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ÖZET 

 

 

Subklinik Mastitisli İnek Sütlerinden İzole Edilen Staphylococcus aureus 
Suşlarında Metisilin Direncinin Fenotipik ve Genotipik Araştırılması 

 
Metisilin dirençli Staphylococcus aureus (MRSA) insanlarda hastane ve 

toplumsal kaynaklı infeksiyonların başta gelen nedenlerindendir.  Son yıllarda farklı 
hayvan türlerinde MRSA kaynaklı infeksiyonların ve kolonizasyonunun bildirilmesi 
toplumsal kaynaklı MRSA infeksiyonlardaki artış ile ilişkilendirilmektedir.  Bu çalışmada 
subklinik inek mastitislerinden izole edilen S. aureus suşlarında metisilin direncinin 
tespitinde farklı yöntemlerin karşılaştırılması amaçlandı.  Bu amaçla, 148 S. aureus 
izolatında metisilin direnci altın standard olarak kabul edilen PZR ile mecA geninin 
gösterilmesi, oksasilin agar tarama testi, oksasilin disk difüzyon testi, sefoksitin disk 
difüzyon testi ve broth mikrodilüsyon yöntemleri ile araştırıldı ve sonuçları karşılaştırıldı.  
İncelenen 148 S. aureus suşundan 24 (%16.2)’ü PZR ile metisilin direnci yönünden pozitif 
bulundu.  Oksasilin disk difüzyon testi ile 16 (%10.8), sefoksitin disk difüzyon testi ile 15 
(%10.1), oksasilin agar tarama testi ile 16 (%10.8) ve broth mikrodilüsyon yöntemi ile de 
18 (%12.2) suş metisiline dirençli olarak saptandı.  PZR ile mecA negatif bulunan 124 
suştan (MSSA) ise oksasilin disk difüzyon ve sefoksitin disk difüzyon testi ile 1’i (%1.6), 
broth mikrodilüsyon testi ve oksasilin agar tarama testi ile de 2’si metisiline dirençli olarak 
saptandı.  Fenotipik yöntemlerin sensitivite ve spesifiteleri altın standard olarak kabul 
edilen PZR ile mecA geninin belirlenmesi referans alındığında sırasıyla oksasilin disk 
difüzyon testi için %66.7 ve %99.2, sefoksitin disk difüzyon testi için %62.5ve %99.2, 
oksasilin agar tarama testi için %66.7 ve %98.4 ve broth mikrodilusyon testi için ise % 75 
ve %98.4 olarak saptandı.   

Sonuç olarak, hayvan orijinli MRSA suşları atipik metisilin direnç fenotipi 
gösterebileceğinden, PZR’ın metisilin direncinin belirlenmesinde konvansiyonel fenotipik 
testlere göre daha sensitif ve spesifik olduğu görülmektedir.  Ayrıca, hayvan orijinli S. 
aureus suşlarında metisilin direncinin araştırılmasında yeni metodların uygulanması 
gereklidir. 

Anahtar kelimeler : İnek, mastitis, metisilin direnci, Staphylococcus aureus 
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ABSTRACT 

 

 

Investigation of Methicillin Resistance in Staphylococcus aureus Strains 
Isolated from Subclinical Bovine Mastitic Milk Samples by Phenotypic 

and Genotypic Methods 
 

Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) one of the leading cause of 
hospital-acquired (HA) and community-acquired (CA) infections.  In recent years, MRSA 
infections and colonization in different animal species has been reported, suggesting a 
correlation observed increase in the number of CA-MRSA infections.  In this study, it was 
aimed to compare several methods for the detection of methicillin resistance in S. aureus 
isolated from subclinical bovine mastitis.  For this aim, 148 S. aureus strain were screened 
for methicillin resistance by a PCR assay, which is accepted as golden standart and specific 
for the mecA gene, oxacillin disc diffusion test, cefoxitin disc diffusion test, an oxacillin 
agar screen test, broth microdilution test. Of the 148 S. aureus examined, 24 (16.2%) were 
found to be MRSA by PCR.  Oxacillin disc diffusion, cefoxitin disc diffusion, oxacillin 
agar screen test and broth microdilution method detected methicillin resistantance in 16 
(10.8%), 15 (10.1%), 16 (10.8%) and broth microdilution 18 (12.2%), respectively.  Of 
124 MSSA mecA negative strains,  oxacillin disc diffusion and cefoxitin disc diffusion test 
1 (1.6%), broth microdilution test and oxacilin agar screen test 2 strains misclassified as 
MRSA.  When detection of mecA gene by PCR taken as a referance method, sensitivities 
and specifities of oxacillin disc diffusion, cefoxitin disc diffusion, oxacillin agar screen test 
and broth microdilution method were 66.7-99.2%, 62.5-99.2%, 66.7-98.4% and 75-98.4%, 
respectively. 
 In conclusion, as MRSA of animal origin may display atypical methicillin 
resistance, PCR apperars to be more sensitive and spesific for detection of methicillin 
resistance according to phenotypic methods.  In addition, it is necessary to implement new 
methods for screening methicillin resistance in S. aureus from animal origin. 

Key words : Bovine mastitis, methicillin resistance, Staphylococcus aureus 
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1.GİRİŞ 

Staphylococcus aureus tüm dünyada önemli ekonomik kayıplara neden olan sığır 

mastitislerinin en yaygın etiyolojik nedenidir (Van Duijkeren ve ark. 2004).  Mastitislerin 

kontrolünde ve tedavisinde antibiyotikler önemli bir yere sahiptir.  Ancak, antibiyotiklerin 

yaygın ve yanlış kullanımı insan ve hayvanlarda infeksiyona neden olan farklı bakteri 

türlerinde direnç gelişimine neden olmuştur (Hendriksen ve ark. 2008).  Beta-laktam 

antibiyotikler mastitislerin tedavisinde sıklıkla kullanılmaktadır.  Beta-laktam antibiyotiklere 

direnç; beta-laktamazların üretimi veya düşük affiniteye sahip penisilin bağlayan protein 2a 

(PBP2a) sentezi ile gerçekleşmektedir.  PBP2a kromozomal mecA geni tarafından 

kodlanmaktadır ve beta-laktamaz dirençli penisilinler ile diğer beta-laktam antibiyotiklere 

dirençten sorumlu olduğu bildirilmiştir (Odd ve Maeland 1997).  Bu mekanizmalardan 

sonuncusu metisilin direnci olarak bilinmekte ve metisiline dirençli S. aureus suşları “MRSA” 

olarak isimlendirilmektedir (Mandel ve ark. 1995).  

Metisilin direnci ilk defa metisilinin kullanıma girmesinden kısa bir süre sonra 1960 

yılında İngiltere’de rapor edilmiştir (Jevons 1962).  Bu tarihten sonra MRSA suşları 

yayılmaya başlamış ve 1970’li yıllarda dünya genelinde ciddi nozokomiyal infeksiyonlara 

neden olmaya başlamıştır (Locksley ve ark. 1982).  Günümüzde halen önemli bir problem 

olmaya devam etmektedir (Mandel ve ark. 1995, Voss ve Doebbeling 1995, Ayliffe 1997).  

Etkenin hızlı yayılımında MRSA suşlarının tetrasiklinlere, aminoglikozidlere, makrolidlere, 

linkozamidlere ve diğer antibiyotiklere karşı gösterdiği çoğul direncin önemli payı 

bulunmaktadır. 
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Hayvanlarda ilk MRSA izolasyonu mastitisli ineklerin sütlerinden 1972 yılında 

gerçekleştirilmiştir (Devriese ve Vandame 1972).  Bu tarihten itibaren köpek, kedi, sığır, 

koyun, tavuk ve at dahil farklı hayvan türlerinden MRSA izolasyonuna dair çalışmalar 

yayınlanmıştır (Devriese ve Hommez 1975, Hartman ve ark. 1997, Tomlin ve ark. 1999, Lee 

2003, Goni ve ark. 2004). 

S. aureus dünyada ve ülkemizde klinik ve subklinik mastitislerin en önemli 

nedenlerindendir.  Özellikle antibiyotiklere çoğul dirençlilik gösteren stafilokok suşlarının 

neden olduğu mastitislerin tedavisinde güçlükler ile karşılaşılmaktadır (Sutra ve Poutrel 1990, 

Vintov ve ark. 2003).  Antibiyotiklere dirençli suşların bizzat kendisi veya dirence aracılık 

eden genlerinin duyarlı suşlara aktarılması antimikrobiyal ajanlarla tedavide başarısızlığın 

nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Goh ve ark. 1992, Kreiswirth ve ark. 1993).  Bu 

nedenle izole edilen suşların antibiyotiklere duyarlılık ve direnç durumlarının belirlenmesi 

klinik ve ekonomik açıdan oldukça önemlidir.  Ayrıca dirençli bakterilerin direk temas veya 

gıda zinciri ile insanlara da bulaşabilmesi halk sağlığı açısından da büyük önem arz etmektedir 

(White ve McDermott 2001, Lee 2003). 

Metisilin direncinin tespitinde rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarında yaygın olarak 

disk difüzyon yöntemlerinden yararlanılmaktadır.  Son yıllarda oksasilin agar tarama yöntemi, 

otomatize sistemler ve ticari lateks aglütinasyon (PBP2a’nın saptanmasına yönelik) kitleri 

altın standart olarak kabul edilen mecA geninin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile 

saptanması yöntemine alternatif olarak kullanılmaya başlanmıştır.  Bu yöntemlerin metisilin 

dirençli stafilokok suşlarını ortaya koymadaki etkinlikleri arasında farklılıklar bulunmaktadır.  

Bu çalışmada, Mustafa Kemal Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji 

Laboratuvarı’nda S. aureus olarak tanımlanmış izolatlarda metisilin direncinin mecA geni 
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referans olarak alınarak; oksasilin ve sefoksitin disk difüzyon testi, oksasilin agar tarama testi 

ve mikrodilüsyon yöntemi ile araştırılması amaçlanmıştır.   
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2.GENEL BİLGİLER 

Mastitis süt sığırlarında sütün nitelik ve niceliğini etkileyen ve önemli ekonomik 

kayıplara neden olan bir meme hastalığıdır (Wilson ve ark. 1997, Jain 1979).  Mastitisler 

klinik ve subklinik olmak üzere iki formda görülmektedir (Baştan 2002).  Klinik mastitislerde 

yangının karekteristik belirtileri olan memede kızarıklık, ağrı, şişme, sıcaklık artışı, duyarlılık 

yanısıra ateş, halsizlik ve iştahsızlık gibi genel hastalık semptomları da görülür.  Sütte ise 

koku, sulanma, pıhtı ve flakon oluşumu dikkati çeker (Karahan 2005). 

Subklinik mastitis, meme dokusunda henüz önemli değişiklikler şekillenmeden 

ortaya çıkan mastitisin ikinci formudur.  Meydana gelen değişikliklerin kolay 

farkedilememesi, özel yöntemler kullanılarak tanımlanabilmesi, süt veriminin ve kalitesinin 

azalması, klinik mastitislere göre daha yüksek oranda görülmesi nedeniyle süt sığırcılığı 

işletmelerinde daha fazla öneme sahiptir (Baştan 2002). 

Mastitisler multifaktöriyel bir etiyolojiye sahiptir ve mastitislerin gelişiminde konak, 

çevre ve mikroorganizmalara ait faktörler önemli rol oynamaktadır.  Konağa ait faktörler 

arasında yaş, ırk, kalıtım, laktasyon dönemi ve sayısı, memeye ait doğal savunma faktörleri ve 

immun sistemin gücü sayılabilir.  Çevresel faktörler arasında ise hava koşulları, mevsim, 

beslenme, sağım ve barınak koşulları (nem, ısı, ışık, havalandırma vs) önemli yere sahiptir 

(Arda 1997).  Mastitise neden olan mikroorganizmalar ise kontagiyöz (bulaşıcı), çevresel ve 

fırsatçı olmak üzere üç farklı şekilde mastitis oluşumuna neden olmaktadır.  S. aureus ve 

Streptococcus agalactiae kontagiyöz mastitisler içinde önemli bir yere sahiptir.  Bu etkenler 

sağımcıların elleri ve sağım ekipmanları ile bulaşmaktadır.  Çevresel mastitis etkenleri ise 

hayvanların bulundukları ortamda (gaita, su, altlık, toprak) fazla miktarda bulunurlar.  
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Escherichia coli, Streptococcus dysgalactiae ve Streptococcus uberis çevresel kaynaklı 

mastitise neden olmaktadır (Baştan 2002, Kireçci 2004).  Ancak, dünyada ve Türkiye’de S. 

aureus mastitisin etiyolojisinde önemli bir yere sahiptir.  Stafilokokkal mastitislerin görülme 

oranı yerleşim yerlerine, mevsimsel farklılıklara ve uygulanan mastitis kontrol programlarına 

göre %60-80 arasında değişmektedir (Hadimli ve Erganiş 2001).  

 

2.1.Tarihçe  

Stafilokoklar ilk kez 1878 yılında Robert Koch tarafından irin içinde görülerek 

tanımlanmış ve ilk defa stafilokok adı 1881 yılında İskoçyalı bir cerrah olan Alexander 

Ongston tarafından kullanılmıştır (Archer 1990).  Eski Yunanca’da üzüm salkımı anlamına 

gelen “staphylus”, bu bakterilerin üreme esnasında birbirlerinden ayrılmayarak üzüm 

salkımına benzer kümeler oluşturmasından dolayı kullanılmaktadır.  Ancak, stafilokokların ilk 

defa izole edilmesi ve laboratuvar özelliklerinin tespit edilmesi 1884 yılında Rosenbach 

tarafından gerçekleştirilmiştir (Bilgehan 1993).  

 

2.2.Etiyoloji  

Daha önceki yıllarda Micrococcaceae familyasında yer alan stafilokok cinsi, Bergey’s 

Manual of Systematic Bacteriology’nin son baskısında Bacilli sınıfında Bacillales takımında 

yer almaktadır.  Stafilokok cinsi içerisinde yer alan türler, koagulaz enzimi sentezleme 

yeteneklerine göre koagulaz pozitif stafilokoklar (KPS) ve koagulaz negatif stafilokoklar 

(KNS) olmak üzere iki ana gruba ayrılmaktadır.  KPS’lar S. aureus, S. intermedius ve S. 

hyicus türlerini içine almaktadır (Akan 2006). 
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Stafilokoklar, 0.5-1.5 µm çapında kok şekilli Gram pozitif bakterilerdir.  Mikroskop 

altında çoğu kez üzüm salkımı şeklinde görülürler.  Sporsuz, katalaz pozitif, oksidaz negatif ve 

hareketsizdirler.  Birçok türünde karotenoid karekterinde pigment bulunabilir.  Suda erime 

özelliği olmayan bu pigment S. aureus kolonilerinin altın sarısı renk almasına neden olur.  

Laboratuvarda 10-42 oC’de üreyebilmelerine rağmen optimum üreme ısısı 37 oC‘dir.  Sporsuz 

olmalarına rağmen dış etkilere ve dezenfektanlara karşı oldukça dayanıklıdır.  Kültürlerde +4 

ºC’de 2-3 ay, - 20 ºC de 3-6 ay kadar canlılıklarını muhafaza edebilirler.  NaCl’ün %9’luk 

konsantrasyonunda üreme özelliğine sahiptir (Akan 2006). 

 

2.3.Stafilokokların hayvanlarda neden olduğu hastalıklar 

Evcil hayvanlarda stafilokoklar farklı klinik tablolarla karekterize infeksiyonlara 

neden olmaktadır.  Stafilokok türlerinin farklı hayvan türlerinde neden olduğu hastalıklar 

Çizelge 2.1’de sunulmuştur.  

 

2.4.Türkiye’de Staphylococus aureus mastitislerin görülme sıklığı 

Geliştirilen tüm kontrol programlarına rağmen mastitisin eradikasyonu gerek 

Türkiye’de gerekse de dünyanın diğer ülkelerinde mümkün olmamıştır.  Ancak insidansının 

düşük seviyelere çekilmesi mümkün olmuştur.  Bunun en önemli nedeni mastitisin 

multifaktöriyel bir yetiştricilik hastalığı olmasıdır (Erganiş ve Uçan 2001).  Sığırlardaki 

mastitis olgularından çok farklı türden mikroorganizma izole edilmesine rağmen 

infeksiyonların büyük kısmından stafilokoklar izole edilmektedir (Watts 1988).  Türkiye’de 

konu ile ilgi yapılan çalışmalarda da stafilokoklar izole edilen mikroorganizmaların önemli bir 

kısmını oluşturmaktadır.  Türütoğlu ve ark. (1995) Marmara bölgesinde 1594 mastitisli inek 
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sütünün %28.1’inden S. aureus ve %23.1’inden S. epidermidis, Kuyucuoğlu ve Uçar (2001) 

Afyon ilinde klinik ve subklinik mastitisli 126 inekten alınan 164 süt örneğinin %40.1’inden 

S. aureus, Ergün ve ark. (2004). ise Hatay’da subklinik mastitisli 115 inekten alınan süt 

örneklerinin %42.4’ünden KNS ve %25.1’inden de S. aureus izole etmişlerdir. 

 
Çizelge 2.1. Patojen stafilokok türlerinin neden olduğu hastalıklar (Quinn ve ark. 1994).      

Tür Konak Hastalık 
Sığır Mastitis: subklinik, kronik, akut, perakut veya 

gangrenöz 
Meme impetigosu 
Meme başında küçük püstüller 

Koyun Mastitis: akut, perakut veya gangrenöz  
Kene piyemisi 
Periorbital ekzama 
Stafilokokkal dermatitis 

Keçi  Mastitis: subakut veya perakut 
Domuz Mastitis: akut, subakut ve kronik (botriyomikoz) 

Nekrotik stafilokokkal endometritis 
Meme impetigosu  

At Mastitis: akut 
Botriyomikoz (kastrasyonu takiben) 

Tavşan Yeni doğanlarda eksudatif dermatitis 
Apse, konjuktivitis, pyemi 

Kanatlı Bumble-foot 
Hindilerde artritis ve septisemi 
Omfalitis (nadir) 

S. aureus 

Kedi, köpek Suppuratif lezyonlar 
S. aureus subp. 
anaerobius 

Koyun Kazeöz lenfadenitise benzer lezyonlar 

Köpek, kedi Pyoderma, Pyometra 
Otitis externa (diğer patojenler ile birlikte) 
Solunum yolu, kemik, eklem, yara, göz kapağı ve 
konjuktiva infeksiyonları 

S. intermedius 

At, sığır Nadir infeksiyonlar 
Domuz Eksudatif epidermidis 

Septik poliartritis 
S. hyicus 

Sığır Mastitis (nadir) 
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2.5.Stafilokoklarda virulans faktörleri 

Stafilokokların neden olduğu mastitislerin patogenezinde etkenin sahip olduğu 

virulans faktörleri (toksinler, enzimler, yüzey proteinleri, kapsül ve biofilm) önemli bir yere 

sahiptir.  Bu faktörler sayesinde etken konak savunma mekanizmalarına direnç göstermekte, 

memede infeksiyonu başlatmakta ve vücuda invaze olabilmektedir (Karahan 2005, Zecconi ve 

ark. 2006, Melchior ve ark. 2007).  Stafilokokların patogenezinde rol oynayan başlıca virulans 

faktörleri şunlardır : 

 

2.5.1.Hücre duvarı 

Hücre duvarı bakteri hücresine şekil veren ve hücre içi ozmotik basınca karşı 

bakterinin parçalanmasını önleyen önemli bir yapıdır.  Hücre duvarının bileşiminde 

peptidoglikan, teikoik asit ve protein A gibi üç önemli antijenik yapı bulunur.  Peptidoglikan 

hücre duvarı kuru ağırlığının yarısını oluşturur ve N-asetilglukozamin (NAGA) ve N-

asetilmuramik asit (NAMA) monomerlerinin ß-1-4 glikozid bağları ile bağlanması ile 

meydana gelir.  Ayrıca peptidoglikan zincirleri NAMA molekülüne bağlanmış tetrapeptit 

zincirleri arasındaki pentaglisin köprüsü ile de birbirine çapraz olarak bağlanmıştır (Dehart ve 

ark. 1995).  

Peptidoglikan tabakası makrofajlardan sitokin salınımını indükleyerek komplementin 

aktivasyonuna ve trombosit agregasyonuna neden olur (Waldvogel ve ark. 2000).  Ayrıca, 

monositlerden interlöykin-1 (IL-1) salınımını uyararak polimorfnükleer lökositlerin (PNL) 

infeksiyon bölgesine toplanmalarına ve apse oluşumuna yol açar (Waldvogel ve ark. 2000, 

Ünal 2004, Lodise ve McKinnon 2005). 
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Peptidoglikan tabakaya kovalent olarak bağlanmış olan teikoik asit hücre duvarını 

oluşturan diğer önemli bir yapıdır.  Teikoik asit peptidoglikan tabakaya kovalent olarak 

bağlanmış fosfat içeren polimerlerdir (Langevelde ve ark. 1998).  Teikoik asit, mukozal 

yüzeylerdeki özgül reseptörler aracılığı ile stafilokokların adhezyonuna aracılık eder (Lowy 

1998, Bannerman 2003).  Teikoik asit tek başına zayıf immunojen özellik göstermesine 

rağmen peptidoglikan ile birlikte bulunduğunda komplement aktivasyonu, yangı hücrelerinin 

kemotaksisinin inhibisyonu ve antikor sentezinin uyarımı gibi virulansa yönelik önemli 

biyolojik aktivitelere sahiptir (Koneman 1997).  

Stafilokokların virulansında önemli bir yapı olan ve peptidoglikan tabakasının dış 

yüzeyinde bulunan protein A, IgG’nin Fc bölgesine bağlanma özelliğine sahiptir (Koneman 

1997).  Protein A, opsonizasyon ve fagositozu engelleyerek komplementin aktivasyonuna 

neden olur (Bilgehan 1993).  S. aureus suşlarının bir kısmının sahip olduğu kapsül ise, etkenin 

hücrelere adhezyonuna yardımcı olan aynı zamanda bakteriyi fagositozdan koruyan 

ekzopolisakkarit bir yapıdır (Koneman 1997).   

2.5.2.Enzimler 

2.5.2.1.Katalaz 

Katalaz, stafilokoklar için toksik etkili olan hidrojen peroksidi (H2O2) oksijen (O2) ve 

suya (H2O) ayıran bir enzimdir. Katalaz enzimi fagositozu takiben fagositik hücreler 

tarafından oluşturulan miyeloperoksidaz ve serbest radikalleri inaktive eder (Akalın ve ark. 

1987). 

2.5.2.2.Koagülaz 

Stafilokoklar tarafından ekstrasellüler olarak salgılanan koagülaz enzimi fibrinojeni 

fibrine çevirme özelliğinde olan protrombin benzeri aktiviteye sahip bir enzimdir.  Bu enzim 
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infeksiyon sırasında in vivo fibrin bir bariyer oluşturarak bakteriyi fagositozdan korur ve 

invazyon yeteneklerinin artmasını sağlar (Akalın ve ark. 1987). 

Koagülaz, serbest ve bağlı koagülaz (clumping factor) olmak üzere iki farklı formda 

bulunur.  Bunlar hem immunolojik hem de etki mekanizmaları yönünden birbirlerinden 

farklıdırlar.  Serbest koagülaz protein yapıda olup fibrinojenin fibrine dönüşmesi ile plazmanın 

pıhtılaşmasına yol açar.  Bağlı koagülaz ise bakteriyel hücre duvarına bağlı halde bulunup, 

ortamda serbest olarak bulunmaz.  Bu yapı plazmadaki fibrinojene doğrudan bağlanarak, 

fibrinojenin fibrine dönüşümü ile hücre yüzeyinde fibrin iplikçikleri oluşumuna ve bakterilerin 

gözle görünür kümeler oluşturmasına neden olur (Baron ve ark. 1994).  

2.5.2.3.Hyaluronidaz  

S. aureus suşlarının %90’ınında bulunan bir enzimdir.  Bağ dokusunun yapısında 

bulunan hyaluronik asitin parçalanmasını ve stafilokokların bakterinin doku içerisinde 

yayılmasını sağlar (Koneman 1997). 

2.5.2.4.Fibrinolizin  

Dokularda fibrin kümelerini parçalayarak infeksiyonun çevre dokulara yayılmasını 

sağlar (Koneman 1997). 

2.5.2.5.Lipaz  

Deri ve deri altı dokulardaki lipitleri parçalayarak bakterilerin lipid yönünden zengin 

olan bölgelerde yaşamasına olanak sağlar (Koneman 1997). 

2.5.2.6.Deoksiribonükleaz (DNaz) 

KPS’lerin çoğu tarafından oluşturulan bir enzimdir.  DNA omurgasındaki 

fosfodiester bağlarını hidrolize ederek S. aureus’un invazyon yeteneğini artırır (Arda 2000). 
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2.5.2.7.Penisilinaz ( beta-laktamaz)  

Beta-laktamazlar, antibiyotiklerin beta-laktam halkasını hidrolize ederek, antibiyotik 

etkinliğini gideren ve direnç gelişmesine neden olan enzimlerdir.  Beta-laktamaz enzimi, 

büyük bir plazmid üzerinde yer alan blaZ geni tarafından kodlanmaktadır (Fuda ve ark. 2005). 

 S. aureus’un beta-laktamazı penisilinaz niteliğinde olup bakterinin metisilin ve 

oksasilin gibi penisilinaza dirençli penisilinler dışındaki tüm penisilin türevlerine karşı direnç 

kazanmasına yol açar (Jawetz ve ark. 1995, Koneman 1997).  Çok geniş bir enzim grubu olan 

beta-laktamazlar molekül yapılarına ve işlevsel özelliklerine göre sınıflandırılmaktadır. Beta-

laktamazlarda 4 farklı moleküler sınıf (A, B, C, D) tanımlanmıştır. Stafilokokların sentezlediği 

beta-laktamazlar A sınıfında yer almaktadır (Özmen 2001). 

 

2.5.3.Ekzotoksinler 

Stafilokoklar sıvı besiyerlerinde üretildiklerinde kültür filtratlarında ekzotoksin 

özelliğinde maddeler sentezler.  Bu maddelerin eritrosit ve çeşitli hücreler üzerinde sitolitik, 

deney hayvanlarında ise nekrotik ve letal etkilerinin olduğu saptanmıştır (Koneman 1997, 

Akan 2006).  Bunlar; 

2.5.3.1.Hemolizin  

S. aureus suşlarında dört tip hemolizin tanımlanmıştır. 

a)Alfa toksin: Hemolitik, dermonekrotik ve sitolitik özellikleri olan bir nörotoksindir.  

Kanlı agarda üreyen S. aureus kolonilerinin etrafında eritrositlerin tam lizisi sonucu oluşan 

hemoliz zonundan sorumludur (Koneman 1997). 

b)Beta toksin: Birçok hücre tipi üzerine sitotoksik özellikte olan bir 

sfingomiyelinazdır.  İnsan, koyun ve tavşan eritrositleri üzerine hemolitik etkisi vardır (Dinges 
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ve ark. 2000).  B grubu streptokoklar tarafından oluşturulan CAMP faktörü ile birlikte 

sinerjistik hemolizden sorumludurlar (Koneman 1997).  

c)Gama toksin: İnsan, koyun ve tavşan eritrositleri bu toksine duyarlı, at eritrositleri 

dirençli bulunmuştur.  Etki mekanizması bilinmemektedir (Dinges ve ark. 2000).  

d)Delta toksin:  Eritrosit, lökosit ve trombositler üzerinde deterjanlara benzer bir etki 

ile hücre membranlarında hasara neden olur.  Alfa ve beta toksinlerden farklı olarak 

immunolojik aktiviteye sahip değildirler (Dinges ve ark. 2000). 

2.5.3.2.Lökosidin 

Hem PNL’ler hem de makrofajlar üzerine sitolitik etkiye sahiptir.  Bu hücreler 

tarafından yürütülen fagositoz olayını engelleyerek virulansa katkı sağlar (Fox ve ark. 1991).  

Toksinin birbiriyle sinerjistik etki yapan, S (slow) ve F (fast) olarak adlandırılan iki 

komponenti vardır. Toksin hücre zarında porlar açarak permeabilitenin bozulmasına neden 

olur (Koneman 1997). 

2.5.3.3.Toksik Şok Sendrom Toksin-1 (TSST-1) 

Stafilokokkal enterotoksin F olarakta bilinen bu toksin insanlarda toksik şok 

sendromuna yol açmaktadır.  Toksinin sentezi bakteriyofaj kaynaklıdır (Koneman 1997). 

İnsanlarda ateş, hipotansiyon, kusma, baş ağrısı, böbrek yetmezliği ve üşüme ile karakterize 

klinik tabloya neden olur.  Toksin çok geniş bir biyolojik aktiviteye sahip olmakla birlikte, 

TSST-1’in hastalık oluşumundaki rolü tam olarak belli değildir.  Stafilokokkal enterotoksinler 

ile (SE) birlikte süperantijen aktivitesine sahiptir.  Yardımcı T lenfositlerini uyararak aşırı 

sitokin salınımına ve toksik şok tablosuna neden olmaktadır (Dinges ve ark. 2000).  
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2.5.3.4.Eksfoliyatif Toksin (ET) 

Bazı S. aureus suşları tarafından sentezlenen ETA ve ETB olarak adlandırılan 

immunolojik olarak farklı iki tipi bulunmaktadır.  ETA ve ETB aynı biyolojik aktiviteye ve 

yüksek oranda genetik yakınlığa rağmen; ETA kromozomal ETB ise plazmid üzerinde yer 

alan genler tarafından kodlanmaktadır.  Her iki toksin insanlarda veziküler ve eksfoliyatif deri 

lezyonlarından sorumludur (Marrack ve Kappler 1990, Johnson ve ark. 1991).  

2.5.3.5.Stafilokokkal Enterotoksin (SE)’ler  

S. aureus suşları tarafından oluşturulan, suda erime özelliğine sahip, termostabil (100 

oC’de 30 dk) superantijen özelliğinde maddelerdir.  Özellikle yüksek CO2’li ortamlarda, 

karbonhidrat ve proteinden zengin besiyerlerinde üreyen stafilokoklar tarafından 

sentezlenirler.  İnsanlarda kısa inkübasyon süresini (2-6 saat) takiben ortaya çıkan bulantı, 

kusma, karın ağrısı ve diyare gibi klinik semptomlarla karekterize gıda zehirlenmesine neden 

olur (Erol ve İşeri 2004).  Önceleri antijenik özelliklerine göre birbirinden ayrılan klasik 5 SE 

(SEA-SEE) tipine ilave olarak günümüzde 14 yeni SE tipi (SEG to SER, SEU and SEV) daha 

bildirilmiştir (Wang ve ark. 2009). 

 

2.5.4.Antifagositik Maddeler 

2.5.4.1.Biyofilm 

Biyofilm bakterilerin canlı ve cansız yüzeylere lokalize olmasını sağlayan bir 

maddedir (Demir 2008). Konak immun sistemin ve antibiyotiklerin etkinliğini bozmak 

suretiyle infeksiyonun persiste olmasına yardımcı olur.  Biyofilm içinde üreyebilen 

bakterilerin neden olduğu mastitis vakalarının yaygın olarak kullanılan antibiyotiklere daha az 

oranda duyarlı olduğu gösterilmiştir (Melchior ve ark. 2007). 
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2.5.5. Stafilokoklarda Metisilin Direnci 

Penisilinin keşfini takiben 1940’lı yıllarda kullanıma girmesiyle stafilokokların neden 

olduğu infeksiyonların mortalite oranlarında önemli düşüşler gözlenmiştir.  Ancak kısa sürede 

1944 yılında beta-laktamaz üretimine bağlı ilk penisilin direnci bildirilmiştir.  Benzer şekilde 

alternatif olarak kullanılan tetrasiklin, makrolid, sülfonamid gibi ilaçlara da direnç gelişimi 

bildirilmiştir (Sevgican 2006).     

Penisilinaza bağlı olarak gelişen bu direnç sorununu çözmek amacıyla 

benzilpenisilindeki fenoksi grubunun yerine metoksi grubunun eklenmesiyle 1959 yılında 

metisilin elde edilmiştir.  Klinik kullanıma girmesinden kısa bir süre sonra İngiltere’de 1961 

yılında metisiline dirençli ilk S. aureus (MRSA) izole edilmiştir.  Bu tarihten sonra dünyanın 

birçok ülkesinde MRSA kaynaklı infeksiyonlar artan oranda görülmeye başlamıştır (Sevgican 

2006).     

Metisilin direncinden sorumlu mekanizmalar; mecA geninin kodladığı PBP2a yapımı, 

PBP’lerin beta-laktam antibiyotiklere affinitesinde azalma ve beta-laktamazların aşırı üretimi 

şeklinde özetlenebilir (Fluit ve ark. 2001).  Bu mekanizmalar içerisinde en sık görüleni, 

stafilokokların yeni bir penisilin bağlayan protein (PBP) kazanmaları ile oluşan dirençtir. Bu 

mekanizma nedeniyle dirençli olan stafilokoklarda, metisiline duyarlı olanlardan farklı olarak 

yeni bir PBP mevcuttur.  Metisilin direncinin oluşmasından sorumlu olan, mecA gen 

kompleksi tarafından kodlanan PBP2a adı verilen, 78 kDa molekül ağırlığındaki bu enzimin 

beta-laktam antibiyotiklere affinitesi diğer PBP’lerden daha düşüktür.  Dolayısıyla beta-laktam 

antibiyotiklerin varlığında diğer PBP’ler inhibe olurken, bu enzimin affinitesi düşük olduğu 

için beta-laktam antibiyotiklere bağlanamaz ve fonksiyonunu sürdürmeye devam eder.  

PBP2a, ortamda beta-laktam antibiyotik olsa da olmasa da sentezlenir ancak ortamda 
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antibiyotik yoksa fonksiyon göstermez.  PBP2a metisiline dirençli tüm KPS ve KNS 

izolatlarında gösterilmiştir.  Metisiline duyarlı stafilokoklarda ise yoktur (Ünal 1996).  

Transdüksiyon ile bu genetik bilgi dirençli suşlardan duyarlı suşlara aktarılabilmektedir  

 

2.7. Staphylococcal Cassette Chromosome (SSCmec) 

Metisilin direncinden sorumlu olan mecA geni stafilokok türlerinde staphylococcal 

cassette chromosome (SCCmec) olarak adlandırılan hareketli bir genetik element üzerinde 

bulunmaktadır.  SCCmec metisiline dirençten sorumlu mec ve bakteriyel genom üzerinde yer 

değiştirmeden sorumlu ccr kompleksinden oluşmaktadır.  Günümüzde tanımlanan 

SCCmec’nin 5 tipi (I, II, III, IV ve V) bulunmaktadır (Martins ve Cunha 2007) (Şekil 2.1). ccr 

gen kompleksinin ccrAB1, ccrAB2, ccrAB3, ccrAB4 ve ccrC olarak isimlendirilen 5 allotipi, 

mecA gene kompleksinin ise A, B, C, D, E olarak tanımlanan 5 tipi vardır (Şekil 2.2) (Hanssen 

ve Sollid 2005). 

İlk üç SCCmec tipi detaylı olarak Ito ve ark. (2001) tarafından tanımlanmıştır.  Aynı 

araştırıcılar 2004 yılında SCCmec tip V’i rapor etmişlerdir.  Daha çok toplumsal kaynaklı 

MRSA suşlarında bulunan SCCmec tip IV ise Ma ve ark. (2007) tarafından tanımlanmıştır.  

SCCmec I, II ve III başlıca nozokomiyal infeksiyonlara neden olur ve tip IV ile V’ten daha 

büyüktür.  SCCmec tip I 34 364 bp büyüklüğünde olup bu üç tipin en küçüğüdür ve metisilin 

veya ağır metallerin dışında diğer antibiyotiklere dirence neden olan transpozon veya plazmid 

taşır.  SCCmec tip IA olarak bilinen alt tipi, tip I’den kasete integre pUB110 plazmidinin 

varlığı ile ayrılır (Martins ve Cunha 2007). 

SCCmec tip II 53 017 bp büyüklüğünde olup metisilin direncine neden olan mecA ve 

mecRI genlerine ilave olarak, eritromisin ve streptomisin direncine neden olan Tn554 
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transpozonunu yapısında bulundurur. Tip IIA olarak adlandırılan ve tip II’den 40 bp daha 

büyük bir alt tipi bulunmaktadır. 

SCCmec tip III, 5 SCCmec tipinin en büyüğüdür (66 896 bp).  Yapısında mecA ve 

mecRI genlerini, Tn554 ve ΨTn554 transpozoonlarını ve pT181 plazmidini taşır.  ΨTn554 

kadmiyuma ve pT181 plazmidi tetrasiklin ve civaya dirençten sorumludur.  Bu kaset tipinin 

IIIA ve IIIB olarak ifade edilen iki alt tipi vardır.  Alt tip IIIA pT181 plazmidini veya IS431 

elementini içermezken, alt tip IIIB pT181 ve Tn554'ten yoksundur. 

SCCmec tip IV genellikle toplumsal kaynaklı infeksiyonlardan sorumludur.  Bu 

element küçüktür ve mecA dışında direnç geni taşımaz.  Ayrıca bu kaset tipinin çok sayıda alt 

tipi (IVA, IVB, IVC ve IVD) bulunmaktadır.  Bu alt tipler ccr kompleksinin L-C bölgesi 

olarak bilinen sekanslarında farklılığa sahiptir. 

En son olarak belirlenen SCCmec tip V bir Avustralya izolatında identifiye edilmiştir 

(Ito ve  ark. 2004).  Tip V’in büyüklüğü 27 624 bp olup, tip IV’ten daha büyük, fakat diğer 

tiplerden ise daha küçüktür (Martins ve Cunha 2007). 

Günümüzde birçok araştırıcı tarafından metisilin dirençli stafilokok suşlarında 

SCCmec tipi ve alt tiplerini belirlemeye yönelik multipleks PZR yöntemleri geliştirilmiştir 

(Oliveira ve de Lencastre 2002, Zhang ve ark. 2005, Kondo ve ark. 2007). 
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Şekil 2.2. Stafilokoklarda mec gene kompleksleri (Hanssen ve Sollid 2006). 
 

 

2.8. Hayvanlarda Metisilin Direnci 

S. aureus’un sığırlarda mastitisin önemli nedenlerinden biri olduğu ve yaygın 

antibiyotik kullanımı dikkate alındığında ilk MRSA izolasyonunun 1972 yılında mastitisli inek 

sütünden izole edilmesi şaşırtıcı olmamıştır (Leonard ve Markey 2008).  Bu tarihten itibaren 

farklı evcil hayvan türlerinde; mastitisli sütçü sığırlarda (Lee 2003, Sareyyüpoğlu ve ark. 

2006, Moon ve ark. 2007, Turutoğlu ve ark. 2009, Türkyılmaz ve ark. 2009), pet 

hayvanlarında (Strommenger ve ark. 2003, O’Mahony ve ark. 2005, Loeffler ve ark. 2005, 
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Baptiste ve ark. 2005, Bağcıgil ve ark. 2006) ve atlarda (Yasuda ve ark. 2000, Weese ve ark. 

2005, Busscher ve ark. 2006) metisilin dirençli S. aureus ve KNS taşıyıcılığı ile neden olduğu 

infeksiyonlar artan oranda bildirilmektedir.  Hayvanlarda metisilin dirençli stafilokokların 

kolonizasyonunun ve infeksiyona neden olduğunun anlaşılması konu üzerine olan ilginin ve 

çalışmaların artmasına neden olmuştur.  Bu durum insanlarda toplumsal kaynaklı MRSA 

infeksiyonlarında gözlenen artış ile de ilişkilendirilmektedir.  Nitekim hayvanlardan ve bunlar 

ile temasta olan insanlardan aynı MRSA klonlarının izole edilmesi, insan ve hayvanlar 

arasında bulaşmanın olduğunun göstergesi olarak kabul edilmektedir (Weese ve ark. 2003, 

Lee 2003, O’Mahony ve ark. 2005, Strommenger ve ark. 2006, Juhász-Kaszanyitzky ve ark. 

2007).   

 

2.9.Direnç fenotipini belirleyen faktörler 

2.9.1.İç Faktörler : 

Metisilin direnci mecA geninin dışında başka genler ve faktörlerce düzenlenir.  Bu 

nedenle mecA geni taşıdığı halde metisiline değişik düzeylerde dirençli ve hatta duyarlı 

stafilokok suşları bulunabilmektedir.  Diğer bir ifade ile mecA geninin varlığı metisilin direnci 

için mutlaka gerekli ancak yeterli değildir.  mec (mecI ve mecR1) ve blaZ (blaI ve blaR1) 

regülator genleri ile fem (factor essential for methicillin resistance; metisilin direnci için 

gerekli faktör) metisilin direnci için gerekli faktörlerdir.  PBP2a sentezine yol açan mecA 

geninin ekspresyonu mecI ve mecR1 genleri tarafından regüle edilmektedir.  mecI mecA 

geninin ekspresyonunu baskılayıcı, mecR1 ise destekleyici yönde etkiye sahiptir (Ünal 1996, 

Nimeyer ve ark. 1996).  Bu genlerdeki yapısal değişiklikler fonksiyonel mec kompleksi 

bulunsa da stafilokok suşlarında PBP2a sentezinin az veya hiç olmamasına yol açar.  mecA 
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promotor bölgesindeki mutasyonlar represörün operatöre bağlanmasını olumsuz yönde 

etkileyerek veya eksprese edilen proteini etkisiz kılan yapısal gen mutasyonları duyarlı fenotip 

oluşmasına neden olabilir (Chambers 1997).   

Stafilokokkal beta-laktamaz plazmidi metisilin direncini farklı mekanizmalarla 

etkileyebilir.  Beta-laktamaz plazmidinin homojen direnç fenotipine sahip bir bakteriye girişi 

heterojen direnç fenotipine yol açar.  blaRI’in inaktivasyonu, blaI’in represör aktivitesinin 

baskınlaşmasına ve heterojen direnç oluşumuna neden olur (Nimeyer ve ark. 1996).   

fem faktörleri de metisilin direncinin tam olarak ortaya çıkması için gerekli mec dışı 

faktörlerdir.  Hem duyarlı hem de dirençli stafilokoklarda bulunur.  Stafilokok genomunun 

farklı bölgelerine dağılmış durumda 6 fem (femA, femB, femC, femD, femE, ve femF) geni 

tanımlanmıştır.  Bunlardan femE’nin fonksiyonu bilinmemektedir.  femAB operonu pentaglisin 

interpeptid köprüsünün formasyonu için gerekli 40 kDa ağırlığında iki protein kodlar.  femB 

dördüncü ve beşinci glisinleri zincire ilave ederken femA ikinci ve üçüncü glisinleri zincire 

ilave eder.  Bu genlerin fonksiyonlarının engellenmesi direncin seviyesini hemen hemen 

duyarlı seviyesine indirir. PBP2a ve diğer PBP’lerin üretimi etkilenmez.  femC mutantlarının 

ekspresyonu femAB mutasyonlarının aksine heterojen direnç fenotipinin ekspresyonuna neden 

olur, çoğu dirençli hücrelerin direnç seviyesini etkilemez.  femD’nin inaktivasyonu hücre 

duvarından pentapeptid disakkaritin kaybolması ile sonuçlanır.  femF mutasyonları ile 

heterojen direnç fenotipinin oluşumu ile sonuçlanır.  femF’in inaktivasyonu lizin eklenmesi 

basamağında peptidoglikan prekürsör sentezinin blokajına neden olur (Chambers 1997).    
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Yukarıda bahsedilen faktörlerin dışında, çok sayıda stafilokokkal virulens 

faktörlerinin ve ekzoproteinlerinin ekspresyonunun kontrolünden sorumlu olan agr (accessory 

gene regulator) ve sar (staphylococcal accessory regulator) lokusları da metisilin direnç 

fenotipi üzerine etkili olabilmektedir.  Heterojen direnç fenotipi gösteren suşlarda her iki 

lokustaki inaktivasyonların yüksek dirençli bakterilerin sayısında azalma ile sonuçlandığı 

bildirilmiştir (Chambers 1997).   

 

2.9.2.Dış Faktörler 

Tuz konsantrasyonu, pH, besiyeri kompozisyonu, ozmolarite ve ısı metisilin direnci 

üzerine etkili olan başlıca faktörlerdir.  Bunlardan tuz konsantrasyonu (% 2) ve düşük ısılarda 

inkubasyon (30-35 oC) heterojen metisilin direnci gösteren suşların tespitinde laboratuvarlarda 

yaygın olarak kullanılmaktadır (Chambers 1997, Berger-Bachi ve Rohrer 2002).   

 

2.10.Metisilin Direncinin Tespiti  

Metisilin direncini tespit etmek için yaygın olarak kullanılan testler kültür 

koşullarının modifiye edilmesi esasına dayanmaktadır.  Bunlar; oksasilin kullanılması, 35 oC 

yerine 30 oC’de ve 24 saat yerine 16-18 saat inkübasyonu içermektedir.  Metisilin veya 

oksasilin yerine diğer antibiyotiklerin (sefalosporinler, imipenem gibi) duyarlılık testlerinde 

kullanılması güvenilir sonuçlar vermemektedir.  Ancak metisilin direncinin heterojen yapısı 

duyarlılık testlerinin doğruluğunu sınırlandırmaktadır.  mecA geninin PZR ile belirlenmesi 

heterojen suşları bile doğru olarak identifiye etmesi nedeniyle altın standart olarak kabul 

edilmektedir (Chambers 1997).  
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Fenotipik olarak dirençli ancak mecA geni yönünden negatif suşlarda oksasilin 

minimal inhibitör konsantrasyon değerleri genellikle <16 µg/ml olup; bu suşlara karşı beta-

laktam antibiyotikler etkili olduğundan klinik önemleri bulunmamaktadır (Chambers 1997). 

 

2.11.Homojen direnç 

Kültürdeki koloniyi oluşturan bakterilerin tamamı mecA genini taşırlar ve bu direnç 

geni tamamında eksprese olur.  Oksasilin MİK değerleri 400 mg/L ve üzerinde olup yüksek 

düzeyde dirence neden olur.  Genellikle izole edilen stafilokokların az bir bölümünde 

rastlanan direnç şekli olup, bu direncin saptanması üzerine ortamın pH’ı, ısı, tuz 

konsantrasyonu ve inkübasyon süresi gibi çevresel faktörlerinin etkisi yoktur (Resende ve 

Figueriedo 1997). 

 

2.12.Heterojen direnç 

Heterojen direnç, klinikte stafilokok suşlarında daha sık karşılaşılan ve direnç 

oluşumunun çevre koşullarından etkilenmesi nedeniyle saptanması güç olan bir direnç türüdür. 

Heterojen metisilin direnci yapısal bir özellik olmakla birlikte, kültür ortamı ve beta-laktam 

antibiyotiklerin kullanımına bağlı olarak direnç seviyesi değişir.  Kromozomal olarak mecA 

geni taşıyan ve metisiline dirençli olan suşların bazılarında fenotipik olarak metisiline duyarlı 

bir alt populasyonun bulunmasıyla karekterizedir. mecA’nın ekspresyon seviyesine göre 

bunlara heterorezistan suşlar da denilmektedir.  Heterojen direncin PBP 2a’nın fonksiyonunda 

önemli olan hücre duvarı sentezindeki biyokimyasal yolaktaki bir faktörün azlığı ve/veya 

eksikliğinden veya kritik bir noktadaki modifikasyondan kaynaklanması ile açıklanmaktadır 
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(Chambers 1997). Heterojen dirençte 104-108 bakteriden birinde direnç saptanmaktadır ve bu 

direnç de üç gruba ayrılmaktadır (Resende ve Figueriedo 1997).  

Sınıf I heterojen direnç: 107-108 bakteriden biri dirençli olup metisilin  MİK değeri 

1,5-3 µg/ml düzeyindedir. 

Sınıf II heterojen direnç: 105-106 bakteriden biri dirençli olup metisilin MİK 

değeri  6-12 µg/ml düzeyindedir. 

Sınıf III heterojen direnç: 102-103 bakteriden biri dirençli olup metisilin MİK 

değeri 50-200 µg/ml düzeyindedir.  

   

2.13.Metisilin Fenotipinin Belirlenmesinde Kullanılan Yöntemler 

Metisilin direnç fenotipinin belirlenmesinde kullanılan yöntemler şunlardır : 

2.13.1.Disk difüzyon yöntemi 

Oksasilin disk difüzyon yöntemi metisilin direncinin belirlenmesinde kullanılan 

duyarlılığı az olan bir metoddur.  Diğer metodlarla karşılaştırıldığında daha düşük spesifiteye 

(ortalama % 80) sahiptir.  Bu amaçla %2 oranında NaCl ilave edilmiş Mueller Hinton agar 

(MHA) plaklarının yüzeyine bakterinin standart süspansiyonu yayıldıktan sonra oksasilin (1 

µg) veya metisilin (5 µg) diski yerleştirilir.  İnkübasyon süresi sonunda disk çevresindeki 

inhibisyon alanının çapı ölçülerek değerlendirilir (Chambers 1997, Cengiz 1999, Gülay 1999, 

Jorgense ve Turnidge 2003).    

2.13.2.Sulandırım (dilüsyon) yöntemleri 

Sıvı ve katı besiyerlerinde uygulanabilen sulandırım yöntemleri in vitro duyarlılık 

testleri arasında "altın standard" olarak kabul edilmektedir (Cengiz 1999, Gülay 1999, 



24 
 

Jorgense ve Turnidge 2003).  Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2006) 

standartlarına göre sıvı dilüsyon yöntemi % 2 oranında NaCl ilave edilmiş Mueller Hinton 

Broth (MHB)’da antibiyotiğin iki katlı dilüsyonlarının yapılmasını, 5x105 cfu/ml 

yoğunluğunda inokulum kullanılmasını ve 35 oC’de 24 saat inkübasyonu, agar dilusyon 

testinde ise antibiyotiğin dilüsyonlarının % 2 oranında NaCl içeren MHA plaklarında 

yapılmasını ve aynı inkübasyon koşullarını önermektedir.  Her iki yöntem benzer sonuçlar 

vermektedir. 

2.13.3.Oksasilin Agar Tarama Testi 

Bu yöntemin duyarlılığı metisilin dirençli S. aureus suşlarını saptamada % 100’e, 

KNS suşlarını saptamada ise % 95’e yaklaşan bir sensitiviteye sahiptir.  Metisiline dirençli 

KNS’ların tespit oranını artırmak için 48 saat inkübasyon tavsiye edilmektedir (Chambers 

1997).  Agar tarama testi, test mikroorganizmasının %4 NaCl ve 6 µg/ml oksasilin eklenmiş 

MHA plaklarına 104 cfu yoğunluğunda ekilmesini ve 35 oC’de 24 saat inkübasyonu şeklinde 

yapılmaktadır.  Tek bir koloninin bile üremesi direncin göstergesi olarak kabul edilmektedir 

(CLSI 2006). 

2.13.4.Epsilometrik yöntem (E test) 

Bu yöntemde, difüzyon temeline dayanan diskler yerine plastik stripler kullanılarak 

bir antibiyotiğin MİK değerinin hesaplanması amaçlanmaktadır.  Stripin bir yüzünde 

antibiyotiğin belirli ve sürekli bir konsantrasyon değişimi olacak şekilde ve kurutulmuş olarak 

diğer yüzünde antimikrobiyal ajanın stripin ucundan olan uzaklığına karşılık gelen 

konsantrasyonları bir cetvel gibi sıralanmış olarak yer alır.  Standart bakteri süspansiyonu 

MHA gibi katı bir besiyeri üzerine yayıldıktan sonra stripler yerleştirilir.  İnkübasyon süresi 
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sonunda, elips şeklindeki inhibisyon zonunun stribi kestiği konsantrasyon MİK olarak 

belirlenir (Cengiz 1999, Gülay 1999). 

2.13.5.PBP2a Lateks Aglutinasyon Testi 

PBP2a’ya karşı elde edilen monoklonal antikorlarla kaplanmış lateks partiküllerinin 

aglütinasyonu esasına dayanır.  S. aureus için sensitivitesi ve spesifitesi yüksek ve 10 dakika 

gibi kısa bir sürede sonuç veren bir testtir (Louie ve ark. 2000, Griethuysen ve ark. 1999).  

2.13.6.Otomatize Sistemler 

Vitek/Vitek2 (bioMérieux), Phoenix (Becton Dickinson) ve Microscan (Dade 

Behring) gibi otomatize sistemlerin metisilin direncinin belirlenmesinde güvenilir olduğu 

fakat az oranda yanlış sonuçlar verdiği (çoğunlukla yanlış pozitif) bildirilmiştir (Brown ve ark. 

2005). 

 

2.13.7.Genotipik Yöntemler 

Metisilin direncinin heterojen ekspresyonundan dolayı dirençli suşları fenotipik 

yöntemlerle her zaman doğru olarak tanımlamak mümkün olmamaktadır.  Bu nedenle 

stafilokoklarda metisiline dirençten sorumlu mecA geninin PZR ile tespiti altın standart olarak 

kabul edilmektedir.  Bu yöntem dirençli suşların kısa sürede ve doğru olarak saptanmasına 

taşıyıcıların tanımlanmasına ve sağaltımına olanak sağlamaktadır (Gülay 1999).  

Bu çalışmada, subklinik inek mastitislerinden izole edilen S. aureus türlerinde 

metisilin direncinin genotipik ve farklı fenotipik yöntemler kullanılarak araştırılması, altın 

standart olarak kabul edilen PZR tekniği esas alınarak fenotipik testlerin spesifite, sensitivite, 

pozitif ve negatif yorumlama gücü değerlerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 
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3.GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1.Bakteri Suşları 

Mustafa Kemal Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı kültür 

kolleksiyonundan seçilen ve subklinik inek mastitislerinden izole edilen 148 S. aureus suşu 

çalışmanın materyalini oluşturdu. 

 
3.2.Antibiyotik Duyarlılık Testleri 

Antibiyotik duyarlılık testi CLSI (2006) önerileri doğrultusunda yapıldı ve 

değerlendirildi.   

 

3.2.1.Disk Difüzyon Yöntemi 

S. aureus suşlarının % 5 defibrine koyun kanlı agardaki (Merck, Germany) 

kültürlerinden McFarland 0.5 yoğunluğunda % 0.9’luk fizyolojik tuzlu su içinde 

süspansiyonları yapıldı.  Bu süspansiyondan steril bir svab yardımı ile %2 oranında NaCl 

içeren MHA (Merck, Germany) besiyeri yüzeyine yayıldı.  Besiyeri yüzeyi kuruduktan sonra 

üzerine oksasilin (1 µg) (Oxoid, England) ve sefoksitin (30 µg) (Oxoid, England) diskleri 

yerleştirilerek 35 ºC’de 24 saat inkübe edildi.  Süre sonunda her iki antibiyotiğe ait zon çapları 

ölçülerek sonuçlar değerlendirildi.  İnhibisyon zon çapı ≤10 mm olan izolatlar oksasiline 

dirençli, 11-12 mm olanlar orta duyarlı, ≥13 mm olanlar ise duyarlı kabul edildi.  Sefoksitin 

disk difüzyon testinde ise zon çapı S. aureus için ≤ 21 mm olan izolatlar sefoksitine dirençli, 

≥22 mm olanlar ise duyarlı olarak kabul edildi (Şekil 3.1).  
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               Şekil 3.1. Oksasilin disk difüzyon testi  a)MRSA  b)MSSA 

 

3.2.2.Oksasilin Agar Tarama Yöntemi 

Test önerileri doğrultusunda % 4 NaCI eklenmiş ve ml’de 6 µg/ml oksasilin (Sigma-

Aldrich, USA) içeren MHA’da yapıldı.  MHA’a % 4 NaCI  ilave edilip 121 ºC’de 15 dakika 

otoklavlandıktan sonra 50 ºC’ye soğutuldu ve steril şartlarda 6 µg/ml olacak şekilde oksasilin 

eklenerek agar kalınlığı 4 mm olacak şekilde 90 mm çapında petrilere döküldü.  Stafilokok 

suşlarının kanlı agardaki kültürlerinden fizyolojik tuzlu su içinde McFarland 0.5 

yoğunluğunda süspansiyonları hazırlandı.  Süspansiyona daldırılan steril svab yardımı ile fazla 

sıvı kısmı tüpün iç cidarına bastırılarak uzaklaştırıldıktan sonra besiyeri üzerinde 10-15 mm 

çapındaki bir alana sürmek suretiyle ekildi ve 35 ºC’de 24 saat inkübe edildi.  Tek bir 

koloninin dahi görülmesi oksasiline dirençli olarak kabul edildi. 

 

a  b 
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3.2.3.Mikrodilüsyon Yöntemi: 

Mikrodilüsyon yöntemi U tabanlı steril mikropleytlerde %2 NaCl ve oksasilinin 

değişik konsantrasyonlarını (0.125-512 µg/ml) içeren MHB (Merck, Germany) kullanılarak 

yapıldı.  S. aureus için oksasilin MİK değeri ≥4 µg/ml olan suşlar dirençli kabul edildi (CLSI 

2006).  Oksasilin dilüsyonu yapılırken aşağıdaki formül kullanıldı. 

 

                                                            Volüm (ml) x Konsantrasyon (µg/ml) 
           Ağırlık (mg) =                                        

                                                                   Antibiyotik potensi (µg/ml) 

   

Potensi %95 olan oksasilinden 52.6 mg tartılıp 5 ml %2 oranında NaCl içeren MHB 

besiyerinde çözdürülerek 1000 µg/ml stok antibiyotik solusyonu elde edildi.  Bu solüsyondan 

512 µg/ml antibiyotik solüsyonu hazırlamak için stoktan 512 µl alınarak üzerine 488 µl %2 

oranında NaCl içeren MHB besiyeri eklendi.  Daha sonta mikropleytin tüm gözlerine 100 µl 

%2 oranında NaCI içeren MHB besiyeri eklendi.  Daha sonra mikropleytin ilk kuyucuklarına 

512 µg/ml oksasilin içeren antibiyotik solüsyonundan 100 µl ilave edilerek birinci kuyucuktan 

itibaren 12. kuyucuğa kadar seri dilüsyonlar yapılıp 12. kuyucuktan 100 µl solüsyon dışarı 

atıldı.  Bakteri süspansiyonundan her bir kuyucuktaki son konsantrasyonu 5x105 cfu/ml olacak 

şekilde tüm kuyucuklara 100 µl dağıtıldıktan sonra, plaklar 35 ºC’de 24 saat inkübe edildi. Bu 

sürenin sonunda üreme görülmeyen en düşük konsantrasyon değerleri tespit edildi.   S. aureus 

için oksasilin MİK değeri ≥4 µg/ml olan suşlar dirençli kabul edildi (CLSI 2006).  
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3.2.4.Kontrol suşları 

Çalışmada kontrol suşları olarak S.aureus ATCC 25923 (duyarlı köken) ve S. aureus 

ATCC 43300 (dirençli köken) kullanıldı. 

 
 

3.3. PZR ile mecA geninin saptanması  

3.3.1. DNA İzolasyonu 

Stafilokok suşlarından DNA izolasyonu Hesselbarth ve Schwarz (2005) tarafından 

bildirilen yönteme göre yapıldı.  Bu amaçla, izolatlar 10 ml Brain Hearth Infusion (Merck, 

1.10493, Germany) sıvı besi yerinde bir gece inkube edildikten sonra 3500 rpm’de 10 dk 

santrifüj edildi ve supernatant atılarak bakteri pelleti 1 ml TES buffer eklenerek süspanse 

edildikten sonra tekrar santrifüj edildi.  Supernatant atıldıktan sonra pelet 500 µl TES buffer 

ile süspanse edilerek 2 µl lizostafin (10 mg/ml) (Sigma, USA) eklendi ve 37 oC’de 30 dk 

inkube edildi.  Bu sürenin sonunda %10’luk sodyum dodesil sulfattan (SDS) (Sigma, USA) 20 

µl ve 50 µl Proteinaz K (Sigma, Germany) ilave edildikten sonra 65 oC’de 20 dakika inkube 

edildi.  DNA eksraksiyonu için karışım üzerine, eşit miktarda fenol:kloroform:izoamil alkol 

(25:24:1) (Sigma; USA) ilave edilip vortekslendikten sonra 10 000 rpm’de 10 dk santrifüj 

edildi. Üst tabaka dikkatlice yeni bir tüpe alınarak üzerine 0.1 hacim 3 M sodyum asetat 

(Merck, Germany) ve 2-3 hacim absolut alkol (Merck, Germany) ilave edilerek -20 oC’de 2 

saat tutuldu.  Karışım 13 000 rpm’de 10 dk santrifüj edildikten sonra supernatant atıldı, pelet  

%70’lik etanol ile yıkandı.  Pelet kurutulduktan sonra 100 µl DPEC su ile süspanse edildi.   
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TES (10 mM Tris-HCl [pH 8], 1 mM EDTA, 100 mM NaCl) Buffer 

Trisma base (Sigma, USA) 1.21 g 

EDTA (Sigma, USA) 0.372 g 

NaCl (Merck, Germany) 5.844 g 

 

Maddeler distile su içinde iyice çözündükten sonra pH:8’e ayarlandı ve hacim 1000 

ml’ye tamamlandı.  Küçük hacimlere porsiyonlanarak otoklavda sterilize edildi ve oda ısısında 

saklandı. 

3.3.2. Primerler 

Choi ve ark. (2003) tarafından bildirilen mecA geninin 314 bp’lik segmentini spesifik 

olarak amplifiye eden MECA1-F  (5’-CCT AGT AAA GCT CCG GAA-3’) ve MECA2-R (5’-

CTA GTC CAT TCG GTC CA-3’) primerleri kullanıldı.  

 

3.3.3. mecA Geninin Amplifiye Edilmesi 

PZR karışımı 25 µl final hacimde, final konsantrasyonları her bir primerden 0.2 µM, 

200 µM dNTP, 10x PZR buffer, 0.5 U Taq Polimeraz, 1.5 mM MgCl2 ve 2 µl template DNA 

olacak şekilde yapıldı.  Karışım termal döngü cihazına (Techne, England) konularak aşağıdaki 

amplifikasyon işlemi uygulandı:  

95 oC’de 2 dk ilk denaturasyon   

94 oC 30 sn denaturasyon 

58 oC 30 sn bağlanma                  30 siklus 

72 oC 30 sn sentez 

72 oC’de 7 dk son sentez 
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3.3.4. Amplifiye Edilen Gen Ürünün Gösterilmesi 

Amplifiye edilen PZR ürünleri, DNA marker (Gene Ruler, 100 bp DNA ladder MBI, 

Fermentas, Lithuania), pozitif kontrol ve negatif kontrol ile birlikte Loading Dye (MBI, 

Fermentas, Lithuania) ile 1/5 oranında karıştırılarak 1 x TBE tamponu içindeki jele yüklendi.  

120 V’da 1 saat elektroforez işlemini takiben UV transilluminatörde 314 bp’lik gen ürünü 

varlığı yönünden değerlendirildi.  

 

0.5 M EDTA (Ethylenediamine Tetraacetic Acid)  

Na2EDTA x 2H2O  (Sigma, USA)            186.1 g 

Distile su                                                     700 ml 

Son hacim                                                 1000 ml 

 

Maddeler 700 ml distile su içinde eritildikten sonra 10 M NaOH ile pH’sı 8’e 

ayarlandı ve distile su ile 1 litreye tamamlandı. 

  

10x TBE (Tris/borate/EDTA) Elektroforezis Buffer 

Trisma base   (Sigma, USA)                         108 g 

Borik asit       (Sigma, USA)                           55 g 

0.5 M EDTA  (Sigma, USA)                         40 ml 

Distile su                                                   1000 ml 

 

Maddeler distile su içinde iyice çözündükten sonra pH:8’e ayarlandı ve hacim 1000 

ml’ye tamamlandı.  Çalışmada, 1/10 sulandırması kullanıldı.  
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3.3.5. İstatistiksel Analizler 

3.3.5.1.Duyarlılık ve Özgüllük Saptanması 

Testlerin biribiriyle karşılaştırılması amacıyla sensitivite, spesifite, pozitif ve negatif 

prediktif değerleri hesap edildi.  Sensitivite ile uygulanan testin gerçek pozitifleri saptama 

oranı, spesifite ile uygulanan testin gerçek negatifleri saptama oranı, pozitif ve negatif 

prediktif değer ile de toplam pozitif ve negatif sonuçlar içerisinde gerçekten pozitif ve negatif 

olanların oranı belirlendi (Erganiş ve Uçan 2001).  Bu amaçla aşağıdaki formüllerden 

yararlanıldı:  

  

                                                                Gerçek pozitif 
Sensitivite (duyarlılık) =      X 100 
                                                 Gerçek pozitif + Yanlış negatif 

 

                                                                Gerçek negatif 
Spesitife (özgüllük) =       X 100 
                                                 Gerçek negatif + Yanlış pozitif 

 

                                                                Gerçek pozitif 
Pozitif Prediktif Değer =      X 100 
                                                 Gerçek pozitif + Yanlış pozitif 

 

                                                                Gerçek negatif 
Negatif Prediktif Değer =      X 100 
                                                  Gerçek negatif + Yanlış negatif 

  

 

 



33 
 

4.BULGULAR 

Subklinik inek mastitislerinden izole edilen toplam 148 S. aureus suşundan PZR ile 

mecA geni yönünden pozitif bulunan 24 (% 16.2)’ü gerçek MRSA ve 124’ü de metisiline 

duyarlı S. aureus (MSSA) olarak kabul edildi (Şekil 4.1).  mecA pozitif izolatlardan 16’sı      

(%66.7) oksasilin disk difüzyon ve 15’i (%62.5) sefoksitin disk difüzyon testi ile, 18’i (%75) 

mikrodilüsyon yöntemi ile ve 16’sı (%66.7) da oksasilin agar tarama testi ile metisiline 

dirençli olarak saptandı.  mecA negatif bulunan 124 izolattan 1’i (%0.81) oksasilin disk 

difüzyon ve sefoksitin disk difüzyon testi ile 2’si de (%1.6) mikrodilüsyon yöntemi ve 

oksasilin agar tarama testi ile metisiline dirençli olarak saptandı (Çizelge 4.1 ve Çizelge 4.2). 

 

 
Şekil 4.1. PZR ile mecA geninin tespiti M: 100 bp Marker, 1: Pozitif kontrol (S. aureus   

           ATCC 43300)  2-5: mecA pozitif suşlar, 6: Negatif Kontrol (S. aureus ATCC 25923) 
 

 
 
Çizelge 4.1.  İzolatların mecA geni varlığına göre ve kullanılan yötemlerin MRSA, MSSA olarak belirledikleri 
izolat sayısı  

500 bp 

300 bp 

 M              1             2            3            4             5            6     

314  bp 
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mecA (+) (n: 24) mecA (-) (n: 124) Yöntemler 

MRSA  MSSA  MRSA MSSA 

Oksasilin disk difüzyon 

 

16 8 1 123 

Sefoksitin disk difüzyon 

 

15 9 1 123 

Oksasilin agar tarama 

 

16 8 2 122 

Mikrodilüsyon 18 6 2 122 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Çizelge 4.2. Genotipik ve fenotipik testlerle metisilin dirençli olarak belirlenen S. aureus izolatları 
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Suş Adı mecA Oksasilin Disk 

Difüzyon 

Sefoksitin Disk 

Difüzyon 

Mikrodilüsyon Oksasilin Agar 

Tarama 

B4 + R R 16 + 

B6 + R R 16 + 

B10 + R R 16 + 

B45 + S S 0,5 - 

B46 + S S 4 - 

B102 + S S 0.25 - 

B106 + S S 0.5 - 

B111 + S S 0.25 - 

B114 + R R 128 + 

B123 + S S 2 - 

B124 + R R 64 + 

B125 + S S 0.25 - 

B133 + S S 8 - 

B137 + R R 64 + 

B143 + R R 64 + 

B145 + R R 64 + 

B147 + R R 32 + 

B151 + S S 16 + 

B152 + R R 128 + 

B159 + R R 32 + 

B163 + R R 16 + 

B180 + R R 64 + 

B181 + R R 64 + 

B193 + R R 64 + 

B8 - R R 16 + 

B69 - S S 8 + 
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 Metisilin direncinin fenotipik olarak saptanmasında kullanılan testlerin altın standart 

olarak kabul edilen mecA pozitifliği esas alınarak hazırlanan sensitivite, spesifite, pozitif ve 

negatif prediktif değerleri Çizelge 4.3.’te sunulmuştur.  

 
Çizelge 4.3. mecA geni varlığına göre kullanılan yöntemlerin sensitivite, spesifite, pozitif ve negatif prediktif 
değerleri 
Yöntem Sensitivite 

(%) 

Spesifite 

(%) 

Pozitif Prediktif 

Değer (%) 

Negatif Prediktif 

Değer (%) 

Oksasilin Disk Difüzyon 66.7 99.2 94.1 93.9 

Sefoksitin Disk Difüzyon 62.5 99.2 93.8 93.2 

Oksasilin Agar Tarama 66.7 98.4 88.9 93.9 

Mikrodilüsyon 75 98.4 90.0 95.3 
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5.TARTIŞMA 

Mastitis kuru dönemdeki ve laktasyondaki süt sığırlarında antibiyotiklerin yaygın 

olarak kullanıldığı infeksiyonların başında gelmektedir.  Ancak antibiyotiklerin yanlış 

kullanımı antibiyotiklere direnç problemine neden olmaktadır. Bu problemlerden biri metisilin 

direncidir.  Son yıllarda metisilin direnci mastitisli inek sütlerinden izole edilen stafilokok 

suşlarında sıklıkla gözlenmektedir (Sareyyupoğlu ve ark. 2006, Moon ve ark. 2007, Juhász- 

Kaszanyitzky ve ark. 2007, Turutoglu ve ark. 2009, Türkyılmaz ve ark. 2009).  MRSA 

suşlarının beta-laktam antibiyotikler dışında diğer antibiyotiklere de dirençli olması nedeniyle 

bu suşların neden olduğu infeksiyonların hızlı ve doğru teşhisi infeksiyonun erken aşamada 

eliminasyonu açısından önem taşımaktadır.  Çünkü antibiyotiklere dirençli suşlardan 

kaynaklanan infeksiyonlar hem ciddi seyretmekte hemde çevreye yayılabilmektedir (Lee ve 

ark 2004). 

Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarında metisilin direncinin tespiti amacıyla çok 

sayıda metod geliştirilmesine rağmen, bu metodların her birinin sensitivite ve spesifitesinde 

farklılıklar bulunmaktadır (Swenson ve ark. 2001, Cauwelier ve ark. 2004,).  mecA geninin 

PZR ile tespiti altın standart olarak kabul edilmekle birlikte tüm laboratuvarlar tarafından 

uygulama imkanı bulunmamaktadır.  Fenotipik testler arasında sefoksitin disk difüzyon ve 

oksasilin agar tarama testinin metisilin direncinin tespitinde faydalı olduğu iddia edilmektedir 

(Skov ve ark. 2003).   

 İnsan orijinli S. aureus izolatlarında metisilin direncinin fenotipik metodlarla 

araştırılmasında iyi sonuçlar elde edilmesine rağmen (Sancak ve ark. 2003, Zeeshan ve ark. 

2007, Mohanasoundaram ve Lalitha 2008, Adaleti ve ark. 2008), hayvanlardan ve hayvansal 
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ürünlerden izole edilen S. aureus suşlarında metisilin direncinin belirlenmesinde uyumsuz 

sonuçlar elde edildiği bildirilmiştir (Sareyyupoglu ve ark. 2006, Corrente ve ark. 2007, 

Turutoglu ve ark. 2009).   Corrente ve ark. (2007), Güney İtalya’da hayvansal ürünlerden izole 

ettikleri 200 S. aureus suşunun 6’sını PZR ile mecA geni yönünden pozitif bulurlarken, 

fenotipik testlerin sensitivitelerini düşük saptamışlardır.  Özellikle oksasilin agar tarama testi 

ile ancak mecA pozitif 6 suştan birisini tespit edebilirlerken, sefoksitin disk difüzyon testi ile 

pozitiflik tespit edememişlerdir.  Turutoglu ve ark (2009), oksasilin disk difüzyon testi ile 

MRSA olarak saptadığı 18 suştan ancak 3’ünü PZR ile mecA geni yönünden pozitif 

bulmuşlardır.  Sareyyüpoğlu ve ark. (2006), mastitisli inek sütlerinden izole ettikleri 83 

stafilokok izolatının 24’ünü (%28.4) oksasilin disk difüzyon yöntemi ile 17’sini (%20.5) ise 

PZR ile mecA geni yönünden pozitif bulmuşlardır.  Bu çalışmada, incelenen 148 S. aureus 

suşundan 24’ü PZR ile pozitif olarak saptanırken, 16’sı oksasilin disk difüzyon, 15’i sefoksitin 

disk difüzyon, 18’i mikrodilüsyon ve 16’sı da oksasilin agar tarama testi ile metisiline dirençli 

bulundu.  Fenotipik testler ile genotipik test sonuçları arasındaki uyumsuzluk mecA geninin 

regülasyon mekanizmalarındaki farklılıklardan kaynaklanmış olabilir (Rohrer ve ark. 2003).  

Çalışmada mecA pozitif suşların bazılarının heterojen direnç fenotipi göstermesi ve bu 

suşların oksasilin için kabul edilen eşik değerinin altında veya hemen üstünde (borderline 

direnç) MİK değerleri göstermesi bu durumu desteklemektedir. 

Fenotipik metod ve PZR sonuçları spesifite açısından iki suş hariç uyumlu sonuçlar 

verdi.  Bu suşlardan biri çalışmada kullanılan 4 fenotipik yöntemle, diğer suş ise sadece 

mikrodilüsyon ve oksasilin agar tarama yöntemi ile yanlış MRSA sonuç verdi.  Bu fenotipin 

ortaya çıkması normal PBP2a sentezinden direkt veya indirekt sorumlu genlerdeki 
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mutasyonlar veya aşırı stafilokokkal beta-laktamaz üretimi ile açıklanabilir (Massisida 1996, 

Chambers 1997, Corrente ve ark. 2007).   

Metisilin direncinin belirlenmesi amacıyla kullanılan/kabul edilen veya önerilen 

antimikrobiyal duyarlılık testleri (oksasilin disk difüzyon, sefoksitin disk difüzyon, oksasilin 

agar tarama, mikrodilüsyon gibi) atipik fenotip gösterebilen hayvan orijinli S. aureus 

suşlarının tespitinde yeterli olmayabilir.  Bemis ve ark. (2006) köpeklerden izole ettikleri 

stafilokok suşlarında metisilin direncini PBP2a lateks aglütinasyon, sefoksitin ve oksasilin 

disk difüzyon testi, oksasilin E-test ve mecA yönünden PZR ile araştırmışlardır.  Araştırıcılar 

S. intermedius ve S. schleiferi suşlarında sefoksitin disk difüzyon testinin duyarlılığını önemli 

oranda düşük saptamışlardır.  Bu nedenle de, borderline duyarlılık gösteren izolatlarda mecA 

veya PBP2a’nın varlığını doğrulamak için CLSI tarafından da belirtildiği gibi çok sayıda testin 

uygulanması gerekliliğinin önemini vurgulamışlardır.   
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6.SONUÇ 

Sonuç olarak hayvanlardan izole edilen S. aureus izolatlarında metisilin direncinin 

belirlenmesi için yaygın olarak kullanılan fenotipik testlerin yanlış sonuçlar verdiği 

görülmüştür.  Bu çalışmada, elde edilen bulgular dikkate alındığında hayvansal orijinli S. 

aureus suşlarında metisilin direncinin doğru olarak saptanmasında mecA geninin spesifik 

olarak PZR ile belirlenmesinin konvansiyonel fenotipik testlere göre daha sensitif ve spesifik 

olduğu görülmüştür.  
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