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ÖZET
Staphylococcus aureus suşlarındaki artan metisilin direnci nedeniyle bu suşların saptanması çok önemlidir. Bu çalışmada
%4 NaCl içeren Mueller Hinton agar (MHA)’ın metisilin direncini saptamadaki etkinliği araştırılmıştır. Mart-Ekim 2011
tarihleri arasında Düzce Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Laboratuvarı’na, servis ve poliklinik hastalarından
gönderilen örneklerde üreyen 100 S. aureus suşu çalışmaya dahil edilmiştir. Metisilin direncini saptamak için
laboratuvarımızda, MHA’a besiyerini hazırlama aşamasında %4 oranında NaCl eklenerek ve NaCl eklemeden
hazırlanmış besiyerleri steril petri kaplarına 4 mm kalınlığında dökülmüştür. Bakteri süspansiyonuları plaklara ekildikten
sonra 1 μg’lık oksasilin diski yerleştirilerek inkübe edilmiştir. Suşlardan iki tanesi NaCl’lü MHA’da metisiline duyarlı
olarak saptanırken, NaCl içermeyen MHA’da metisiline orta düzeyde duyarlı olarak bulunmuştur. S. aureus suşlarında
metisilin direncini fenotipik olarak tespit etmede %4 NaCl’lü MHA kullanımının NaCl içermeyen MHA’dan daha etkin
olduğu sonucuna varılmıştır.
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The Effectiveness of Using Mueller Hinton Agar Containing Sodium Chloride in
Staphylococcus aureus Strains on the Detection of Methicillin-Resistance

ABSTRACT
Detection of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains is very important. In this study,he effectiveness
of Mueller-Hinton agar containing 4% NaCl (MHA) on the detection of methicillin resistance has been investigated.
100 S. aureus strains isolated between March-October 2011 were tested in Laboratory of Medical Microbiology, Düzce
University Faculty of Medicine from samples of service and polyclinic patients. To detect the methicillin-resistance,
MHA both prepared by adding 4% NaCl and NaCl-free poured into the plates of 4 mm thickness. Bacteria suspensions
were inoculated plates and 1 mcg oxacillin disk placed. Two strains were found to be methicillin-susceptible in Mueller-
Hinton agar containing 4% NaCl, but found to be intermediate susceptible to methicillin in NaCl-free MHA. It is
concluded that detection of methicillin resistance in S. aureus strains by using Mueller-Hinton agar containing 4% NaCl
is more effective than NaCl-free MHA phenotipically.
Keywords: Methicillin resistance; Mueller Hinton agar; oxacillin; Staphylococcus aureus.

GİRİŞ
Stafilokoklar genellikle deri ve mukozaların normal flora bakterileri olup fırsatçı infeksiyonlara neden olabilmektedir
(1). Metisiline dirençli Staphylococcus aureus (MRSA), 1961 yılında ilk olarak saptandıktan sonra hastane ve toplum
kaynaklı infeksiyonların önemli bir etkeni olarak karşımıza çıkmaktadır (2). Bu nedenle dirençli suşların doğru bir
şekilde tespit edilmesi, tedaviyi belirlemede önem arz etmektedir. Metisilin direncini saptamak için mikrobiyoloji
laboratuvarlarında %4 NaCl içeren Mueller Hinton agar (MHA) ve NaCl içermeyen MHA’da yapılan oksasilin disk
difüzyon yöntemlerinin yanısıra oksasilin-tuz agar tarama, oksasilin mikrodilüsyon, sefoksitin disk difüzyon ve sefoksitin
mikrodilüsyon, PBP2a lateks aglütinasyon yöntemleri kullanılabilmektedir (3-6). Bu çalışmada, oksasilin disk difüzyon
yönteminin, %4 oranında NaCl eklenerek hazırlanmış MHA’da uygulanmasının, S. aureus suşlarındaki metisilin
direncinin saptanması üzerine etkisi araştırılmıştır.
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GEREÇ VE YÖNTEM
Çalışmaya, Mart-Ekim 2011 tarihleri arasında Düzce
Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarı’na, servis ve poliklinik hastalarından
gönderilen örneklerde üreyen 100 S. aureus suşu dahil
edilmiştir. %5 kanlı agar (HiMedia, India)’da, normal
atmosfer koşullarında ve 37°C’de inkübe edildikten sonra
üreyen bakteriler konvansiyonel yöntemlerle (Gram
boyama, katalaz, tüpte koagülaz) tiplendirilmiştir. Metisilin
direncini saptamak için MHA’a (HiMedia, India),
hazırlama aşamasındayken %4 oranında NaCl eklenerek ve
NaCl eklemeden iki ayrı şekilde hazırlanan besiyerleri petri
kaplarına 4 mm kalınlığında dökülmüştür. 0.5 McFarland
yoğunluğunda bakteri süspansiyonu plaklara ekildikten
sonra 1 μg’lık oksasilin (Bioanalyse, Türkiye) diski
yerleştirilip, 35°C’de 24 saat inkübe edilmiştir. S. aureus
suşlarında ≤ 10 mm, duyarlılık zonu oluşması metisilin
direnci olarak değerlendirilmiştir (7). Zon çapına göre
yöntemler arasında duyarlılık farkı saptanan suşlar VITEK
2 Compact sistemi (bioMerieux, Fransa) ile
değerlendirilmiştir.
İstatistiksel Analiz
Veriler sayı ve yüzde olarak belirtilmiş olup, yöntemler
arasındaki farkın istatistiksel analizi ki-kare testi
kullanılarak yapılmıştır.

BULGULAR
Çalışmaya çeşitli klinik örneklerden elde edilen 100 S.
aureus suşu dâhil edilmiştir. Suşlardan iki tanesi NaCl’lü
MHA’da metisiline duyarlı olarak saptanırken, NaCl
içermeyen MHA’da metisiline orta düzeyde duyarlı olarak
(11 mm) bulunmuştur. Yöntemlerden birisi duyarlı iken
diğerinin dirençli olduğu suş tespit edilmemiştir. VITEK 2
Compact sistemi ile yapılan antibiyogramda ise disk
difüzyon yöntemi ile metisiline orta düzeyde duyarlı
saptanan suşların duyarlı olduğu görülmüştür. Bakterilerin
farklı besiyerlerindeki metisiline direnç durumları Tablo
1’de gösterilmiştir.

TARTIŞMA
Son yıllarda, bakterilerde antibiyotiklere karşı artan direnç
oranları nedeniyle, direnci saptamak ve yeni antibiyotikler
geliştirmek önemli bir sorun haline gelmiştir. S. aureus
suşlarındaki penisilin direnci nedeniyle beta-laktamazlara
dirençli yarı sentetik penisilinler (metisilin, oksasilin,
nafsilin) geliştirilmiş ancak kısa süre sonra MRSA suşları
görülmeye başlanmıştır (8). Arıdoğan ve ark., 2002 yılında
yaptıkları çalışmada izole edilen 144 S. aureus suşunun

59’unu (%41) metisiline dirençli olarak bulmuşlardır (9).
Dündar ve ark., 2005-2007 yılları arasında izole edilen 936
suşun 215’ini (%23) metisiline dirençli olarak
saptamışlardır (10). Yine Türkdağı ve ark., 2007-2009
yılları arasında kan kültürlerinde üreyen 287 S. aureus
suşunun 122’sini (%42.5) metisiline dirençli olarak
belirlemişlerdir (11). Çalışmamızda ise S. aureus suşlarının
%30’u, her iki besiyeri ile yapılan disk difüzyon
yönteminde metisiline dirençli olarak bulunmuştur. Yıllara
göre değişmekle birlikte metisiline direnç oranlarındaki
yükseklik nedeniyle direncin doğru tespit edilmesi ve yeni
antibiyotiklerin kullanımı önem taşımaktadır.
Laboratuvarlarda çeşitli yöntemler uygulanarak,
stafilokoklardaki metisilin direnci doğru olarak saptanmaya
çalışılmaktadır. Shariati ve ark, S. aureus suşlarındaki
metisilin direncini saptamada kullanılan yöntemlerden,
oksasilin E-test yönteminin duyarlılığını %100, oksasilin
agar taramanın %98, oksasilin disk difüzyon yönteminin
%95 olarak bulmuşlardır (12). Bu sonuçlara göre, metisilin
direncini saptamada en iyi fenotipik yöntem oksasilin E-
test olmakla birlikte, düşük maliyeti nedeniyle, oksasilin
agar taramanın uygulanabilir bir yöntem olduğunu
bildirmişlerdir. Vural ve ark çalışmalarında MRSA
tanısında, oksasilin disk difüzyon, sefoksitin disk difüzyon,
oksasilin agar tarama ve PBP2a lateks aglütinasyon
testlerinin duyarlılıklarını %100 ve özgüllükleri sırasıyla
%100, %100, %100 ve %97 olarak bulmuşlardır (13).
Sevgican ve ark., 100 S.aureus ve 100 koagülaz negatif
stafilokok (KNS) suşuyla yaptıkları yöntem
karşılaştırmasında S. aureus suşlarında, oksasilin ve
sefoksitin disk difüzyon ve E-test sonuçlarının mecA ile
uyumlu olduğunu KNS suşlarında ise sefoksitin E-testi
dışındaki testlerinin mecA ile uyumlu olduğunu
görmüşlerdir (14). Tüm bu çalışmalarda oksasilin disk
difüzyon yönteminin duyarlılığının yüksek olduğu
görülmüştür. Çalışmamızda ise metisilin direncini
saptamak için laboratuvarlarda rutin antibiyogramlarda
kullanıldığı için uygulama kolaylığı olan besiyerleri
değerlendirilmiş ve NaCl’lü MHA’da bir, NaCl içermeyen
MHA’da iki S. aureus suşu metisiline duyarlı olduğu halde
orta derecede duyarlı olarak bulunmuştur. İstatistiksel
olarak iki besiyeri de metisilin direncini benzer oranda
saptamakla birlikte NaCl’lü MHA’nın metisilin
duyarlılığını daha doğru bir şekilde gösterdiği tespit
edilmiştir. CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute)’de metisilin direncini göstermede S.aureus ve
KNS suşları için disk difüzyon yönteminde sefoksitin
diskinin kullanılması önerilmektedir (15). Ancak
laboratuvarlarda BORSA (sınırda oksasilin direnci) tanısını
fenotipik olarak belirlemek için oksasilin ve sefoksitin
diskleri birlikte değerlendirilmekte ve oksasiline orta
derecede duyarlı iken sefoksitine duyarlı olması suşun
BORSA olabileceğini düşündürmektedir. Çalışmamızda iki
suş VITEK 2 Compact sistemi ile metisiline duyarlı olarak
saptandığı halde NaCl içermeyen besiyerinde oksasilin
diski ile yapılan disk difüzyon yönteminde orta derecede
duyarlı olarak bulunmuştur. Laboratuarımızda rutin olarak
iki disk birlikte kullanılıyor olsaydı bu suşların yanlışlıkla
BORSA olduğu düşünülebileceğinden tedavide
kullanılacak antibiyotikleri etkileyebilecek ya da tanıyı
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Tablo 1. Staphylococcus aureus suşlarının farklı
besiyerlerindeki metisiline duyarlılık durumları (n=100)
(MHA=Mueller Hinton Agar)
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doğrulamak için maliyeti yüksek testlerin yapılmasına
sebep olabilecekti. Bu nedenle CLSI’nın önerilerinde
olmamasına rağmen BORSA suşlarını da saptamak isteyen
laboratuvarlarda NaCl’lü MHA’da oksasilin ve sefoksitin
diskinin birlikte kullanılmasının uygulaması kolay bir
yöntem olduğu düşünülmüştür.
Sonuç olarak, stafilokoklarda saptanan yüksek metisilin
direnci nedeniyle, tedavinin belirlenmesi için uygun tarama
testlerinin yapılması gerektiği, S. aureus suşlarında
metisilin direncini fenotipik olarak tespit etmede rutin
uygulamalarda kolaylıkla kullanılabilen NaCl’lü MHA’nın
etkinliğinin yüksek olduğu ve bu konuda daha fazla sayıda
suşla yapılabilecek çalışmaların önemli olabileceği
düşünülmüştür.
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