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Özet 

Bu çalışmanın amaçları sığır mastitislerine neden olan stafilokok suşlarında metisilin direnci ve slaym oluşumunun 
incelenmesidir. Materyal olarak, 152 sağmal inekten alınan 339 mastitisli süt örneği kullanılmıştır. İzole edilen mikro
organizmaların cins düzeyinde identifikasyonu standart biyokimyasal yöntemlerle; koagulaz pozitif stafilokok (KPS) ve koagulaz 
negatif stafilokok (KNS) suşlarının tür düzeyinde identifikasyonları ise sekans analizi ile yapılmıştır. Stafilokok suşlarının metisilin 
dirençleri sefoksitin diski kullanılarak disk diffüzyon yöntemiyle, slaym varlığı ise Kongo Red Agar yöntemine göre belirlenmiştir. 
Mastitis etkeni olarak ilk sırayı KNS’lar (%24.5) alırken, bunu KPS’lar (%20.9) takip etmiştir. Bunlardan 16 (%10.4) suş metisilin 
dirençli, 55 (%35.7) suş slaym pozitif olarak saptanırken; KPS ve KNS suşlarında slaym oluşumunun metisilin direncinde artışa yol 
açmadığı tespit edilmiştir. Metisilin direncinin Aydın yöresinde bir sorun oluşturmaya başladığı, bundan sonraki yıllarda stafilokokal 
mastitis tedavisinde metisilin direnci ve slaym üretiminin dikkate alınması gerekeceği düşünülmektedir. 

Anahtar sözcükler: Mastitis, Metisilin direnci, Slaym, Staphylococcus spp. 

Methicillin Resistance and Slime Positivity of Staphylococci Isolated 
from Bovine Mastitis 

Summary 

The aims of this study were to determine the slime formation and methicilline resistance in isolated staphylococcus species 
from bovine mastitis. Material of this study was consisted of 339 milk samples with mastitis taken from 152 dairy cattle rearing. 
Identifications of isolated microorganisms on genus basis were performed with standart biochemical methods while sequence 
analysis was used for species basis identification of coagulase negative (CNS) and coagulase positive (CPS) staphylococcus strains. 
Methicilline resistance of stapylococcus strains were performed with disk diffusion method by using cefoxitin disk and slime 
formation was detected with Congo Red Agar method. CNS were the most common cause (24.5%) of mastitis in cows while CPS 
(S. aureus) were the most second (20.9%). 16 (10.4%) staphylococcus strains were found as methicilline resistance while 55 
(35.7%) were slime positive from 154 stapylococcus strains. It was determined that slime formation has no effect on methicilline 
resistance in CNS and CPS staphylococcus strains. It was thought that methicilline resistance is beginning a problem, methicilline 
resistance and slime production may be important factors in the treatment of staphylococcal mastitis in the near future in Aydın. 

Keywords: Mastitis, Methicillin resistance, Slaym, Staphylococcus spp. 

GİRİŞ 

Metisilin dirençli stafilokoklar, metisilin duyarlı sinden sorumludur 1. PBP2a’nın beta laktam antibiyotik
stafilokoklardan farklı olarak mecA genine sahiptirler. Bu lere affinitesi düşüktür. Bu nedenle metisilin dirençli bir 
gen bir penisilin bağlayan protein (PBP2a) sentezlenme- stafilokok beta laktam antibiyotiklerle karşılaştığında, 
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PB2a düşük affinite nedeni ile beta laktam antibiyotiği 
bağlayamaz, hücre duvar sentez fonksiyonunu sürdürür 2 . 
Metisiline dirençli S. aureus (MRSA) suşları morbidite ve 
mortalitesi yüksek infeksiyonlara yol açmaları ve bu 
infeksiyonlarda tedavi seçeneklerinin de sınırlı olması 
nedenleri ile önemlidirler 3 . 

Hayvanlarda ilk MRSA izolatı 1972 yılında mastitisli 
sığırlardan izole edilirken, bunu 1988 yılında kedi ve 
1989 yılında köpek izolatları izlemiştir. Daha sonra 
dünyanın pek çok yerinde izolat sayısının artması ile 
MRSA infeksiyonlarının hayvanlarda da problem olmaya 
başladığı görülmüştür 3,4. 

16S rRNA gen sekansı 1980’li yıllardan beri bakteri
lerin sınıflandırılmasında ve genotipik analizleri için 
beşeri hekimlikte kullanılmaktadır. Artık sekansa dayalı 
moleküler identifikasyon veteriner klinik sahada karşıla
şılan bakterilerin tanılanmasında da kullanılmaya baş
lanmıştır 5 . 

Metisilin dirençli suşların doğru bir şekilde belirlen
mesi için kullanılan pek çok yöntem bulunmaktadır. Telli 
ve ark.6 sefoksitinle yapılan disk difüzyon testinin MRSA 
belirleme yeteneği açısından halen kullanılmakta olan 
diğer yöntemlerle karşılaştırmışlar; sefoksitin disk dif
füzyon testini metisiline direnci belirlemede güvenilir 
yöntem olarak bulduklarını belirtmişlerdir. 

Slaym üretimi stafilokoklarda önemli bir virulans 
faktörü olarak kabul edilmektedir 7. Stafilokoklarda 
slaym oluşumu, fenotipik ve genotipik olarak çeşitli 
yöntemlerle belirlenebilmektedir. Araştırmacılar Kongo 
Red Agar (KRA) yönteminin fenotipik olarak suşların 
slaym oluşturmalarının belirlenmesinde pratik, ucuz bir 
yöntem olduğunu, laboratuvarlarda kolaylıkla ve güvenle 
kullanılabileceğini, ayrıca; genotipik yöntemlerle de 
uyumlu olduğunu vurgulanmışlardır 8,9. 

MRSA hem insan hem hayvan sağlığı açısından 
önemlidir 3,4. Juhász-Kaszanyitzky ve ark.10 hem mastitisli 
sığırlardan hem de onların bakıcılarından MRSA suşu 
izole ettiklerini MRSA suşlarının insan ve hayvanlar ara
sında bulaşabildiğini yani zoonotik önemlerinin oldu
ğunu bildirilmişlerdir. Hastane kökenli MRSA klonlarının 
köpeklerde 11 ve mastitisli sığır sütlerinde 12 bulunması, 
MRSA suşlarının insanlardan hayvanlara bulaşabildiğini 
(humanosis) de düşündürmüştür. MRSA günümüzde en 
önemli hastane kaynaklı etkenlerden birisi olmakla 
birlikte 4; yurdumuzda mastitisli sığır sütlerinde MRSA suş
larının varlığının incelendiği çalışma bulunmaktadır 12-16 . 
Ancak, yurdumuzda hayvan orijinli stafilokok suşlarında 
metisilin direnci ve önemli bir virulans faktörü olan 
slaym üretiminin birlikte incelendiği bir çalışma şu anki 
bilgilerimize göre bulunmamaktadır. Bu çalışmada, sığır 

mastitislerinden izole edilen stafilokok suşlarında meti
silin direncinin ve slaym üretiminin incelenmesi amaç
lanmıştır. 

MATERYAL ve METOT 

Materyal 

Bu çalışmada Aydın ili Umurlu ilçesinde, 2008 Ocak
2009 Nisan tarihleri arasında 23 sığır işletmesinden (her 
sürüden 5-16 örnek) hepsi laktasyon döneminde olan, 
son üç ayda antibiyotik tedavisi almamış, en az bir do
ğum yapmış, 3-9 yaşlı, Holstein ırkı, fiziksel muayenede 
anormallik bulunan (meme loblarında şişkinlik, sıcaklık, 
ağrı, kızarıklık ya da sulu, kanlı, pıhtılı süt gibi) ve CMT ile 
pozitif reaksiyon (1+, 2+, 3+) veren 152 sağmal inekten 
alınan 339 mastitisli süt örneği kullanılmıştır. 

Metot 

Usulüne uygun olarak alınan süt örnekleri 17 labora
tuvara getirildikten sonra besi yerlerine (%7 koyun kanlı 
agar, mannitol salt agar ve MacConkey agar) ekilip 37°C’de 
24-48 saat inkube edilmiştir. Daha sonra üreyen mikro
organizmaların makroskobik olarak koloni morfolojileri, 
pigment ve hemoliz özellikleri; mikroskobik olarak Gram 
boyanma özellikleri incelenmiştir. İzole edilen Gram pozi
tif ve Gram negatif mikroorganizmaların cins düzeyinde 
identifikasyonları klasik biyokimyasal yöntemler kullanı
larak gerçekleştirilmiştir 18. Stafilokok suşlarına tüp koa
gulaz testi yapıldıktan sonra suşlar koagulaz pozitif (KPS) ve 
koagulaz negatif (KNS) stafilokok olarak gruplandırılmış, 
izolatlar moleküler çalışmalar için -20°C’de saklanmıştır. 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu: İzole edilen KPS ve KNS 
suşlarının tür düzeyinde identifikasyonları sekans analizi 
ile gerçekleştirilmiştir. Bunun için öncelikle izole edilen 
suşlardan kromozomal DNA ekstraksiyonu daha önce 
bildirildiği şekilde (http://saureus.mlst.net/misc/info.asp) 
yapılmıştır. Stafilokok suşlarında 16S rRNA geni üniversal 
primerler S16S20 (5' AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3') ve 
16S1390 (5' GAC GGG CGG TGT GTA CAA) kullanılarak 19,20 

polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile çoğaltılmıştır. Çalış
mada kullanılan PZR işlemine ait ısıl döngü ve süre diyag
ramı Tablo 1’de verilmiş ve ürünler %1’lik jelde görüntülen
miştir. Tüm bakterilerden 16S rRNA fragmanını çoğaltmaya 

Tablo 1. PZR işlemine ait ısıl döngü ve süre diyagramı
 
Table 1. PCR thermal cycle temparature and time diagram
 

Basamak Döngü Sayısı Sıcaklık Süre 

Başlangıç Denatürasyon 1 94°C 10 dak. 
Denatürasyon 35 94°C 1 dak. 
Bağlanma 35 50°C 1 dak. 
Uzama 35 72°C 1 dak. 
Son Uzama 1 72°C 5 dak. 

http://saureus.mlst.net/misc/info.asp
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yarayan bu primerlerle elde edilen amplikonlar tür tayini 
yapılabilmesi için sekans analizine tabi tutulmuşlardır. 

Sekans Analizi: Elde edilen amplikonlar sekans 
analizleri için 96 kuyucuklu pleyt içerisinde Macrogen 
(Macrogen Inc., 1001 World Meridian Venture Center, 
#60-24, Gasan-dong, Geumchun-gu, Seoul, 153-781, 
Korea) firmasına gönderilmiştir. Firma saflaştırmayı taki
ben ABI Primse cihazı ile sekans analizini gerçekleştir
miştir. Elde edilen 16S rRNA sekansları tür tayininin 
yapılabilmesi için gen bankası ile karşılaştırılmıştır. Bu 
amaçla National Center of Biotechnology Information’ın 
web sayfasındaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
Nucleotide-Nucleotide BLAST programı kullanılmıştır. 
Bakterilerin 16S rRNA sekansına dayalı moleküler iden
tifikasyonunun yapılışı Şekil 1’de gösterilmiştir. 

Slaym Faktör: Kongo kırmızılı agar (KKA) yöntemi ile 

KAYNARCA, TÜRKYILMAZ 

microbial Susceptibility Testing (CLSI) standartlarına a 
göre yorumlanmıştır 23,24. 

Tüm testlerde kontrol suşları olarak Staphylococcus 
aureus ATCC 29213 ve metisilin dirençli Staphylococcus 
aureus ATCC 43300 kullanılmıştır. 

İstatistik: KPS ve KNS suşlarında slaym oluşumunun 
metisilin direncinde artışa yol açıp açmadığının belirlen
mesinde istatistiksel analiz olarak X2 testi kullanılmıştır 25 . 

BULGULAR 

İzolasyon: İncelenen 339 süt örneğinden izole edilen 
tüm mikroorganizmalar Tablo 2' de gösterilmiştir. Tablo 
2’de görüldüğü gibi özellikle Staphylococcus spp. yörede 
sığır mastitislerine neden olan en önemli etken (%45.4) 
olarak tespit edilmiştir. 

Şekil 1. Bakterilerin 16S rRNA 
sekansına dayalı moleküler 
identifikasyonu 

Fig 1. Molecular identification 
of bacteria based on 16S rRNA 
sequencing 

incelenmiş ve değerlendirme “Kongo Red Fenomenine” 
göre yapılmıştır 21 . 

Antibiyogram: İzole edilen stafilokok suşlarının anti
biyotik dirençlerinin belirlenmesinde Oxoid marka ampi
silin (AMP; 10 μg), amoksisilin klavulanik asit (AMC; 30 
μg), neomisin (N; 30 μg), penisilin (P; 10 IU), gentamisin 
(GN; 10 μg), enrofloksasin (ENR; 5 μg), sefoperazon (CFP; 
30 μg), tetrasiklin (TET; 30 μg), vankomisin (VAN; 30 μg), 
sefoksitin (FOX; 30 μg) disklerden yararlanılmış ve Kirby 
Bauer disk diffüzyon yöntemi kullanılmıştır 22. Test yapıl
dıktan sonra 37°C’de 18 saat inkübe edilen suşların 
inhibisyon zon çapları ölçülerek; sonuçlar Comite de 
l'antibiogramme de la Societe francaise de microbiologie: 
Communique (CASFM) ve Clinical and Laboratory 
Standards Institute Performance Standards for Anti-

Tablo 2. Mastitisli sütlerden izole edilen mikroorganizmalar 
Table 2. Microorganisms isolated from milk with mastitis 

Etiyolojik Etken Sayı % 

Koagulaz negatif stafilokok
 
Koagulaz pozitif stafilokok
 
Maya (Candida spp.)
 
Escherichia coli
 
Streptecoccus spp.
 
Bacillus spp.
 
Shigella spp.
 
Pseudomonas spp.
 
*Diğer mikroorganizmalar
Üreme yok 
Toplam 

83 
71 
41 
33 
21 
19 
12 
9 
8 
42 

339 

24.5 
20.9 
12.1 
9.8 
6.2 
5.6 
3.5 
2.6 
2.4 
12.4 

100.0 

* Diğer mikroorganizmalar: Enterobacter spp., Corynebacterium 
spp., Citrobacter spp., Hafnia spp. 

http:http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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PZR Ürünlerinin Elektroforez ile Ayrımı: Üniversal 
primerler kullanılarak yapılan PZR’da 1371 bp uzunlu
ğunda bant elde edilmiştir. Böylece 16S rRNA için kod
layan yaklaşık 1600 bazlık genin büyük kısmı çoğaltılmış 
ve sekans analizine tabi tutularak tür ayrımının yapılabil
mesi sağlanmıştır. 

İzole Edilen Stafilokok Türlerinin Dağılımı: İncelenen 

Metisilin dirençli 16 suşun 6 (%37.5)’sinin slaym fak
tör oluşturduğu görülmüş, ayrıca hem MRSA olup hem de 
slaym faktör oluşturan toplam dört suş tespit edilirken; 
iki KNS suşu (1 S. haemolyticus, 1 S. pasteuri) hem metisilin 
dirençli hem de slaym faktör oluşturduğu belirlenmiştir. 
Slaym oluşturan ve oluşturmayan stafilokok türlerinde me
tisilin duyarlılık ve direnç durumu Tablo 4’te gösterilmiştir. 

Şekil 2. 16S universal primerleri kullanılarak 
gerçekleştirilen M: Marker (PstI enzimi ile 
kesilmiş lambda faj DNA’sı) . PZR. 1-6: 
Staphylococcus izolatları, 7: Pozitif Kontrol (S. 
aureus ATCC 29213),  8: Negatif Kontrol 
(DNA’sız master miks) 

Fig 2. PCR performed by using 16S rRNA 
universal primers. M: Marker (Lambda phage 
DNA restricted with PstI enzyme) 1-6: PCR 
performed by using isolated microorganism’s 
DNA. 7: Positive control (S. aureus ATCC 
29213), 8: Negative control (without DNA 
master mix) 

339 süt örneğinden toplam 154 stafilokok suşu izolas
yonu yapılmış; on iki farklı stafilokok türü sekans analizi 
ile identifiye edilmiştir. Stafilokok suşlarının tür düzeyin
de dağılımları Tablo 3’te verilmiştir. 

Tablo 3. Staphylococcus spp.’nin dağılımı
 
Table 3. The distrubition of Staphylococcus spp.
 

Tür Sayı % 

S. aureus 71 46.1 
S. chromogenes 23 14.9 
S. haemolyticus 17 11.0 
S. pseudointermedius 10 6.5 
S. simulans 9 5.8 
S. epidermidis 8 5.3 
S. pasteuri 6 3.9 
S. sciuri 3 1.9 
S. vitulis 2 1.3 
S. equorum 2 1.3 
S. xylosus 2 1.3 
S. warneri 1 0.7 
Toplam 154 100.0 

Metisilin Direnci: İdentifiye edilen 154 suşun 16 
(%10.4)’sı metisilin dirençli, 138 (%89.6)’i metisilin 
duyarlı olarak belirlenmiştir. 

Slaym Pozitifliği: İdentifiye edilen 154 suşun 55 
(%35.7)’i slaym pozitif, 99 (%64.3)’u ise slaym negatif 
olarak belirlenmiştir. 

Tablo 4. Slaym oluşturan ve oluşturmayan stafilokoklarda 
metisilin duyarlılık ve direnç durumu 
Table 4. Methicillin susceptibility and resistance in staphylococci 
slime positive and negative 

SLIME Metisilin 
Staphylococcus spp. 

Toplam 
KNS KPS 

Pozitif 
Duyarlı 

Dirençli 

26 (53.0) 

2 (33.3) 

23 (47.0) 

4 (66.7) 

49 

6 
55 

Negatif 
Duyarlı 

Dirençli 

47 (52.8) 

8 (80.0) 

42 (47.2) 

2 (20.0) 

89 

10 
99 

Toplam 83 71 154 154 

Antibiyotik Dirençleri: MRSA suşlarının antibiyotik 
dirençliliklerinin dağılımı Tablo 5’te verilmiştir. İzole ve 
identifiye edilen toplam 154 stafilokok suşundan 16 
(%10.4)’sı metisilin dirençli, 138’i metisilin duyarlı 
stafilokok suşu (%89.6) olarak belirlenmiştir. Metisilin 
dirençli suşların hepsinde aynı zamanda çoklu anti
biyotik direnci (1’inde iki, 1’inde üç, 1’inde dört, 2’inde 
beş, 4’ide altı, 3’ünde yedi, 4’ünde sekizli) belirlenmiştir. 

İstatistiksel Analiz: KPS ve KNS suşlarında slaym 
oluşumunun metisilin direncinde artışa yol açmadığı 
belirlenmiştir (KNS için X2=0.99; P=0.33, KPS için X2=2.25; 
P=0.13). 
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Tablo 5. MRSA suşlarının antibiyotik dirençliliklerinin dağılımı 
Table 5. The distribution of antibiotic resistance in MRSA strains 

Tür AMP AMC N P GN ENR CFP TET VAN FOX 
(İzolat Sayısı) R R R R R R R R R R 

S. aureus (6) 5 5 2 4 6 4 6 6 0 6 
S. haemolyticus (3) 2 1 1 3 2 1 1 1 0 3 
S. chromogenes (2) 2 1 0 2 1 2 2 2 0 2 
S. pseudointermedius (2) 2 2 0 2 1 0 0 1 0 2 
S. simulans (2) 0 1 1 1 1 1 1 0 0 2 
S. pasteuri (1) 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 

R: Dirençli suş sayısı 
AMP: Ampisilin, AMC: Amoksisilin Klavulanik asit, N: Neomisin, P: Penisilin, GN: Gentamisin, ENR: Enrofloksasin, CFP: Sefoperazon, 
TET: Tetrasiklin, VAN: Vankomisin FOX: Sefoksitin 

TARTIŞMA ve SONUÇ 

Mastitis, süt ineklerinin yaygın olarak görülen ve mali 
külfeti yüksek olan hastalıklarından birisidir. Sığır mas
titislerinden 150 civarında mikroorganizma izole edildiği 
bildirilmesine karşın 26, en sık izole edilen bakteriyel 
etkenler bu çalışmada olduğu gibi Staphylococcus spp. 
ve E. coli’dir. 

Türkiye’de değişik yıllarda yapılan çalışmalarda mastitis
lerden S. aureus, S. epidermidis, Streptecoccus agalactiae, 
S. dysgalactiae, S. uberis, Actinomyces pyogenes, 
Escherichia coli, Corynebacterium bovis, Pasteurella 
multocida, Bacillus subtilis, B. cereus ve Micrococcus spp. 
en sık izole edilen bakteriyel etkenler olmuştur 13,27-29. Bu 
çalışmada, incelenen 339 süt örneğinden KNS (%24.5), 
KPS (%20.9), mayalar (%12.1), E. coli (%9.3), Streptecoccus 
spp. (%6.2), Bacillus spp. (%5.6), Shigella spp. (%3.5), 
Pseudomonas spp. (%2.6) ve diğer mikroorganizmalar 
(%2.4) identifiye edilmiştir. Mastitise neden olan mikro
organizmalar yöresel veya bölgesel farklılıklar göste
rebildiğinden bakteri izolasyon oranları diğer araştır
macıların izolasyon oranları ile karşılaştırılmamıştır. 

Koagulaz negatif stafilokokların eskiden derinin nor
mal florasında bulunan zararsız etkenler olduğu düşü
nülürdü ancak günümüzde mastitise neden olan önemli 
fırsatçı patojenler oldukları bilinmektedir 30. Bu çalış
mada KNS’lar en sık izole edilen etkenler olmuştur. Özel
likle KNS suşlarının tür düzeyinde doğru bir şekilde iden
tifikasyonlarının yapılmasında sekans yönteminin faydalı 
ve pratik olduğu düşünülmektedir. 

Türkiye’de mastitisli süt örneklerinde metisilin diren
cinin incelendiği farklı yıllarda yapılan çalışmalar bulun
maktadır ve bu çalışmalar arasında MRSA bulunmasında 
oransal açıdan farklılıklar bulunmaktadır. Ak ve ark.13 

İstanbul’da ve Güler ve ark.14 Konya’da izole ettikleri 
mastitis orjinli stafilokok suşlarında oksasillin direnci 

bulunmadığını bildirirlerken; Kireçci ve Çolak 16 Erzurum 
yöresinde metisilin dirençli 5 (%5.8) suş bildirmişlerdir. 
Metisilin direnci açısından en yüksek oranlar Aydın ilinde 
bildirilmiştir. Kırkan ve ark.15 Aydın yöresinde yaptıkları 
çalışmada inceledikleri S. aureus suşlarında oksasillin 
direncinin %60; Türkyılmaz ve ark.12 ise yine aynı yörede 
yaptıkları çalışmada S. aureus suşlarında sefoksitin 
direncinin %17.2 olduğunu bildirmişlerdir. Bu çalışmada 
ise toplam 154 Staphylococcus spp. 6 KPS ve 10 KNS 
olmak üzere toplam 16 (%10.4) suş metisilin dirençli 
olarak belirlenmiştir. 

Metisilin dirençli ve slaym oluşturan stafilokok suş
larının en önemli özellikleri çoklu antibiyotik dirençli 
olmalarıdır 3,4,7. Bu aynı zamanda, MRSA infeksiyonla
rındaki yüksek mortalitenin de nedenlerinden birisi 
olarak düşünülmektedir. Bu çalışmada metisilin dirençli 
16 suşun hepsinde çoklu antibiyotik direncinin bulun
duğu belirlenmiştir. Yapılan bir çalışmada metisilin diren
cinin slaym faktör yapan suşlarda daha fazla olduğu göz
lenmiş 31; bazı çalışmalarda 32,33 ise bu çalışmada olduğu 
gibi metisilin direnci ve slaym oluşumu arasında istatis
tiksel olarak anlamlı bir ilişki bulunmamıştır. Bununla 
birlikte, Türkiye’de 2009 yılında yapılan bir çalışmada 
sağlıklı köpeklerde de MRSA kolonizasyon oranının 
yüksek olduğunu ve insan sağlığı için risk teşkil ede
bileceği bildirilmiştir 34 . 

Sonuç olarak Aydın yöresinde sütçü ineklerde meti
silin dirençli suşların görülmeye başlandığı, bu suşların 
bir kısmının slaym pozitif olduğu; bununla birlikte KPS ve 
KNS suşlarında slaym oluşumunun metisilin direncinde 
artışa yol açmadığı belirlenmiştir. 
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