP2’ ve 
PBP4) nokta mutasyonlarına veya PBP4’ün (düşük molekül 
ağırlıklı PBP) aşırı yapımına bağlanabilir (19). Bu durumun 
bir diğer sorumlusu son zamanlarda keşfedilen ve mecA 
ile %70 benzerlik gösteren mecC adı verilen gen de olabilir. 
Çalışmalarda mecC geninin PBP2a benzeri bir PBP kodla-
yarak metisilin direncine neden olduğu gösterilmiştir (20). 

Çalışmamızdaki bir başka suş ise oksasilin disk difüzyon tes-
tiyle dirençli, sefoksitin disk difüzyon testiyle duyarlı bulun-
muş ve bu suşun mecA pozitif olduğu belirlenmiştir. Peksel 
(13)’in çalışmasında da mecA pozitif olduğu halde sefoksiti-
ne duyarlı çıkan üç suş bulunmaktadır. Bu sonucu doğuran 
mekanizmanın, mevcut mecA geniyle düşük düzeyde PBP2a 
üretilirken, sefoksitinin bakterisid etkisini hücre duvarında 
daha fazla miktarda bulunabilen PBP4’ler aracılığıyla yap-
ması olduğu düşünülmüştür. Bu durumda suşlar yüksek 
oksasilin MİK değerlerine sahip olduğu halde sefoksitine 
duyarlıdır.

MRSA’nın laboratuvarlarda konvansiyonel yöntemlerle 
tespit edilmesi 2-4 gün kadar sürebilmektedir. Ancak taşıyı-
cı izolasyonu ve direkt temasın azaltılabilmesi için MRSA’nın 
hızla tespit edilmesi önemlidir. S. aureus’un hızlı tespiti ve 
metisilin direncinin belirlenmesinde kromojenik besiyerleri 
kullanılabilmektedir. Bu besiyerleri MRSA tespitini hızlı ve 
ekonomik bir şekilde yapabildiğinden önemli avantajlar sağ-
lamaktadır (21). Çalışmamızda, kromojenik besiyeri için 48 
saat sonundaki duyarlılık, özgüllük, PPD ve NPD değerlerinin 
ilk 24 saate göre az da olsa daha yüksek olduğu görüldü. Bu 
durum kromojenik besiyeriyle yapılacak çalışmalarda 48 sa-
atlik inkübasyonun daha güvenilir olduğunu göstermektedir. 
Çalışmalarda kromojenik besiyerlerinin duyarlılık ve özgül-
lüklerinin %60-100 arasında değiştiği bildirilmiştir (21-25). 
Çalışmamızda ise 24 ve 48 saatlik inkübasyonlarda duyarlılık 
düşük bulunmuş olup bulgularımızın diğer literatür bulgu-
larına uymadığı görülmüştür. Bu oranlar kromojenik agarın 
MRSA saptamasında yetersiz kaldığını göstermektedir. Kro-
mojenik agar her ne kadar tarama amaçlı kültürlerde kulla-
nım kolaylığı sağlasa da hatalı sonuç verme ihtimali yüksek 
olduğundan dikkatle kullanılmalı ve sonuçları disk difüzyon 
gibi güvenilir bir yöntemle doğrulanmalıdır.

Dünyada ulusal düzeyde duyarlılık standardlarının oluş-
turulduğu farklı kuruluşlar bulunmaktadır ve bu kuruluşların 
kriterleri de birbirlerinden farklılıklar göstermektedir. Örneğin 
CLSI, S. aureus için duyarlılık zon çaplarını oksasilin ve se-
foksitin için sırasıyla ≥13 ve ≥22 mm olarak verirken, British 
Society of Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) ≥15 ve ≥22 
mm, Comité de l’Antibiogramme de la Société Française de 
Microbiologie (CASFM) ≥20 ve ≥27 mm olarak kabul etmiş-
tir. Swedish Reference Group for Antibiotics (SRGA) ve The 
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 
(EUCAST) ise oksasilini önermeyip sefoksitin için duyarlılık 
zon çapını ≥22 mm olarak vermiştir (7,8,13,26-28). Görüldü-
ğü gibi farklı kuruluşlar farklı yöntemleri önerebilmekte veya 
aynı yöntem bile olsa farklı kriterler verebilmektedirler. Bu-
nun yanı sıra daha önceki çalışmaların ve bizim çalışmamızın 
sonuçlarından da görüldüğü gibi hem oksasilin hem de se-
foksitin disk difüzyon testlerinde yalancı pozitiflik veya yalan-
cı negatiflik gibi sonuçlarla karşılaşılabilmektedir. Ülkemizde 
CLSI standardları yaygın olarak kullanılmakta olup EUCAST’a 
geçiş süreci başlatılmıştır. Ancak bu standardların farklı ül-
kelere ait olduğu ve antibiyotik duyarlılıklarının coğrafi ve 
epidemiyolojik farklılıklar gösterebileceği düşünüldüğünde 
ülkemize ait verilerin de gözden geçirilmesi ve dikkate alın-
ması uygun olacaktır.
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