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ÖZET

Stafilokoklarda metisilin direnci mecA geni tarafından kodlanmakta, ancak mecA geninin heterojen
ekspresyonu nedeniyle, metisilin direncinin doğru olarak belirlenmesi her zaman mümkün olamamakta-
dır. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile mecA geninin saptanması altın standart yöntem olmakla birlik-
te, çoğu laboratuvarda moleküler yöntemlerin çalışılabileceği olanaklar bulunmadığından, metisiline di-
rençli suşları hızlı ve doğru olarak saptayabilecek, kolay uygulanabilir fenotipik yöntemlere ihtiyaç duyul-
maktadır. Bu çalışmada, stafilokoklarda metisilin direncinin belirlenmesinde, mecA gen analizi çift primer-
li jel tabanlı multipleks PCR (Seeplex, Seegene Inc, Kore), sefoksitin disk difüzyon testi (30 µg, Oxoid, İn-
giltere), otomatize sistem (Phoenix 100, Becton Dickinson, ABD) ve kromojenik CHROMagar MRSA be-
siyerlerinin (CHROMagar Microbiology, Salubris, Türkiye) performanslarının karşılaştırılması amaçlanmış-
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tır. Çalışmaya, hastanede yatan hastaların yara yeri örneklerinden izole edilen 98 Staphylococcus aureus
suşu alınmıştır. PCR ile 60 izolatın mecA geni taşıdığı belirlenmiş; izolatların 59’unda sefoksitin disk difüz-
yon (SDD) testiyle, 61’inde otomatize sistemle ve 65’inde CHROMagar MRSA besiyeri ile metisilin diren-
ci tanımlanmıştır. PCR ile mecA geni tespiti referans yöntem olarak alındığında, metisilin direncini sapta-
mada kullanılan testlerin duyarlılık, özgüllük, pozitif ve negatif prediktif değeri SDD testi için sırasıyla
%98.3, %100, %100 ve %97.4; otomatize sistem için sırasıyla %100, %97.4, %98.4 ve %100; CHRO-
Magar MRSA besiyeri için %96.7, %81.6, %89.2 ve %93.9 olarak bulunmuştur. En yüksek duyarlılık ve
negatif prediktif değer otomatize sistemde, en yüksek özgüllük ve pozitif prediktif değer SDD testinde el-
de edilmiştir. Kromojenik besiyerinin duyarlılığı 48 saat sonunda SDD testine yakın bulunmasına rağmen,
özgüllüğü her iki inkübasyon süresi sonunda diğer testlerden daha düşük bulunmuştur. Kromojenik be-
siyerinin pozitif ve negatif prediktif değerleri de diğer testlere göre daha düşüktür. Moleküler inceleme
yapılamayan laboratuvarlarda, metisilin direncinin saptanmasında stafilokok suşlarının mecA genini daha
iyi indüklediği bilinen sefoksitin disk difüzyon testi veya iş yükü yoğun olan laboratuvarlarda otomatize
sistemle minimum inhibisyon konsantrasyonun (MİK) belirlenmesi güvenilir bir yöntem olarak kullanıla-
bilir. Sonuç olarak, kromojenik besiyerlerinin iş yükünün yoğun ve personel sayısının yetersiz olduğu la-
boratuvar koşullarında, özellikle tarama amaçlı kullanılabileceği; ancak özgüllüğünün düşük olması nede-
niyle, yalancı pozitiflik olasılığına karşı pozitif saptanan suşların disk difüzyon ya da mikrodilüsyon gibi di-
ğer yöntemlerle doğrulanması gerektiği kanısına varılmıştır.

Anahtar sözcükler: Staphylococcus aureus; metisilin direnci; mecA; PCR; sefoksitin disk difüzyon; otoma-
tize sistem; kromojenik agar. 

ABSTRACT

The mecA gene is responsible for the development of methicillin resistance in staphylococci howe-
ver accurate detection of methicillin resistance is not feasible evermore because of heterogenous exp-
ression of mecA gene. Although mecA gene determination by polymerase chain reaction (PCR) is con-
sidered as the gold standard method, molecular tests are not easily applied in all routine laboratories.
Thus, for the rapid and accurate diagnosis of MRSA strains, easy and practical phenotypic tests are still
required. This study was aimed to compare the performance of mecA gene analysis by gel bases mul-
tiplex PCR with dual primer (Seeplex, Seegene Inc, Korea), cefoxitin disc diffusion method (30 µg, Oxo-
id, UK), automated system (Phoenix 100, Becton Dickinson, USA) and chromogenic medium CHRO-
Magar MRSA (CHROMagar Microbiology, Salubris, Turkey) for the detection of methicillin resistance in
staphylococci. It was found that 60 of the 98 Staphylococcus aureus strains carried the mecA gene. Met-
hicillin resistance was observed by cefoxitin disc diffusion test in 59 isolates, by automated system in
61 isolates, and by CHROMagar MRSA in 65 isolates. When mecA gene analysis was considered as the
reference method, the sensitivity, specificity, positive and negative predictive values of the tests that
were used for the detection of methicillin resistance were found as 98.3%, 100%, 100% and 97.4%
for cefoxitin disc diffusion (CDD) method; 100%, 97.4%, 98.4% and 100% for automated system;
96.7%, 81.6%, 89.2% and 93.9% for chromogenic medium CHROMagar MRSA, respectively. The hig-
hest sensitivity and negative predictive values were obtained by the automated system, and the hig-
hest specificity and positive predictive values were obtained by the CDD test. Although the sensitivity
of chromogenic medium was found to be similar with the CDD test at the end of 48 hours, the speci-
ficity of chromogenic medium was lower than the other tests at the end of each incubation period. Li-
kewise, positive and negative predictive values of the chromogenic medium were determined low com-
pared to other tests. In laboratories that cannot perform molecular analysis, the determination of met-
hicillin resistance should be done by the CDD test which is known to be a better inducer of the mecA
gene expression of staphylococci. Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) with au-
tomated systems can be the second choice especially in laboratories with intensive work loads. As a re-
sult chromogenic media can be particularly used for screening in laboratories that have a heavy work-
load and insufficient personnel number. However, due to its low specificity and the possibility of false
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positive results, it was recommended that positive strains should be confirmed by other methods such
as disc diffusion or microdilution.

Key words: Staphylococcus aureus; methicillin resistance; mecA; PCR; cefoxitin disc diffusion; chromoge-
nic media.

GİRİŞ

Günümüzde giderek artan bir öneme sahip olan stafilokoklardaki metisilin direnci, mecA
geni tarafından kodlanan ve penisilin bağlayan protein 2a/2’ (PBP2a/PBP2’) olarak adlandı-
rılan bir proteinin üretimi sonucu ortaya çıkmaktadır. Bu modifiye olmuş proteinin beta-lak-
tam grubu antibiyotiklere afinitesi düşük olduğu için, tüm beta-laktam ve beta-laktam türe-
vi antibiyotiklere karşı dirence neden olmaktadır1,2. Tanımlandığından bu yana, rutin bakte-
riyoloji laboratuvarlarında metisilin direncinin saptanması sorun oluşturmaktadır2,3.  

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile mecA geni varlığının saptanması altın standart
yöntem olmakla birlikte, çoğu laboratuvarda moleküler yöntemlerin çalışılabileceği ola-
naklar bulunmadığından, hızlı ve doğru olarak metisiline dirençli suşları saptayabilecek,
kolay uygulanabilir fenotipik yöntemlere ihtiyaç duyulmaktadır2. Son yıllarda, gerek ya-
pılan çalışmalarda2,5,6 gerekse CLSI4 tarafından, sefoksitin diskinin mecA aracılı oksasilin
direncinin gösterilmesinde kullanılabileceği bildirilmiştir. Metisilin direncinin saptanma-
sında kullanılmak üzere çeşitli ticari kromojenik besiyerleri geliştirilmiştir. Kromojenik be-
siyerleri hedef mikroorganizmanın enzimlerinin kromojenik substratlarını içeren, mikro-
organizmanın bu substratı kullanması ile renkli koloniler oluşturmasını sağlayan besiyer-
leridir. Yapılan çalışmalarda kromojenik besiyerlerinin konvansiyonel besiyerlerine göre
etken patojenleri daha kısa sürede saptama ve karışık kültürlerden ayırmada daha etkili
olduğu gösterilmiştir7. Kromojenik substrat içeren besiyerlerinin maliyeti daha fazla ol-
masına karşın, tanımlama için ek test gereksinimini azaltmakta, zamandan tasarruf sağ-
lamaktadır. Bu faktörler nedeniyle kromojenik besiyerlerinin klinik mikrobiyoloji labora-
tuvarlarında kullanımı giderek yaygınlaşmaktadır7. 

Bu çalışmada, çeşitli klinik örneklerden izole edilen stafilokok suşlarında metisilin di-
rencinin saptanmasında mecA geni varlığının gösterilmesiyle sefoksitin disk difüzyon tes-
ti, otomatize sistem ve kromojenik besiyerlerinin karşılaştırılması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmaya, Ekim 2011-Şubat 2012 tarihleri arasında klinik mikrobiyoloji laboratuvarın-
da, yatan hastaların yara yeri örneklerinden izole edilen 98 Staphylococcus aureus suşu
dahil edildi. Bakteri tanımlaması için koloni morfolojisi, Gram boyama, katalaz testi,
mannitol testi, DNaz ve koagülaz testleri uygulandı. Metisilin direncini belirlemek için;
sefoksitin disk difüzyon testi, otomatize sistem (Phoenix 100, Becton Dickinson, ABD),
kromojenik CHROMagar MRSA (CHROMagar Microbiology, Salubris, Türkiye) besiyerin-
de üreme ve mecA geni tayini için de multipleks PCR kullanıldı. Sefoksitin disk difüzyon
testi (30 µg, Oxoid, İngiltere), CLSI önerileri doğrultusunda Kirby-Bauer disk difüzyon
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yöntemiyle çalışıldı4. Suşlarda metisilin direncinin saptanmasında altın standart olarak
kabul edilen mecA geni varlığı çift primerli jel tabanlı multipleks PCR (Seeplex, Seegene
Inc, Kore) yöntemiyle üretici firmanın önerileri doğrultusunda çalışıldı. Tüm suşlar kro-
mojenik CHROMagar MRSA besiyerine ekildi ve plaklar 35°C’de aerobik ortamda inkü-
be edildi. Sonuçlar yirmi dört ve kırk sekiz saat sonunda üretici firmanın önerileri doğ-
rultusunda değerlendirildi. Yirmi dört saatte pembe-kırmızı koloni oluşturan suşlar meti-
siline dirençli S.aureus (MRSA) olarak tanımlandı. Yirmi dört saatte üreme olmayan plak-
ların inkübasyonları Kırk sekiz saate uzatıldı. Kırk sekiz saatin sonunda plaklarda renksiz
koloni oluşması veya üreme olmaması metisiline duyarlı S.aureus (MSSA) olarak değer-
lendirildi. Standart suş olarak MRSA için ATCC 43300 ve MSSA için ATCC 25923 suşları
kullanıldı. 

Çalışmada kullanılan yöntemlerin metisilin direncini saptamadaki duyarlılık, özgüllük,
pozitif prediktif değer (PPD) ve negatif prediktif değerleri (NPD) hesaplandı.   

BULGULAR

Multipleks PCR yöntemiyle, çalışmaya alınan 98 S.aureus suşundan 60’ının mecA ge-
ni taşıdığı saptanmıştır. PCR ile mecA pozitif saptanan izolatların tümünde (n= 60) oto-
matize sistemle, 59’unda ise sefoksitin disk difüzyon testiyle metisilin direnci tanımlanır-
ken; kromojenik besiyerinde 24 saatte 55 suş, 48 saatte ise 58 suş metisiline dirençli ola-
rak tespit edilmiştir. PCR ile mecA geni negatif bulunan 38 suşun birinde otomatize sis-
temle, 11’inde (24 saatte dört suş, 48 saatte yedi suş) ise kromojenik besiyerinde meti-
silin direnci saptanmış; sefoksitin disk difüzyon testiyle yalancı pozitiflik izlenmemiştir
(Tablo I).

PCR ile mecA geni tespiti altın standart olarak kabul edildiğinde, çalışmamızda kulla-
nılan testlerin metisilin direncini saptamadaki duyarlılık, özgüllük, PPD ve NPD değerle-
ri Tablo II’de gösterilmiştir. Buna göre en yüksek duyarlılık ve NPD otomatize sistem ile,
en yüksek özgüllük ve PPD sefoksitin disk difüzyon testi ile elde edilmiştir. Kromojenik
besiyerinin duyarlılığı 48 saat sonunda sefoksitin disk difüzyon testine yakın bulunması-
na rağmen, özgüllüğü her iki inkübasyon süresi sonunda diğer testlerden daha düşük
bulunmuştur. Aynı şekilde kromojenik besiyerinin pozitif ve negatif prediktif değerleri di-
ğer testlere göre düşük saptanmıştır.
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Tablo I. S.aureus Suşlarında mecA Geni Varlığına Göre Kullanılan Yöntemlerin Sonuçları

PCR

mecA Pozitif (n= 60) mecA Negatif (n= 38)

Yöntemler MRSA MSSA MRSA MSSA

Sefoksitin disk difüzyon testi 59 1 0 38

Otomatize sistem 60 0 1 37

Kromojenik besiyeri 24 saat 55 5 4 34

Kromojenik besiyeri 48 saat 58 2 7 31



TARTIŞMA

Metisilin direncinin belirlenmesindeki hatalar ciddi klinik sorunlara neden olabilir. Ya-
lancı duyarlı sonuçlar tedavide yetersizliğe ve MRSA suşlarının yayılmasına, yalancı di-
rençli sonuçlar ise glikopeptidlerin aşırı kullanımına ve gereksiz izolasyon tedbirlerinin
alınmasına yol açmaktadır8. S.aureus suşlarında metisilin direncinin tanımlanması ve
doğrulanması için birden fazla yöntem bulunmakla birlikte konvansiyonel yöntemlerle
sonuç verme süresi 2-4 gün arasında değişmektedir7. Direncin belirlemesinde altın stan-
dart, mecA geninin PCR ile gösterilmesidir; ancak özel laboratuvar ortamı gerektirmesi
nedeniyle rutin laboratuvarlarda kullanımı uygun değildir8-10. mecA geninin saptanması-
nın her laboratuvarda uygulanamaması nedeniyle, kolay uygulanabilir diğer yöntemle-
rin duyarlılık ve özgüllükleri ile ilgili araştırmalar önem kazanmıştır2,3,6. MRSA tespitinde
kullanılan çeşitli yöntemlerin karşılaştırıldığı ülkemizdeki çalışmalarda, sefoksitin disk di-
füzyon (SDD) testinin duyarlılığı %98-100, özgüllüğü ise %99-100 oranları arasında sap-
tanmıştır6,8. Boubaker ve arkadaşlarının11 çalışmasında, MRSA tespitinde SDD testinin
özgüllüğü %100, duyarlılığı %96.5 olarak bildirilmiştir. Özel ve arkadaşları2 disk difüz-
yon yöntemiyle metisilin direncini araştırdıkları çalışmada, S.aureus için sefoksitin diski-
nin duyarlılık, özgüllük, PPD ve NPD değerlerini sırasıyla %94.3, %100, %100 ve %96
olarak bulmuşlardır. Benzer şekilde çalışmamızda da SDD testinin duyarlılığı %98.3 ve
özgüllüğü %100 olarak saptanmıştır. 

Metisilin direncinin belirlenmesinde otomatize sistemler de kullanılmaktadır. Roisin ve
arkadaşları12, SDD testinin duyarlılık ve özgüllüğünü tüm MRSA izolatlarında sırasıyla
%98.7 ve %100, otomatize sistemin ise sırasıyla %97.5 ve %100 olarak rapor etmiştir.
Başka bir çalışmada5 duyarlılık ve özgüllük sırasıyla otomatize yöntemde %94 ve %100,
SDD testinde ise her ikisi de %100 olarak bulunmuştur.  Biyokimyasal olarak atipik olan
fakat PCR analizi ve antibiyotik duyarlılıkları açısından MRSA olarak adlandırılan suşlarla
yapılan bir çalışmada ise, Phoenix (Becton Dickinson, ABD) otomatize sisteminin MRSA
tanımlanmasında kullanılabileceği sonucuna varılmıştır13. Eş zamanlı olarak otomatize iki
sistemin metisilin direncini saptamadaki performanslarının değerlendirildiği bir çalışma-
da, Phoenix otomatize sisteminin duyarlılığı %99.8 ve özgüllüğü %100 bulunmuş; Vitek
(bioMerieux Vitek, Mo.) sistemiyle birlikte her iki otomatize sistemin de klinik örnekler-
den MRSA tanımlanmasında güvenilir olduğu sonucuna varılmıştır14. Ülkemizde mecA
pozitif ve negatif suşların incelendiği bir çalışmada, Vitek otomatize sisteminin MRSA
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Tablo II. mecA Geni Varlığı Altın Standart Olarak Alındığında Yöntemlerin Duyarlılık, Özgüllük, Pozitif ve
Negatif Prediktif Değerleri (%)

Yöntemler Duyarlılık Özgüllük PPD NPD 

Sefoksitin disk difüzyon testi 98.3 100 100 97.4

Otomatize sistem 100 97.4 98.4 100

Kromojenik besiyeri 24 saat 91.7 89.5 93.2 87.2

Kromojenik besiyeri 48 saat 96.7 81.6 89.2 93.9

PPD: Pozitif prediktif değer; NPD: Negatif prediktif değer.



saptanmasında duyarlılık ve özgüllükleri sırasıyla %80 ve %100 olarak bildirilmiştir15. Bi-
zim çalışmamızda da, otomatize sistemin (Phoenix, BD, ABD) duyarlılığı %100, özgüllü-
ğü %97.4 olarak saptanmıştır. 

Günümüzde, MRSA suşlarının hızlı bir şekilde tanımlanması amacıyla geliştirilmiş çok
sayıda ticari besiyeri ve tanımlama kitleri yaygın olarak kullanılmaktadır10. Kromojenik
besiyerleri S.aureus’un hem tanımlanmasında hem de metisilin direncinin belirlenmesin-
de kullanılan pratik, göreceli olarak hızlı, duyarlılık ve özgüllükleri kabul edilebilir yön-
temlerdir. Bu besiyerleri MRSA tanımlamasını direkt olarak yapabildiğinden ek testlere
olan ihtiyacı azaltmakta, zaman ve maliyet açısından önemli avantajlar sağlamaktadır7.
Lagace-Wiens ve arkadaşları3 MRSA taranmasında seçici kromojenik besiyerlerinin iş yo-
ğunluğunu toplamda %63.7, her bir örnek için ise %12.6 oranında azalttığını belirlemiş-
ler ve MRSA pozitif örnekler için raporlama süresinin ortalama 1.33 gün, MRSA negatif
örnekler için ise 1.97 gün olduğunu bildirmişlerdir10. Çeşitli kromojenik besiyerlerinin
değerlendirildiği bir çalışmada, CHROMagar MRSA besiyerinin 24 ve 48 saatlik inkübas-
yon sürelerinde MRSA izolatlarını belirleme duyarlılıkları sırasıyla %59 ve %99.3, özgül-
lükleri %72 ve %92.1 olarak saptanmıştır16. Van Hal ve arkadaşlarının17, sürüntü örnek-
lerinden MRSA saptanmasında moleküler yöntemler ve seçici agarları karşılaştırdıkları ça-
lışmalarında, CHROMagar MRSA besiyerinin duyarlılık, özgüllük, PPD ve NPD değerleri
sırasıyla 24. saatte %63, %99, %98, %81; 48. saatte %71, %67, %56 ve %79 olarak
bulunmuştur. Uzamış inkübasyon süresi, seçici agarlarda yanlış pozitif sonuçlara neden
olmaktadır. Diederen ve arkadaşları18 CHROMagar MRSA besiyerinin duyarlılığını
%95.4, özgüllüğünü %100 olarak bildirirken; Malhotra-Kumar ve arkadaşları19 bu besi-
yerinin duyarlılık, özgüllük, PPD ve NPD değerlerini sırasıyla %81.9, %99.1, %83 ve
%93 olarak saptamışlardır. Cesur ve arkadaşları10 CHROMagar MRSA besiyeri için duyar-
lılık, özgüllük, PPD ve NPD değerlerini 48 saat sonunda sırasıyla %95.5, %37.6, %35.7
ve %96.1 olarak belirlemişlerdir. PCR ile mecA geni tespitinin referans yöntem olarak
alındığı bazı çalışmalarda da, CHROMagar MRSA besiyerinin duyarlılık ve özgüllüğü
%82.9-87.7 ve %99.1-100 oranları arasında saptanmıştır20-22. Ayrıca, son yıllarda tanım-
lanan yeni bir mec gen kompleksinin mecA geni ile %60-70 benzerlik göstermesi ve me-
cA PCR yöntemi ile saptanamaması nedeniyle, bu yeni homolog genin saptanması için
ek tanı yöntemlerine gereksinim duyulacağı bildirilmektedir23. 

Stafilokoklarda metisilin direncinin fenotipik yöntemlerle gösterilmesi, özellikle hete-
rojen metisilin direnci varlığı ve bu direncin de çevresel faktörlerden etkilenmesi nede-
niyle, direncin saptanmasında CLSI’nın önerilerine önemle uyulmasını gerektirmektedir.
Moleküler inceleme yapılamayan laboratuvarlarda metisilin direncinin saptanmasında,
stafilokok suşlarının mecA genini daha iyi indüklediği bilinen SDD testi veya daha yoğun
çalışılan yerlerde otomatize sistemle minimum inhibisyon konsantrasyonun (MİK) belir-
lenmesi güvenilir bir yöntem olarak kullanılmalıdır. Sonuç olarak, kromojenik besiyerleri-
nin iş yükünün yoğun ve personel sayısının yetersiz olduğu laboratuvar koşullarında özel-
likle tarama amaçlı kullanılabileceği; ancak özgüllüğünün düşük olması nedeniyle, yalan-
cı pozitiflik olasılığına karşı pozitif saptanan suşların diğer yöntemlerle (disk difüzyon,
mikrodilüsyon) doğrulanması gerektiği kanısına varılmıştır.
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