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ÖNSÖZ 
 

 

Stafilokok nedenli mastitis hem klinik hem subklinik seyredebilmekte ve 

ayrıca stafilokok türlerinin sahip olduğu bir takım virülens faktörleri ve çeĢitli 

antibiyotiklere direnç geliĢtirebilmelerinden dolayı tedavisi güç mastitis vakaları 

Ģekillenmektedir. Bu durum, mevcut antibiyotik preparatları ile mastitisi tedavi etme 

olasılığını düĢürmektedir. Ancak, stafilokok mastitislerinin sağaltımından erken sonuç 

alınması; meme dokusunda oluĢabilecek kalıcı hasarın önlenmesi ve normal süt verimine 

kısa süre içinde dönülmesi açısından önemlidir.   

Ġnsanlardan izole edilen stafilokoklarda metisilin dirençliliği üzerine yapılan 

çok sayıda çalıĢma mevcut iken evcil hayvanlardan izole edilen suĢlarda metisilin 

dirençliliğinin araĢtırılması son yıllarda önem kazanmıĢtır. Sığırların mastitis 

vakalarından elde edilen Staphylococcus aureus suĢlarında metisilin dirençliliğinin 

agar-disk difüzyon tekniği dıĢında diğer fenotipik testlerle testpiti ve yine PCR ile 

metisilin dirençliliğinden sorumlu genin araĢtırılması Türkiye’de birkaç çalıĢmada 

yapılmıĢ durumdadır. Bu tez çalıĢmasında, bölgesel olarak toplanan suĢların metisilin 

dirençliliği fenotipik olarak iki test ile belirlendi ve mecA geni PCR ile araĢtırıldı. 

Böylece, bölgedeki sığırların mastitis vakalarından izole edilen suĢlardaki söz 

konusu antibiyotiğe dirençlilik durumları belirlenmeye çalıĢıldı. 

BeĢeri hekimlikte metisilin dirençli stafilokok suĢlarından kaynaklanan 

enfeksiyonların tedavisinde son seçenek olarak vankomisin etkinliğini 

sürdürmektedir. Bu çalıĢmada, insanlara geçip enfeksiyon oluĢturma riski olan 

mastitis kökenli bu suĢların, vankomisine fenotipik olarak dirençliliğinin 

araĢtırılmasının yanı sıra genotipik olarak da araĢtırılmıĢ olması, doktora tez 

çalıĢması olarak Türkiye’de ilk olması açısından önemlidir. 

Doktora tez çalıĢmam boyunca değerli desteklerini gördüğüm, danıĢman 

hocam Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı öğretim 

üyesi Prof Dr. Hakan YARDIMCI baĢta olmak üzere, tez izleme komitesinde 

bulunan hocalarım Prof. Dr. Serdar DĠKER ve Prof. Dr. Tarık Haluk ÇELĠK‘e, 

moleküler çalıĢmamı gerçekleĢtirmemdeki değerli yardımlarından dolayı Doç. Dr. 

BarıĢ SAREYYÜPOĞLU’na, doktora programı boyunca desteklerinden dolayı Prof. 

Dr. Müjgan ĠZGÜR, Prof. Dr. Nejat AYDIN, Prof. Dr. Ömer ESENDAL, Prof. Dr. 

Mehmet AKAN ve Prof. Dr. Hülya TÜRÜTOĞLU’na, referans suĢları sağlamamda 

yardımcı olan Ondokuz Mayıs Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji 

Anabilim Dalı öğretim üyesi Yrd. Doç. Dr. Alper ÇĠFTÇĠ’ye, çalıĢmalarım boyunca 

yardımlarını gördüğüm AraĢtırma görevlileri Bülent BAġ ve Orkun BABACAN’a, 

ve Agar Dilüsyon Teknik’inde kullanmak üzere vankomisin sağlamamda yardımcı 

olan Sandoz (Türkiye) firmasına teĢekkürlerimi bir borç bilirim. 
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1. GĠRĠġ 

 

 

Meme dokusunun yangısı olarak tanımlanan mastitis, süt salgısında fiziksel ve 

kimyasal değiĢikliklerin ve meme dokusunda patolojik değiĢikliklerin 

Ģekillenmesiyle karekterizedir (Bradley, 2002; Pyörala, 2003). Sığırlarda mastitis 

kompleks bir hastalık olup, primer ve sekonder determinantlar göz önüne alındığında 

oluĢumunda çok çeĢitli nedenlerin rol oynadığı görülmektedir (BaĢtan, 2002). 

Mikroorganizmaların meme dokusunu enfekte etmesi sonu Ģekillenen enfeksiyöz 

mastitisin, konakçı cevabına ve mikroorganizmaya göre Ģekillenen değiĢik formları 

(klinik, subklinik, gangrenli, vb.) bulunmaktadır (Pyörala, 2003). Sığırların mastitis 

vakalarından çok çeĢitli mikroorganizmalar izole edilmektedir, ancak Stafilokoklar, 

Streptokoklar ve Koliformlar ile birlikte en sık izole edilen  bakteriyel etkenlerdir 

(Arda ve Ġstanbulluoğlu, 1979; Mc Donalds, 1979; Olde Riekerink ve ark., 2008; 

Fox, 2009).  

Stafilokoklar, geleneksel olarak, tavĢan ve insan plazmasını koagüle etme 

yeteneklerine göre koagülaz pozitif (KPS) ve koagülaz negatif stafilokoklar (KNS) 

olarak 2 grupta incelenmektedirler (Brown, 1999; Winn ve ark., 2006). KPS 

grubunda mastitis etkeni olarak S. aureus, S. intermedius, ve S. hyicus bulunurken 

(Roberson ve ark., 1996), 50’den fazla tür ve alt türü içeren KNS grubunda ise 

10’dan fazla türün mastitis vakalarından izole edildiği bildirilmiĢtir (Hogan ve ark., 

1987; Kırkan ve ark., 2005; Winn ve ark., 2006; Gillespie ve ark., 2009; Pyörala ve 

Taponen, 2009).  

Sığır yetiĢtiriciliğinde, gerek stafilokok türleri ve diğer Gram pozitif 

bakterilerden kaynaklanan mastitis vakalarının ve gerekse diğer enfeksiyonların 

sağaltımında beta-laktam grubu antibiyotikler yaygın olarak kullanılmaktadır. Son 

yıllarda bu antibiyotiklere dirençli hayvan kökenli stafilokok türlerinin prevalansında 

artıĢlar rapor edilmektedir (Myllys ve ark., 1998; Haveri, 2008). Stafilokoklarda 

beta-laktamaz enzimine dayanıklı penisilinlere karĢı Ģekillenen direnç genel olarak 

metisilin direnci olarak adlandırılmakta ve bu bakterilerin hem tüm beta-laktam 

antibiyotiklere dirençli oldukları ve hem de diğer sınıf antibiyotiklere de yüksek 

oranda dirençli oldukları belirtilmektedir (Ünal, 1996; Vanderhaeghen ve ark., 2010). 

BeĢeri hekimlikte, metisilin dirençli stafilokoklardan kaynaklanan enfeksiyonların 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gillespie%20BE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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tedavisinde vankomisin gibi glikopeptidler tek alternatif olarak değerini 

korumaktadır, ancak değiĢik ülkelerde vankomisine duyarlılığı azalmıĢ ve dirençli 

stafilokok suĢları rapor edilmektedir. Sığır mastitis vakalarından ise fenotipik ve 

genotipik olarak metisiline dirençli stafilokok suĢları izole edilmekte olup (Devriese 

ve ark., 1972; Kaszanyitzky ve ark., 2004; Sareyyüpoğlu ve ark., 2006; Turutoglu ve 

ark., 2006; Moon ve ark., 2007; Kumar ve ark., 2010) vankomisin için ise fenotipik 

olarak duyarlılığı azalmıĢ suĢlar belirlendiğine iliĢkin çalıĢmalar mevcuttur (Shi ve 

ark., 2010; Turkyilmaz ve ark., 2010). Ancak, vankomisine dirençli olan ve 

vankomisin dirençliliğini belirleyen genetik yapıya sahip olan stafilokok suĢunun, 

henüz sığır mastitis vakalarından izole edildiğine dair bildiri mevcut değildir.  

 

1.1.Tarihçe 

 

1.1.1.Staphylococcus spp. 

 

Stafilokokların ilk kez ıĢık mikroskobunda gözlemlenmesi ve tanımlanması 

Robert Koch tarafından 1878’de, sıvı besiyerinde üretilmesi ise 1880’de Pasteur 

tarafından gerçekleĢtirilmiĢtir. Stafilokok ismi Ġskoçya’lı cerrah Alexander Ogston 

tarafından, üremeleri sırasında birbirinden ayrılmayıp üzüm salkımını andıran 

yığınlar oluĢturmasından dolayı 1881’de verilmiĢtir. Rosenbach, 1884’te beyaz 

renkli kolonileri Staphylococcus albus, sarı-portakal renkli kolonileri ise S. aureus 

olarak isimlendirmiĢtir. Yirminci yüzyılın baĢlarına dek yapılan çalıĢmalarla 

stafilokokların doğada yaygın olduğu ve özellikle insan ve hayvanların derisi 

üzerinde hastalık oluĢturmaksızın bulunabildiği anlaĢılmıĢtır. Daha sonra S. albus’un 

ismi S. epidermidis olarak değiĢtirilmiĢ ve bu aĢamadan sonraki çalıĢmalar S. 

aureus’un diğer patojen olmayan stafilokoklardan ayrımı üzerine olmuĢtur. Koagülaz 

reaksiyonunun S. aureus’un ayrımında kullanılıĢının kabul edilmesi 1930’lu yılları 

bulmuĢtur.  Mikrokoklardan ayrımı için stafilokokların glukozu anaerobik olarak 

kullanabilmesi ve asit üretebilmesi karakterinin kullanımı 1965’de kabul edilmiĢtir. 

Diğer türlerin belirlenmesi üzerine çalıĢmalar 1960’lı yılların ortalarında Baird-

Parker ile baĢlamıĢtır. KNS türleri 1970’li yılların ortalarına kadar patojen olarak 

kabul edilmez ve göz ardı edilirken, vakalardan sıklıkla bu türlerin izole edilmeleri 

bu yöndeki araĢtırmalara yön vermiĢtir. Stafilokok cinsi içinde 1994 yılı itibariyle 31 
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tür belirlenmiĢ iken bugün 50’nin üzerinde tür ve alt tür tanımlanmıĢ durumdadır 

(Kloos ve Bannerman, 1994; Brown, 1999; Winn ve ark., 2006). 

   

1.1.2.Metisilin 

Fransız tıp öğrencisi Ernest Duchesne 1896’da S. aureus kolonilerinin 

Penicillium notatum tarafından yıkımlandığını göstermiĢ olsa da, Alexander Fleming 

1928’de bunu tekrar gözlemlemiĢtir (Waness, 2010). Daha sonra Oxford 

Üniversitesi’nde P. notatum’dan penisilin ekstrakte edilmiĢ ve 1941’de insanlarda 

stafilokok enfeksiyonlarının tedavisinde kullanıma girmiĢtir. Ancak 1947’de belirgin 

Ģekilde penisilin dirençli S. aureus suĢları izole edilmeye baĢlamıĢtır. Ardından 

1959’da, S. aureus’un ürettiği beta-laktamaz enzimine dirençli semisentetik penisilin 

türevi olan metisilin üretilmiĢ ve yeniden insanoğlu stafilokok etkenleri ile 

mücadelede bir kez daha öne geçse de sadece 2 yıl sonra, 1961’de, Ġngiltere’de bir 

hastanede ilk metisilin dirençli S. aureus (MRSA) izolasyonu rapor edilmiĢtir    

(Jevons, 1961; Waness, 2010). Ġlk MRSA suĢları hastane kaynaklı (Hospital 

Acquired MRSA)  (HA-MRSA) idi ve klonal bir yayılma Ģekillenip tüm dünya 

çapında yayılma göstermiĢtir. Toplumsal kaynaklı suĢların (Community Acquired 

MRSA) (CA-MRSA) ise 1990’dan itibaren önce halk arasında, daha sonra ise sağlık 

birimlerinde yayılma gösterdiği belirlenmiĢtir (Waness, 2010).  

 

1.1.3.Vankomisin 

 

McCormick ve ark. (1956) tarafından ilk kez 1956’da Streptomyces orientalis, 

Ģimdiki ismiyle Amycolatopsis orientalis, Hindistan ve Endonezya’dan toplanan 

toprak örneklerinden izole edilmiĢ ve bu mikroorganizmanın, Gram pozitif 

bakterilere karĢı yüksek aktivite gösteren 05856 olarak adlandırılan bir maddeyi 

ürettiği belirlenmiĢtir (McCormick ve ark., 1956; Calderon ve Sabundayo, 2007).  Bu 

madde daha sonra vankomisin olarak isimlendirilmiĢtir. Bu maddenin penisilin 

dirençli stafilokokların oluĢturdukları enfeksiyonların tedavisinde oldukça baĢarılı 

olduğu görülmüĢ ve kullanıma girmiĢtir. Ancak 1960’lı yıllarda ağır yan etkilerinden 

dolayı ve beta-laktamaz dirençli yarı sentetik penisilinlerin üretilip kullanılmasıyla 

vankomisinin kullanımında kısıtlamalara gidilmiĢ olsada, 1970’lı yıllarda yarı 

sentetik penisilinlere dirençli S. aureus suĢlarının yol açtığı enfeksiyonların 
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prevalansında artıĢlardan dolayı tekrar vankomisin kullanımı yaygınlaĢmıĢ olup, 

ayrıca önceki formulasyonlarından daha saf olan ve yan etkileri azalmıĢ 

formulasyonları kullanıma alınmıĢtır  (Levine, 2006; Calderon ve Sabundayo, 2007). 

Vankomisine dirençli bulunan ilk Stafilokok türü S. haemolyticus olarak 

literatürlere 1987’de girmiĢtir (Schwalbe ve ark., 1987) ve ilk vankomisine 

duyarlılığı azalmıĢ S. aureus suĢu (VISA) Japonya’da MRSA enfeksiyonunundan 

dolayı uzun zamandır vankomisin tedavisi alan bir hastadan izole edilmiĢtir. Bu suĢ 

MU-3 olarak adlandırılmıĢtır  (Hiramatsu ve ark., 1997a). Ardından 1998’de Fransa 

ve Ġngiltere’de (Howe ve ark., 1998; Ploy ve ark., 1998), 1999’da Hong Kong ve 

Ġspanya’da (Ariza ve ark., 1999; Wong ve ark., 1999), 2001’de Brezilya, ve 

Avustralya’da (Oliveira ve ark., 2001; Ward ve ark., 2001)  vankomisine duyarlılığı 

azalmıĢ insan kökenli S. aureus suĢları bildirilmiĢtir. Japonya’da 1980-1997 arasında 

klinik vakalardan toplanmıĢ KNS suĢları arasında 1990’dan sonra izole edilmiĢ 

suĢlarda vankomisine karĢı azalmıĢ duyarlılık tespit edilmiĢtir (Kato ve ark., 1998). 

Yine 1998’de New York’ta  vankomisine duyarlılığı azalmıĢ metisiline dirençli KNS 

suĢları rapor edilmiĢtir (Sieradzki ve ark., 1998). Ancak bu suĢların tümünün genetik 

materyalinde vankomisin dirençliliğinden sorumlu herhangi bir yapı tespit 

edilememiĢ ve vankomisine azalan duyarlılığın bakteri hücre duvarı kalınlaĢması 

sonucu Ģekillendiği belirlenmiĢtir.  

Ġlk vanA genini taĢıyan vankomisin resistant S. aureus (VRSA) 2002’de 

Amerika BirleĢik Devletleri’nin Michigan Eyaletinde bir hastanede diyaliz 

hastasından, bu hastada kullanılan katater ucundan izole edilmiĢtir (Chang ve ark., 

2003). Bundan 2 ay sonra, diğer bir vanA geni taĢıyan VRSA suĢu, Pennsylvania 

eyaletinde 70 yaĢındaki irinli akıntısı olan kronik topuk ülserli hastadan alınan sıvap 

örneğinin bakteriyolojik kültüründen izole edilmiĢtir (Tenover ve ark., 2004).  Bu iki 

suĢu daha sonra biri New York eyaletinde (CDC, 2004) ve diğer 4’ü Güneybatı 

Michigan’da (Sievert  ve ark., 2008) olmak üzere 5 vaka izlemiĢtir.  Tüm bu 7 VRSA 

suĢunun vanA genini taĢıdığı ve suĢların vankomisin için Minimal Ġnhibitör 

Konsantrasyonu (MĠK) orta değerinin 512 µg/ml (mikrogram/mililitre) olduğu 

bulunmuĢtur (Sievert  ve ark., 2008). Tüm hastaların geçmiĢinde MRSA ve 

enterokok kolonizasyonu tespit edilmiĢ ve hepsinde kronik deri ülserleri 
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görülmüĢtür. Hastaların çoğu da VRSA enfeksiyonunun geliĢiminden önce 

vankomisin tedavisi almıĢlardır (Sievert  ve ark., 2008).  

Hayvan vakalarından izole edilen stafilokok türlerinde ise vankomisine dirençli 

suĢ henüz bildirilmemiĢ ancak vankomisine duyarlılığı azalmıĢ suĢlara rastlanmıĢtır 

(Shi ve ark., 2010; Turkyilmaz ve ark., 2010). 

 

1.2.Etiyoloji 

 

1.2.1.Sınıflandırma 

 

Staphylococcus cinsi, yayınlanan son Bergey’s Manual’e göre Bacilli sınıfında 

Bacillales takımının altında Staphylococcaceae familyasında yer almaktadır (Winn 

ve ark., 2006). Gram pozitif ve katalaz pozitif olmaları ile daha önceki 

sınıflandırmada birlikte aynı familya (Micrococcaceae) altında yer aldıkları 

Micrococcus cinsindeki bakterilere benzerlerse de, mikrokoklar oksidaz pozitiftir. 

Ayrıca stafilokokların aksine lizostafin (200 µg/ml) ve furazolidon (100 µg/ml)’a 

dirençli iken basitrasin’e (0,04 Unit) duyarlıdırlar.  Mikrokokların genomundaki 

G+C oranıda (% 63-73) stafilokokların G+C oranına (% 30-40) göre daha yüksektir. 

Mikrokoklar daha büyük hücre yapısına sahip olup mikroskop altında çoğunlukla çift 

ve dörtlü olarak ve düzensiz yığınlar halinde  görünürler (Winn ve ark., 2006). 

Stafilokok cinsi içerisinde tanımlanmıĢ 35 tür ve 16 alt tür bulunmaktadır (Winn ve 

ark., 2006). 

 

1.2.2.Morfoloji ve Boyanma Özellikleri 

 

Stafilokoklar 0,5-1,5 µm (mikrometre) çapında, Gram pozitif, yuvarlak, 

genellikle kapsülsüz, ve sporsuz bakterilerdir. S. saccharolyticus ve S. aureus subsp. 

anaerobius hariç fakültatif anaerobiktirler. Yeni kültürlerde Gram pozitif boyansalar 

da, eski kültürlerden yapılan boyamalarda Gram negatif görünüme dönebilirler. 

Mikroskop altında tek tek, çiftler veya çoğunlukla üzüm salkımı görünümünü 

andıran kümeler tarzında görünürler. Sıvı besiyeri, irin ve vücut sıvılarından yapılan 

preparatlarda 3-4’lü kısa zincirler halinde görülebilirler (Winn ve ark., 2006). 
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1.2.3.Üreme Gereksinimleri ve Koloni Morfolojisi 

 

Koyun kanlı agar ve genel besiyerlerinde üreyebilmekte ve 30-37 °C’de 18-24 

saat inkübasyon sonucunda 1-3 mm (milimetre) çapında koloniler oluĢturmaktadırlar. 

Stafilokok kolonileri genellikle S tipi, yuvarlak, kenarları düzgün ve hafif kabarık 

profile sahiptir. S. aureus suĢlarının bazıları sarı ve sarı-portakal renginde pigment 

oluĢturabilir bazıları ise beyaz- gri renkte koloni oluĢturur. S. simulans, S. 

intermedius, S. epidermidis,  S. hyicus, S. capitis, S. saccharolyticus ve S. cohnii 

pigment oluĢturmayan türlerdir. S. aureus ve KNS’lar pigment üretimi oda 

sıcaklığında 2-3 gün süre ile inkübasyon sonucunda daha iyi gözlemlenir. S. 

aureus’un çok küçük koloni büyüklüğüne sahip, pigment üretmeyen ve 

karbondioksit varlığında daha iyi üreyen küçük koloni varyantı denilen suĢları 

bulunmaktadır.  Stafilokok suĢlarının bazıları aynı kültür pleytinde farklı büyüklükte 

koloniler oluĢturabilir ve bu karıĢık kültür görünümü verebilir. S. aureus suĢlarının  

çoğu ve bazı KNS suĢları koyun kanlı agarda hemoliz oluĢturabilmektedir (Cengiz, 

1999; Winn ve ark., 2006). 

 

1.2.4.Biyokimyasal Özellikleri 

 

Stafilokoklar glukozu fermentatif olarak parçalayıp son ürün olarak gaz 

oluĢturmaksızın laktik asit açığa çıkartırlar. Stafilokokların üremesi için optimal 

sıcaklık 30-37 °C ve optimal pH 7-7,5’dir. Ġçerisinde % 7,5-10 Sodyum Klorür 

(NaCl) içeren ortamlarda üreyebilirler. Stafilokoklar lizostafin ve furazolidon’a 

duyarlı basitrasin’e ise dirençlidirler. S. sciuri, S. lentus, S. vitulinus ve S. fleurettii 

hariç diğer tüm stafilokok türleri oksidaz enzimine sahip değildir. Önemli bir 

virülens faktörü olan koagülaz enzimini S. aureus, S. intermedius, S. hyicus, S. 

delphini, S. lutrae, S. schleiferi subsp. coagulans ve S. schleiferi subsp. schleiferi  

üretmektedir. Genellikle nitratları nitritlere indirgemektedirler (S. saprophyticus 

subsp. saprophyticus, S. cohnii, S. kloosii, S. arlettae, S. succinus hariç).  S. 

saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus, S. hominis, S. sciuri, S. gallinarum, S. lentus, S. 

equorum, S. vitulinus, S. kloosii, S. arlettae, S. fleurettii novobiosin’e dirençli olup 

diğer türler duyarlıdır. Stafilokoklar ısı ve çevre koĢullarına dayanıklı bakterilerdir. 

Kuruluğa dirençlidirler. Genellikle 60 °C’de 1 saat tutulduklarında aktivitelerini 

kaybederler (Cengiz, 1999; Winn ve ark., 2006).  
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Stafilokok cinsinde bulunan türlerin identifikasyonunda, Ģeker testleri (maltoz, 

sükroz, laktoz, mannitol, mannoz, arabinoz, trehaloz, ksiloz, raffinoz, sellobioz, ve 

N-asetil glukozamin), katalaz testi, oksidaz testi, kümeleĢtirme faktörü (clumping 

factor), tüp koagülaz testi, Voges-Proskauer Testi (Asetoin Testi, VP), üreaz testi, 

nitrat indirgenmesi testi, DNAse testi, mannitol fermentasyonu, beta-glukuronidaz, 

beta-galaktosidaz (O-nitrophenyl-β-D-galactopyranosidase, ONPG) ve beta-

glukosidaz testleri, alkalin fosfataz testi, ornithin dekarboksilaz testi, arjinin 

dihidrolaz testi, pyrrolidonyl arylamidase aktivitesi testi, novobiosin ve polimiksin’e 

duyarlılık testleri ve hemoliz ve pigment oluĢturması gibi özellikleri kullanılmaktadır 

(Winn ve ark., 2006).   

 

1.3. Virülens Özellikleri 

 

1.3.1.Kapsül 

Stafilokokların özellikle mukoid türlerinde polisakkarid karakterde kapsül 

oluĢumu görülmektedir. Stafilokoklarda toplam 11 kapsüler polisakkarit serotipi 

belirlenmiĢ olup insanlardaki vakalardan izole edilen S. aureus suĢlarında % 70-80 

oranında tip 5 ve tip 8 serotipine rastlanmaktadır. Sığır mastitis vakalarından izole 

edilen stafilokok suĢlarında ise 5 ve 8 serotiplerinin oranları, suĢların izole edildiği 

coğrafik bölgeye göre büyük varyasyonlar göstermektedir (Tollersrud ve ark., 2000).                                                                                                                                         

Kapsul teĢekkülü, meme içinde bakterinin konakçı savunma sisteminin fagositoz 

hücreleri tarafından fagozite edilmesine karĢı koruyucu etki yapmaktadır (Sutra ve 

ark., 1990). 

 

1.3.2.Hücre duvarı 

 

Stafilokokların hücre duvarının yapısı Gram pozitif bakterilerin hücre duvarı 

yapısının özellklerini taĢımakta olup, elektron mikroskop ile 20-40 nm kalınlığında 

ve homojen yapıda görülür (Giesbrecht ve ark., 1998). 

 

1.3.2.1.Peptidoglikan 

 

Peptidoglikan bir heterodimer olup β-1-4-N-asetilglukozamin (NAG) ve N-

asetilmuramikasit (NAM) tarafından oluĢturulan bir disakkarit iskelet yapısına 
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sahiptir. NAM moleküllerine L-alanin, D-glutamin, L-lizin, ve D-alanin’den oluĢan 

ve kök peptid (tetrapeptid) denilen zincirler tutunmuĢ durumdadır. Bu kök 

peptidlerin yaklaĢık % 90’ı pentaglisin köprüsü vasıtasıyla diğer bir NAM 

molekülünün kök peptidlerine çapraz bağlanma yapar ve böylece disakkarit 

zincirlerinden oluĢan bir polimer yapı Ģekillenir. Pentaglisin köprüleri stafilokokkal 

peptidoglikanın karakteristik özelliğidir ve peptidoglikana dayanıklılık veren bu 

yapısal özelliğidir. Bu köprüler bir kök peptidin L-lizin’i ile diğer bir kök peptidin D-

alanin’i arasında oluĢur. (Black, 1996; Giesbrecht ve ark., 1998; Winn ve ark., 2006). 

 

1.3.2.2.Teikoik Asit 

 

Teikoik asitler birbirine fosfodiester bağları ile bağlanmıĢ ribitol veya gliserol 

fosfat polimerleridir. Ribitol teikoik asit ve gliserol teikoik asit olmak üzere 2 tipi 

vardır. Ribitol teikoik asitler, peptidoglikan tabakasına NAM’ın C6 hidroksil grubu 

vasıtasıyla kovalent bağ kurarak bağlanmıĢtır. Gliserol teikoik asitler ise sitoplasmik 

membranın glikolipidleri ile bağlantı kurmuĢ durumdadır. Teikoik asit, S. aureus’ta 

ribitol fosfat polimeri yapısında iken S. epidermidis’te ise gliserol fosfat polimerleri 

halindedir. Teikoik asit, bakteri hücre duvarı bütünlüğü ve hücre fonksiyonları için 

gerekli olan küçük iyonların tutulmasını sağlar. Ayrıca, bakterinin konakçı 

vücudunda mukozal ve diğer yüzeylere adezyonunda görev alır ve peptidoglikan 

sentezinde de rol alabilir (Cengiz, 1999; Winn ve ark., 2006).   

 

1.3.2.3.Yüzey Proteinleri 

 

Protein A, S. aureus suĢlarının çoğunda bulunan bir yüzey proteini olup hücre 

yüzeyine bağlı bulunan ve ortama salınan olmak üzere 2 formda bulunur. Hücre 

yüzeyine bağlı olan, bakteri hücre duvarındaki peptidoglikan tabakaya kovalent 

olarak bağlanmıĢtır. Ortama salınan protein A, bakteri üretildiğinde besiyerine 

salınmaktadır. Protein A’nın IgG3 hariç tüm IgG alt sınıflarının, IgA2 ile bazı 

IgM’nin Fc bölgelerine bağlanma yeteneği vardır. Protein A’nın komplementi aktive 

etme, antifagositik, kemotaktik ve mitojenik etkileri vardır ve önemli bir virülens 

faktörüdür. Ayrıca, protein A güçlü immunojenik karakterde olup S. aureus 

enfeksiyonlarının teĢhisinde kullanılan önemli bir yapıdır. Sığır mastitis vakalarından 
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izole edilen S. aureus suĢlarının % 50-60’ında protein A varlığı belirlenmiĢtir. (Sutra 

ve Poutrel, 1994; Cengiz, 1999; Winn ve ark., 2006). 

KümeleĢtirme Faktörü (Clumping factor), bakteri hücre yüzeyinde olan bu 

yapının fibrinojene bağlanma yeteneği vardır. Fibrinojenin fibrine dönüĢümü ile 

bakteri yüzeyinde fibrin presipitasyonu oluĢur ve stafilokoklarda kümeleĢme ve 

aglütinasyon Ģekillenir. Böylece bakterinin çevresinde fibrinden ibaret bir tabaka 

oluĢur ve bakterinin konakçı immun sisteminden korumasını sağlar (Cengiz, 1999; 

Winn ve ark., 2006). 

Elastin Bağlayıcı Protein, Kollajen Bağlayıcı Protein ve Fibronektin 

Bağlayıcı Protein, konakçı ekstrasellüler matriksine adhezyondan sorumludurlar. 

Kollajen ve fibronektine bağlanma mekanizmaları birbirinden faklıdır. Sığırlarda 

mastitis Ģekillenmesinde bu yüzey proteinlerin meme dokusuna adezyonda rol 

aldıkları gösterilmiĢtir (Sutra ve Poutrel, 1994).  

 

1.3.3.Enzimler 

Stafilokok cinsinde bulunan türler virülens faktörü olarak rol oynayan çeĢitli 

enzimler üretmektedirler. 

 

1.3.3.1.Katalaz   
 

Konakçı fagosit hücreleri tarafından stafilokoklar fagosite edildikten sonra, 

fagositik hücrelerin içerisinde myeloperoksidaz sistemi tarafından oluĢturulan toksik 

hidrojen ve serbest radikallerin inaktivasyonunda görev alan bir stafilokokkal 

enzimdir. Stafilokoklar fagositlerin içerisinde bu enzim sayesinde yaĢamlarını 

sürdürebilmektedirler (Winn ve ark., 2006). 

 

1.3.3.2.Koagülaz  

 

Plazmanın pıhtılaĢmasına neden olan bir enzimdir. Ġmmunolojik olarak 

birbirinden ayrıldığı gibi plazmayı pıhtılaĢtırma mekanizmaları açısından da 

birbirinden farklı olan iki tip koagülaz enzimi vardır. Bağlı koagülaz (KümeleĢtirme 

Faktörü) stafilokokların hücre yüzeyinde meydana gelir ve ortama bırakılmaz. 

Serbest koagülaz ise protein tabiatta olup stafilokoklar tarafından üretildikten sonra 
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hücre dıĢına salınmaktadır. Serbest koagülaz protrombine bağlanır ve enzimatik 

olarak aktif hale geçer. Bu yolla fibrinojenin fibrine dönüĢümünü katalize eder. 

Stafilokokların koagülaz aktivitesi genellikle tavĢan ve insan plazması kullanılarak 

lam ve tüp yöntemi ile ortaya çıkarılabilmektedir (Cengiz, 1999; Winn ve ark., 

2006). 

 

1.3.3.3.Fibrinolizin  

 

Stafilokokların ürettiği fibrinolizin enzimleri, fibrin pıhtılarını yıkımlamakta ve 

bu sayede bakteri yeni dokulara yayılabilmektedir (Winn ve ark., 2006).   Karadzhov 

ve ark. (1981), subklinik sığır mastitislerinden izole ettikleri KNS suĢların % 

27,8’inde fibrinolizin aktivitesi tespit ederken normal ineklerin sütlerinden izole 

edilen KNS suĢlarında ise daha düĢük oranda fibrinilizin aktivitesi belirlemiĢlerdir.  

 

1.3.3.4.Hyaluronidaz 

 

Bu enzim ile stafilokoklar, konakçı dokusu matriksinde bulunan hyaluronik 

asidi hidrolize edip dokularda yayılmalarını kolaylaĢtırırlar (Winn ve ark., 2006).  

 

1.3.3.5.Lipaz  

 

Stafilokokların ürettiği bu enzim yağları hidrolize edebilmektedir ve böylece 

konakçı vücudunda bakterinin deri ve derialtı gibi dokularda yayılmasını 

kolaylaĢtırmaktadır. Younis ve ark. (2000), 319 sığır mastitis kökenli S. aureus 

suĢunun % 75,2’sinde lipaz aktivitesi belirlemiĢtir. 

 

1.3.3.6.Deoksiribonükleaz  

 

Hem ekzonükleaz hem de endonükleaz aktivite gösteren enzimdir. Isıya 

dirençlidir (Winn ve ark., 2006). Younis ve ark. (2000), 319 sığır mastitis kökenli S. 

aureus suĢunun % 83,3’ünde DNase aktivitesi belirlemiĢtir. 

 

1.3.3.7.Beta-laktamaz (Penisilinaz) 

 

Penisilin grubu antibiyotiklerdeki β-laktam halkasının hidroksil grubunu 

parçalayarak etkisiz hale getiren beta-laktamaz enzimleri, indüklenebilir karakterde 



11 

 

üretilebildiği gibi bazı suĢlar devamlı biçimde üretebilmektedir ve stafilokokların bu 

grup antibiyotiklere dirençli hale gelmelerini sağlamaktadır. Ayrıca, aĢırı miktarda 

beta-laktamaz üretimi borderline metisilin dirençliliğine neden olabilmektedir 

(Chambers, 1997). S. aureus tarafından 3 tip beta-laktamaz enzimi üretilmektedir. 

Beta-laktamaz enzimlerinin genleri genellikle plazmid üzerinde lokalize olmuĢtur. 

Bu dirençlilik genleri diğer bakterilere transformasyon ve transdüksiyon ile transfer 

edilebilmektedir (Eyckmans ve Tompsett, 1965; Winn ve ark., 2006).  

 

1.3.4.Slaym Faktörü (Slime Factor) 

Slaym maddesi, amorf kapsül yapısında glikokaliks materyalidir ve % 40’ı 

karbonhidrat % 27’si ise proteinden oluĢmaktadır. Slaym karakterinden dolayı 

stafilokoklar tıbbı aletlere tutunup kolonize olabilmektedir. Çok güçlü antijenik 

yapıda olup yüksek titrede antikor oluĢumuna yol açar. Slaym pozitif stafilokok 

suĢları daha virülenttir, fagositoza daha dirençlidirler ve antibiyotiklerin bakteri içine 

difüzyonunu inhibe ettiklerinden daha fazla oranda antibakteriyellere direnç 

göstermektedirler (Cengiz, 1999). Slaym tabaka stafilokokların meme bezi epitelyum 

hücrelerine adezyonuna ve kolonize olmalarına yardımcı olmaktadır (Baselga ve 

ark., 1993).   

 

1.3.5. Toksinler 

 

1.3.5.1. Sitolitik toksinler  

 

1.3.5.1.1.Hemolizinler 
 

Alfa Hemolizin (Alfa Toksin), eritrosit, lökosit ve diğer doku hücrelerinin 

hücre membranlarını parçalayabilen toksindir. Özellikle tavĢan eritrositlerine karĢı 

güçlü litik etkiye sahiptir. TavĢanlara deri altı enjekte edildiğinde nekroz oluĢturur. 

Düz kas spazmı yapar. Antijeniktir ve formol ile toksoid haline getirilebilir. 

Antitoksini ile nötralize olur. Sığırlarda gangrenli mastitisten sorumlu toksindir ve 

mastitisin geliĢiminde en önemli virülens faktörlerinden biridir (Cengiz, 1999; 

Leloğlu, 1999; Akineden ve ark., 2001; Winn ve ark., 2006).  

Beta Hemolizin (Beta Toksin), eritrosit, lökosit ve fibroblast hücrelerine etki 

yapan bir toksindir. En güçlü Ģekilde koyun ve sığır eritrositlerine karĢı litik etki 
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gösterir. Bir sfingomyelinaz olup çok çeĢitli hücrenin membranında bulunan 

sfingomyeline etki eder. Hemolitik aktivitesi eritrositlerin soğuk muamelesi ile artar. 

Antijeniktir, antitoksini ile nötralize olur ve formol ile toksoid haline getirilebilir. 

Grup B streptokokların identifikasyonunda kullanılan CAMP testinde beta hemolizin 

üreten S. aureus suĢları kullanılmaktadır. Sığırların mastitis vakalarında rol oynayan 

önemli bir virülens faktörü olup alfa toksin ile birlikte doku yıkımı ve abse 

oluĢumundan sorumludur (Cengiz, 1999; Leloğlu, 1999; Winn ve ark., 2006).  Beta 

toksin, sığırların meme bezlerindeki sekresyon yapan epitel hücrelerini yıkımlar, alfa 

toksinin yıkımlayıcı etkisini arttırır, bakterinin meme epitel hücrelerine adezyonunu 

kolaylaĢtırır ve stafilokokların bölgede proliferasyonunu arttırır (Cifrian  ve ark., 

1996). 

Gama Hemolizin (Gama Toksin), çok çeĢitli hücreler üzerinde toksik etkiye 

sahip olup protein yapısındadır. Özellikle tavĢan, koyun ve insan eritrositleri üzerine 

litik etki yapmaktadır. Gama hemolizinin ayrıca lökositleri lize edebilme yeteneğide 

vardır. Gama hemolizinin aktivitesi 3 proteinden ileri gelmektedir. HlgA ve HlgC 

(sınıf S) ve HlgB (sınıf F) iki çift oluĢturur ve HlgA + HlgB ve HlgC + HlgB olarak 

adlandırılır (Lina ve ark., 1999; Cengiz, 1999; Leloğlu, 1999). Bu toksin 

enfeksiyonun erken safhalarında rol oynayabilmektedir (Fitzgerald ve ark., 2000). 

Delta Hemolizin (Delta Toksin), eritrosit, lökosit, makrofaj, lenfosit ve 

trombositler üzerinde hasara yol açan toksindir. Özellikle insan, tavĢan, koyun ve 

maymun eritrositleri üzerine litik etkiye sahiptir (Cengiz, 1999; Leloğlu, 1999). Delta 

hemolizin,  beta hemolizinin hemolitik etkisini arttırır (Dinges ve ark., 2000).  

 

1.3.5.1.2. Lökotoksinler 

 

Ruminantların mastitis vakalarından izole edilen stafilokokların bir kısmının 

lökositik etkiye sahip olduğu gösterilmiĢtir (Rainard ve ark., 2003).  Moleküler 

ağırlıkları sırasıyla 32 ve 35 Kilodalton (kDa) olan F (fast) ve S (slow) adı verilen 2 

protein komponentinden meydana gelmektedirler. Özellikle insan ve tavĢan 

lökositleri ve makrofajları üzerine etkilidirler. Her iki protein komponenti de 

antijeniktir ve formol ile toksoid haline dönüĢtürülebilmektedir. Tek baĢına litik etki 

göstermeyen bu komponentler birlikte sinerjik etki ile lökositlerin membranında 

potasyum ve diğer iyonlar için geçirgenliği artıran gözeneklerin açılmasına neden 
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olurlar. Ayrıca fagositoza karĢı stafilokokları korurlar. Stafilokokların lökotoksin 

familyası, Panton-Valentine lökosidin (PVL) (LukS-PV + LukF-PV),  gama 

hemolizin (HlgA + HlgB ve HlgC+ HlgB) ve son olarak keĢfedilen LukM (LukM 

+LukF-PV) and LukE/D (LukE + LukD)’den ibarettir (Cengiz, 1999; Leloglu, 1999; 

Winn ve ark., 2006). Haveri (2008), farklı klinik görünümdeki sığır mastitislerden 

izole edilmiĢ S. aureus suĢlarında LukM ve LukE/D toksinlerini kodlayan genlerin 

varlığını Polimerase Chain Reaction (PCR) ile göstermiĢtir. Turkyilmaz ve ark. 

(2010) mastitisli sütlerden izole edilen MRSA suĢlarında PVL genine rastlamamıĢtır. 

 

1.3.5.2.Enterotoksinler 

 

Stafilokokların ürettiği polipeptid yapıdaki enterotoksinler ısıya dayanıklıdır ve 

100’°C’de 30 dakika (dk) dayanabilirler. Bakteri tarafından enterotoksinler 

salgılandıktan sonra, konakçı immun sisteminin antijen sunan hücreleri ve T 

lenfositler ile karĢılaĢması sonucu, T lenfosit proliferasyonu ve yüksek oranda sitokin 

ekspresyonu gerçekleĢir (Balaban ve Rasooly, 2000).  Önceleri SEA, SEB, SEC, 

SED, SEE olarak kodlanan 5 immunolojik tipi belirlenmiĢse de,  daha sonra SEG, 

SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEQ, SER ve SET olarak kodlanan 

tipleri de  tanımlanmıĢtır (Cengiz, 1999; Zschöcka ve ark., 2005; Winn ve ark., 

2006).  Ġnsanlardaki besin zehirlenmelerinde A ve D tipi enterotoksinlere 

rastlanılmaktadır.  Türkiye’de yapılan sığır mastitis vakalarından izole edilen 

Stafilokok suĢlarında, bu enterotoksinlerin değiĢik oranlardaki varlığı gösterilmiĢtir 

(Boynukara ve ark., 2008; Karahan ve ark., 2009). Karahan ve ark. (2009) 

çalıĢmalarında, sığır mastitis vakalarından izole edilen S. aureus suĢlarının               

% 29,3’ ünün bir veya daha fazla enterotoksin geni taĢıdığını ve SEI’nin en yaygın 

bulunan gen olduğunu bildirmiĢler ve SEA, SEE ve SEH genlerine ise, hiçbir izolatta 

rastlamamıĢlardır. Boynukara ve ark. (2008) ise, Van bölgesinde sığırların mastitis 

vakalarından izole ettikleri S. aureus suĢlarının % 25,5’ini enterotoksijenik bulmuĢlar 

ve en yaygın tipin SEA olduğunu ve SEC ve SED tipi suĢun olmadığını 

bildirmiĢlerdir. 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Balaban%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rasooly%20A%22%5BAuthor%5D


14 

 

1.3.5.3.Eksfoliyatif Toksin (Eksfoliyatin) 

 

Ekzotoksin niteliğinde olan bir protein olup epidermolitik bir toksindir. A ve B 

olarak adlandırılan iki tipi bulunmaktadır ve her birinin moleküler ağırlığı 24 

kDa’dır. Eksfoliatif toksin A ısıya duyarlıdır ve geni (eta) plazmidte bulunmaktadır. 

Eksfoliatif toksin B ise ısıya dirençlidir ve geni (etb) kromozomaldir.  Bu iki toksin 

biyokimyasal ve immunolojik olarak birbirinden farklı olsa da benzer biyolojik 

aktiviteye sahiptirler. Proteolitik özellikte olup epidermisin mukopolisakkarit 

matriksini eritirler. Bu toksinler, insanlarda stafilokokkal haĢlanmıĢ deri 

sendromundan sorumludurlar (Cengiz, 1999; Winn ve ark., 2006). Türkiye’de 

Karahan ve ark. (2009)’nın sığır mastitisleriyle yaptıkları çalıĢmada, 92 S. aureus 

suĢunda eta ve etb genlerine rastlanmamıĢtır. Andresen (2005), Japonya’da mastitisli 

inek sütünden izole edilen S. hyicus suĢunda eta geninin varlığını tespit etmiĢtir. 

 

1.3.5.4.TSST (Toxic Shock Syndrome Toxin) 

 

Protein tabiatta olup 22 kDa moleküler ağırlığına sahiptir. Proteolitik enzimler 

ve ısı ile inaktivasyona dirençlidir. Konakçı vücudunda T lenfosit proliferasyonunu 

ve monositlerden interleukin-1 salınımını uyarır (Winn ve ark., 2006). Karahan ve 

ark. (2009), Türkiye’de yaptıkları çalıĢmada 92 S. aureus suĢundan sadece 3 

adedinde (% 3,3) TSST genine rastlamıĢtır.  

 

1.4.  Beta-laktam Antibiyotikler 

 

Penisilinler, Sefalosporinler, Karbapenemler ve Monabaktamlar olarak 4 gruba 

ayrılan beta-laktam antibiyotikler bir azot ve 3 karbon içeren bir beta-laktam halkası 

içermektedir.  Bakteri hücre duvarı sentezini baskılayarak bakteriosidal etki 

gösterirler (Calderon ve  Sabundayo, 2007).   Beta-laktam antibiyotikler, bakterinin 

sitoplazmik membranında bulunan penisilin bağlayıcı proteinlerinlere (PBP) 

bağlanırlar ve temel olarak peptid zincirlerinin bağlanmalarını inhibe ederek normal 

yapıda peptidoglikan oluĢumunu engellerler. Böylece duvar bütünlüğünün 

bozulmasına ve bakterinin dıĢ ortama karĢı direncinin kaybına yol açarlar. Bu durum, 

bakterinin sitoplazmik zarının parçalanması ve bakterinin ölmesiyle sonuçlanır. 
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Toplam 56 adet beta-laktam antibiyotik bulunmaktadır (Calderon ve  Sabundayo, 

2007).  

 Bakteriler, beta-laktam antibiyotiklerin sidal etkilerine karĢı temel olarak 3 

mekanizma geliĢtirmiĢ durumdadırlar. Bunlar, ürettikleri beta-laktamaz enzimleri ile 

antibiyotiğin yıkımlanması, antibiyotiğin bakteri içerisine penetrasyonunun 

azaltılması ile PBP’lere ulaĢmalarının önlenmesi ve antibiyotiklere düĢük affiniteye 

sahip PBP’lerin üretilmesi Ģeklinde tanımlanmaktadır (Calderon ve  Sabundayo, 

2007; Ünal, 2009).   

 Penisilinler aktivitelerine göre 4 gruba ayrılmaktadır 

(Calderon ve  Sabundayo, 2007). Doğal Penisilinler (Penisilin G ve Penisilin V) 

Stafilokoklarının ürettikleri penisilinaz enzimi nedeniyle stafilokok infeksiyonlarında 

yetersiz kalmaktadırlar. Penisilinaz - dirençli Penisilinler (Dikloksasilin, 

Kloksasilin, Metisilin, Nafsilin, Oksasilin) doğal penisilinlerin yapısına bir yan 

zincirin eklenmesiyle üretilmiĢ olup stafilokokların ürettikleri penisilinaz enzimine 

karĢı dirençli olan yarı sentetik penisilinlerdir. Gram negatif bakteriler üzerine 

etkileri yoktur. Aminopenisilinler (Amoksisilin, Ampisilin, Amoksisilin + 

Klavulanik Asit, Ampisilin + Sulbaktam, Bakampisilin) ise yan zincirde 

değiĢiklik yapılması ile elde edilirler ve hem Gram pozitif ve hem de Gram negatif 

bakterilere etkilidirler. Karboksipenisilin’lerin (Karbenisilin, Tikarsilin, ve 

Tikarsilin + klavulanik asit) etki spektrumları ampisilin ile aynı olmakla birlikte 

Gram negatif bakterilere daha güçlü etki göstermeleriyle karakterizedirler. Yan 

zincirde değiĢiklik yapılarak elde edilirler. Son grup olan Ureidopenisilinler ve 

Piperazine (Mezlosilin, Piperasilin) penisilinin yapısına sadece ureido grubun ve 

ureido grup ile bir piperazin yan zincirinin ilavesiyle, sırasıyla mezlosilin ve 

piperasilin elde edilmiĢtir. Spektrumu en geniĢ olan penisilinlerdir.  

 Sefalosporinler, diğer beta-laktam antibiyotikler gibi peptidoglikan 

yapısındaki çapraz bağlanmaları inhibe ederek ve bakteriyel hücre duvarı sentezini 

inhibe ederek sidal etki oluĢtururlar. Bakterilerde sefalosporinlere karĢı direnç, 

PBP’lerde Ģekillenen değiĢiklikler, beta laktamaz üretimi veya antibiyotiğin hücre 

duvarına penetre olmasını azaltarak PBP’lere ulaĢmasının engellenmesiyle olur 

(Calderon ve Sabondayo, 2007). 
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 Karpanenemler en geniĢ etki spektrumuna sahip olan beta-laktam 

antibiyotikler olup anaerob ve aerob Gram negatif ve Gram Pozitif bakterilere etki 

ederler. Bakteri hücre duvarı sentezini inhibe ederek bakteriosidal etkilerini 

oluĢtururlar (Calderon ve Sabundayo, 2007). 

 Monobaktamlarda, diğer beta-laktam antibiyotikler gibi aynı 

mekanizmalarla etkilerini oluĢtururlar (Calderon ve Sabundayo, 2007).  

 

1.5.Metisilin Etki Mekanizması 

 

Stafilokoklarda 4 adet PBP bulunmakta ve bunlar PBP1, PBP2, PBP3 ve PBP4 

olarak adlandırılmıĢtır (Chambers, 1997; Stapleton ve Taylor, 2002). Moleküler 

ağırlıkları sırasıyla 85, 81, 75 ve 45 kDa olan proteinlerin biri transpeptidasyonda 

(çapraz bağlanma), diğeri transglikosilasyonda (glikan zincirinin uzaması) görevli iki 

domain’i vardır (Chambers, 1997; Stapleton ve Taylor, 2002). Metisilin dahil beta-

laktam antibiyotikler, PBP’lerin transpeptidasyon domainini inhibe ederek 

peptidoglikanda çapraz bağlanma reaksiyonunu durdurur. Böylece yeni stafilokok 

hücrelerinde zayıf hücre duvarı oluĢumuna neden olur ve bakteri bütünlüğünü 

koruyamaz (Steplaton ve Taylor, 2002). PBP1, PBP2 ve PBP3 beta-laktam 

antibiyotiklere karĢı yüksek affiniteye sahiptir ve beta-laktam antibiyotiğin bu 

proteinlere bağlanması bakteri için letal etki oluĢturmaktadır (Chambers, 1997). 

 

1.6.Metisiline Direnç Mekanizmaları 

 

Stafilokokların ürettikleri ve doğal penisilinleri parçalayan beta-laktamaz 

enzimiyle hidrolize olmayan beta-laktam antibiyotiklere (dikloksasilin, kloksasilin, 

metisilin, nafsilin, oksasilin) karĢı oluĢan direnç metisilin direnci olarak 

tanımlanmaktadır (Ünal, 2009).  

 Metisilin dirençli stafilokokların kromozomunda, 40-60 Kilobaz (Kb) 

büyüklüğünde ve Staphyococcal Cassette Chromosome Mec (SCCmec kaseti) olarak 

adlandırılmıĢ DNA parçası bulunmaktadır (Stapleton ve Taylor, 2002). SCCmec 

kaseti, PBP2a olarak adlandırılan PBP2’nin değiĢikliğe uğramıĢ formunu kodlayan 

mecA geni (2,1 kb), mecA transkripsiyonunu regüle eden mecI ve mecRI genleri ve 

20-45 kb büyüklüğünde mec ile ilgili DNA parçasından oluĢmaktadır (Chambers, 

1997; Stapleton ve Taylor 2002). PBP2a’nın beta-laktam grubu antibiyotiklere karĢı 
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affinitesi PBP1, PBP2, PBP3 ve PBP4’e göre oldukça düĢüktür (Stapleton ve Taylor, 

2002). Bu nedenle PBP1-4’ün transpeptidasyon fonksiyonlarını inhibe eden metisilin 

konsantransyonlarında PBP2a aktif kalabilmekte ve peptidoglikan tabakasından 

glikan zincirlerinin çapraz bağlanmasını sağlayabilmekte ve böylece metisiline 

dirençliliği oluĢturabilmektedir (Stapleton ve Taylor, 2002). PBP2a, 76 kDa molekül 

ağırlığındadır ve indüklenebilir karakterde olup metisilin dirençliliğini 

belirlemektedir (Chambers, 1997; Stapleton ve Taylor, 2002).   

 SSCMec kasetinin 5 adet tipi belirlenmiĢ olup Tip I-V olarak 

adlandırılmıĢlardır (Appelbaum, 2007). HA-MRSA suĢları SCCmec alt tip I-III 

içerir, CA-MRSA ise SCCmec alt tip IV ve V’i içermektedir (Appelbaum, 2007). 

HA-MRSA suĢları PVL geni taĢımasına rağmen CA-MRSA suĢları ise 

taĢımamaktadır. PVL geni HA-MRSA suĢlarının yol açtığı enfeksiyonlarda rol 

oynayan önemli bir virülens faktörüdür (Appelbaum, 2007).  

 Metisiline duyarlılığın azalması, PBP2a’nın üretilmesiyle Ģekillendiği gibi 

PBP’lerde oluĢan nokta mutasyonlar sonucu ve PBP’lerin aĢırı miktarda üretilmesi 

sonucuda oluĢabilmektedir (Chambers, 1997; Gülay, 2002). Ayrıca, beta-laktamaz 

enziminin aĢırı miktarda üretilmesi duyarlılığı sınırda olan suĢların ortaya çıkmasına 

neden olmaktadır. Bu suĢlar borderline metisilin duyarlı veya borderline oksasilin 

dirençli olarak tanımlanmaktadır (Chambers, 1997; Gülay, 2002; Sancak, 2007). 

 Borderline metisilin dirençli suĢlar 2 grupta incelenmektedir. MecA geni 

taĢıyan suĢlar heterojen dirençliliğe sahiptirler ve PBP2a üretmektedirler (Chambers, 

1997). Bu suĢlar yüksek oksasilin yoğunluklarında üreyebilen çok küçük alt 

populasyonlara sahiptirler (Chambers, 1997; Sancak, 2007). MecA geni taĢımayan 

borderline metisilin dirençli suĢlar ise böyle alt populasyonlara sahip değildirler ve 

bu durum PBP’lerin modifikasyonu veya bakterinin aĢırı miktarda beta-laktamaz 

enzimi üretmesiyle Ģekillenmektedir (Chambers, 1997). DeğiĢikliğe uğramıĢ 

PBP’lere penisilinlerin bağlanması normalden daha yavaĢ olmakta ve bağlanmıĢ olan 

penisilinlerin serbest kalması ise daha hızlı olmaktadır (Chambers, 1997). Bu 

değiĢikliklerde PBP’lerde nokta mutasyonlardan kaynaklanmaktadır (Chambers, 

1997). Beta-laktamaz enziminin bu enzime dayanıklı beta-laktam antibiyotikleri bile 

yavaĢça hidrolize ettiğinin gösterilmesi aĢırı beta-laktamaz üretebilen suĢların 

borderline dirençli olmalarını açıkladığı belirtilmektedir (Chambers, 1997).  
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 Metisilin dirençliliğinin fenotipik olarak ortaya çıkıĢı, homojen ve heterojen 

olmak üzere 2 Ģekilde olmaktadır (Chabbert ve Baudens, 1962; Hartman ve Tomazs, 

1986; Chambers, 1997; Stapleton ve Taylor; 2002). Heterojen metisilin dirençli 

stafilokok suĢları, metisiline değiĢik derecelerde dirençli olan alt populasyonları 

içermektedir (Mathews ve Stewart, 1984; Hartman ve Tomazs, 1986; Chambers, 

1997). Populasyonun küçük bir kısmı (10
-8

-10
-4

) çok yüksek antibiyotik 

konsantrasyonuna dirençlilik gösterirken büyük bir çoğunluğu duyarlılık sınırına 

yakın antibiyotik konsantrasyonlarına dirençlidir veya duyarlıdır (Chambers, 1997; 

Berger-Bachi, 1999). Tüm hücreler mecA geni taĢısa da tüm hücrelerde dirençlilik 

ortaya çıkmaz. Homojen dirençli suĢlarda ise hücrelerin tümü yüksek düzeyde 

antibiyotik yoğunluklarında üreyebilirler (Ünal, 2009). Bu durum daha bir takım 

genetik faktörlerin ve dıĢ faktörlerin dirençliliğin ekspresyonunda rolü olduğunu 

göstermektedir (Chambers, 1997; Mathews ve Stewart, 1984). 

 MecA geninin trankripsiyonunun regulasyonu birbirinden bağımsız 2 adet 

regülatör gen grubu tarafından kontrol edilmektedir (Chambers, 1997; Stapleton ve 

Taylor, 2002; Ünal, 2009). MecI-MecR1 genleri beta-laktam antibiyotiklere mecA 

geniyle verilen cevabı regüle etmektedir. MecI, mecA’yı baskılayan bir proteini, 

mecR1’de mecA’nın transkripsiyonunu sağlayan sinyal uyarıcı bir proteini 

kodlamaktadır. Diğer regülatör gen grubu ise blaI-blaR1 genleridir. BlaR1, beta-

laktam antibiyotik varlığında beta-laktamaz gen transkripsiyonuna yol açar. BlaI ise 

beta-laktamaz geninin transkripsiyonunu inhibe eder. Bir baĢka ifade ile blaR1-blaI, 

plazmid tarafından yönetilen stafilokokkal beta-laktamaz geninin (blaZ) 

indüklenebilir ekspresyonunu içerir. MecRI-mecI, blaR1- blaI ile çok yüksek 

derecede protein dizi homolojisi göstermektedir. Bu benzerlikten dolayı, blaR1-

blaI’da mecA’yı regüle edebilmektedir ancak blaI tarafından baskılama mecI’ye göre 

daha zayıftır (Ryffel ve ark., 1992; Chambers, 1997; Stapleton ve Taylor, 2002; 

Ünal, 2009).  

 AraĢtırmalarda bir çok klinik MRSA izolatının mecI geninde veya mecA 

promotor bölgesinde mutasyonların olduğu ve bu yüzden PBP2a üretiminin mecA ve 

beta-laktamaz regülatör genleri tarafında kontrol edildiği gösterilmiĢtir (Hackbarth 

ve Chambers, 1993; Chambers, 1997; Stapleton ve Taylor, 2002). 
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 MecA ve regülatör genlerinden ayrı olarak stafilokokların 

kromomozomlarında bulunan fem (factor essential for methicillin resistance) veya 

aux (auxiliary) olarak adlandırılan genler, metisiline dirençliliğinin ekspresyonuna, 

dolaylı ve doğrudan bakteri hücre duvarı biyosentezinde rol oynayarak etki 

etmektedirler. Ancak fem genlerinin doğrudan PBP2a üretimi üzerine etkileri yoktur 

ve hem metisiline duyarlı hemde dirençli suĢlarda bulunurlar (Berger-Bachi, 1995; 

Chambers, 1997). Berger-Bachi ve Rohrer (2002) derleme makelelerinde, fem 

genleri ve diğer faktörleri aĢağıda belirtildiği Ģekilde açıklamıĢlardır: 

 FemA, FemB ve FemX (fmh B), bakteri hücre duvarında glikan zincirlerini 

birbirine bağlayan pentaglisin çapraz köprülerinin yapımından sorumlu genlerdir. 

FemX birinci glisin’i, femA 2. ve 3. glisin’leri ve femB’de 4. ve 5. glisin’leri peptide 

sokmaktadır. FemA’nın inaktivasyonu metisiline olan direnci ortadan kaldırırken 

femB’nin inaktivasyonu dirençliliğin seviyesini düĢürmektedir. FemX’de oluĢturulan 

inaktivasyon ise bakteri için ölümcül etki oluĢturmaktadır. FemC (glnR), bir 

glutamin sentetaz baskılayıcısıdır. Ġnaktivasyonu kök peptidin iD-glutamat 

amidasyonunu azaltır ve metisilin direncinde düĢüĢle sonuçlanır. FemD (femR315), 

bir fosfoglukozamin mutaz’dır. Glukozamin-6-fosfatın glukozamin-1-fosfata 

dönüĢümünü kolaylaĢtırır. Bu genin inaktivasyonu metisilin direncini düĢürür. 

FemE`nin iĢlevi tam olarak bilinmemektedir. Ġnaktivasyonu metisilin direncinde 

hafif bir düĢüĢe neden olmaktadır. FemF (murE), peptidoglikan kök peptide lizinin 

bağlanmasını katalize eder ve inaktivasyonu ise metisilin direncini düĢürmektedir. 

FmtA, bir membran proteinidir. Ġnaktivasyonu peptidoglikanda çapraz bağlanmanın 

oluĢumunu ve amidasyonunu azaltır ve metisilin direnci düĢer. FmtB (mrp), bir 

hücre yüzeyi proteinidir. Fonksiyonu tam olarak açığa çıkartılmamıĢtır ancak 

inaktivasyonunda metisilin direnci düĢmektedir. FmtC (mprF), membrana bağlı bir 

proteindir. Ġnaktive edilmesi L-lizin ile fosfatidil-gliserol modifikasyonunu azaltır ve 

böylece direncin azalmasına neden olur. Ilm geninin fonksiyonu bilinmemektedir ve 

inaktivasyonu Triton-X-100 ile indüklenen otolize yol açar ve dirençlilikte düĢüĢ 

olur. SigB ise alternatif transkripsiyon faktörüdür ve inaktivasyonu dirençte düĢüĢle 

sonuçlanmaktadır. Dlt operon, D- alaninin teikoik asidin içine transferini sağlar. 

Ġnaktivasyonu ise metisilin direncini artırmaktadır. HmrA, aminohidrolaz olarak 

kabul edilmektedir. AĢırı miktarda ekspresyonu metisilin dirençliliğinde artıĢa neden 
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olur. HmrB ise acyl taĢıyıcı protein homoloğudur. AĢırı miktarda ekspresyonu ise 

dirençte yükseliĢe yol açmaktadır. LytH, litik enzimlere homoloji gösterir. 

Ġnaktivasyonu metisilin direncinin seviyesinde artıĢla sonuçlanır. 

 Metisilin dirençliliğine en büyük etkiyi femA, femB ve fmhB’de oluĢan 

mutasyonlar oluĢturmaktadır. Bu genler S. aureus ve diğer Gram pozitif bakterilerin 

peptidoglikan tabakasındaki dallı peptid yapısının sentezinde görevlidir. FemX 

(FmhB), femA ve femB, glisin 1, 2-3, ve 4-5’in pentaglisin köprüsüne eklenmesinde 

sıra ile fonksiyon görürler. PBP2a’da dirençliliği oluĢturabilmek için bu pentaglisin 

yan zincirine gereksinim duyar ve bu yan zincirin kısalması hem beta-laktam grubu 

antibiyotiklere ve hem de diğer grup antibiyotiklere duyarlılığa yol açar. Bu 3 

faktörün iĢlevlerine alternatif olacak diğer bir mekanizma da bakteride mevcut 

değildir (Berger-Bachi ve Rohrer, 2002). 

Heterojen dirençliliğin derecesinin, sıcaklık, ozmolarite, inkübasyon süresi, 

pH, ıĢık, iyon tutucu maddeler, metal iyonları ve beta-laktam antibiyotiklere önceden 

maruz kalma durumu gibi çevresel faktörlerce etkilendiği bilinmektedir (Sabath ve 

ark., 1972; Sabath, 1977; Matthews ve Stewart, 1984; Berger-Bachi, 1995; Stapleton 

ve Taylor, 2002). Ġnkübasyon sıcaklığının 30-35 °C’ye düĢürülmesi ve NaCl 

konsantrasyonunun artırılması (% 2) metisilin dirençliliğinin ekpresyonunu artırır 

(Matthews ve Stewart, 1984; Welch ve Southern, 1984; Chambers ve Hackbarth, 

1987; Berger-Bachi, 1995) ve heterojen dirençli suĢlar homojen dirençli hale 

geçebilirler (Hartman ve Tomasz, 1986; Hackbarth ve Chambers, 1989; Chambers, 

1997). Beta-laktam antibiyotiği içeren ortamlarda dirençliliğin ekpresyonu artar 

çünkü antibiyotiğe duyarlı alt populasyonlar elimine edilmiĢ olur ve yüksek dirençli 

alt populasyonlar seçilmiĢ olur. Ancak bu durum geçicidir ve suĢlar beta-laktam 

antibiyotik içermeyen ortamlarda üremeye bırakıldığında suĢlar tekrar heterojen 

resistant görünüme dönüĢüm yapar (Hartman ve Tomasz, 1984; Hackbarth ve 

Chambers, 1989). Ġnkübasyon sıcaklığının 43°C ve pH’nın 5,2 olduğu durum 

dirençliliği baskılamaktadır (Hartman ve Tomasz, 1984; Hackbarth ve Chambers, 

1989). DüĢük pH ortamında fenotipik dirençliliğin kayboluĢu, PBP2a’nın düĢük 

pH’da stabil kalmaması veya sentezinin gerçekleĢememesine bağlanmaktadır 

(Hartman ve Tomazs, 1984). Ġnkubasyon süresinin 18 saatten 24 saate uzatılması 

dirençli suĢların tespitini artırmaktadır (Berger ve Rohrer, 2002). 
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1.7.Vankomisin Etki Mekanizması 

 

Vankomisin glikopeptid yapısında bir antibiyotik olup, Gram pozitif 

bakterilerde, hücre duvarı yapısını oluĢturan NAM/NAG peptidlerin bakteri 

membranının dıĢ yüzünde bulunan D-alanin-D-alanin terminal dizilerine bağlanır. 

Böylece transglikolizasyon ile sonraki prekürsörlerin olgunlaĢmamıĢ peptidoglikan 

zincirine eklenmesini ve transpeptidasyon ile çapraz bağların oluĢumu engellenir ve 

peptidoglikan oluĢumu inhibe edilmiĢ olur (Reynolds, 1989). Vankomisin bakteri 

sitoplazmasına penetre olamaz. Bu nedenle, ancak bakterinin hücre membranının dıĢ 

yüzüne prekürsörlerin translokasyonu gerçekleĢtikten sonra vankomisin hedefi ile 

iliĢkiye girebilmektedir (Courvalin, 2006). 

 

1.8.Vankomisine Dirençlilik Mekanizması 

 

Stafilokok suĢlarında vankomisine homojen ve heterojen olmak üzere iki tip 

direnç söz konusudur. Ayrıca Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI) 

tarafından önerilen Agar-Disk Difüzyon Tekniği (ADDT) inhibisyon zon çapları ve 

MĠK değerlerine göre stafilokoklar, vankomisine tam dirençli ve ara dirençli 

(duyarlılığı azalmıĢ) suĢlar olarak tanımlanmaktadır (CLSI, 2006c).  

Hetero-VISA (hVISA) suĢları vankomisine genel anlamda duyarlı olup (MĠK 

4 µg/ml), MĠK değeri 8-16 µg/ml arasında değiĢen 1/10
6
 CFU oranında ara 

dirençlilik gösteren bakterilerden oluĢan alt populasyonları içermektedir (Hiramatsu 

ve ark., 1997b). Ancak 2006’da, CLSI tarafından S. aureus için vankomisin MĠK 

değerlerinin bir dilüsyon düĢürülmesinden sonra, MĠK değeri 4-8 µg/ml olan alt 

populasyonları içeren S. aureus suĢları h-VISA olarak kabul edilmiĢtir (CLSI, 

2006c). Ġlk tanımlanan VISA suĢu olan Mu-3 vankomisin tedavisine yanıt vermeyen 

Japonya’da pnömonili bir hastanın balgam örneğinden 1997’de izole edilmiĢ olup h-

VISA için prototip olarak kabul edilmektedir (Hiramatsu ve ark., 1997b). ADDT ile 

yapılan antibiyogramda belirlenemeyen bu suĢlardaki azalmıĢ duyarlılığın 

belirlenmesi Populasyon Analiz Profili (PAP) olarak bilinen teknik ile yapılmaktadır 

(Hiramatsu ve ark., 1997b). Hetero-VISA suĢlar, homojen VISA suĢlarının geliĢimi 

için prekürsör olarak kabul edilmektedir (Hiramatsu ve ark., 1997b). Homojen VISA 

suĢları için prototip olarak ise, Japonya’da uzun süre vankomisin tedavisi alan bir 
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çocuğun sternal apse içeriğinden izole edilen S. aureus Mu50 suĢu (MĠK: 8 µg/ml) 

kabul edilmektedir (Hiramatsu ve ark., 1997a). 

Vankomisine dirençlilik mekanizması hVISA suĢlarında, VRSA suĢlarından 

farklılık göstermektedir. Vankomisine duyarlılığın azalması, bakteri hücre duvarı 

peptidoglikan biyosentezinde oluĢan değiĢiklikle açıklanmaktadır. VISA suĢlarında 

vankomisine duyarlı suĢlara göre daha fazla miktarda peptidoglikan sentezlendiği ve 

bu yüzden düzensiz Ģekilli kalınlaĢmıĢ hücre duvarına sahip oldukları gösterilmiĢtir. 

Ayrıca peptidoglikan zincirlerindeki çapraz bağlanmalarda azalma ĢekillenmiĢtir ve 

D-alanin-D-alanin rezidülerinin sayısında artıĢ olmuĢtur (Hiramatsu ve ark., 1997a; 

Hanaki ve ark., 1998; Geisela ve ark., 1999). Bu değiĢiklikler ‘kapan etkisi’ 

yapmakta ve vankomisin, fazlaca bulunan bu D-alanin-D-alanin rezidüleri tarafından 

tutulmasıyla bakteri yüzeyinde birikerek diğer vankomisin moleküllerinin bakteri 

hücre duvarı sentezinin gerçekleĢtiği plazmik membrana yakın yerdeki hedef 

bölgelere ulaĢması engellenmiĢ olmaktadır (Hiramatsu, 2001). 

Bu güne kadar tespit edilen VISA suĢlarında vankomisine duyarlılığın azalması 

yukarıda bahsedilen ve transfer edilemeyen dirençlilik mekanizması ile açıklanmıĢtır. 

Bu durum genellikle vankomisin ile muamele sonu geliĢmektedir ve azalmıĢ 

duyarlılık fenotipinin vankomisin yokluğunda devamlılığı oldukça zayıftır (Hageman 

ve ark., 2006).  

Ġlk VRSA suĢu 2002’de Michigan’da izole edilmiĢ olup MĠK değeri >32 µg/ml 

olarak belirlenmiĢtir (CDC, 2002). VRSA suĢlarındaki dirençlilik mekanizması vanA 

geninin varlığı ile açıklanmaktadır ve bu genin E. faecalis’ten konjugasyon ile S. 

aureus’a geçtiği belirtilmiĢtir. Bu vanA genini taĢıyan VRSA suĢlarında, hücre 

duvarındaki NAM/NAG peptidlerin D-alanin-D-alanin terminal dizilerinin yerini D-

alanin-D-laktat dizisi almıĢtır. Bu değiĢiklik, düĢük dozda vankomisin ile 

karĢılaĢıldığında oluĢmaktadır. Bu yeni dizinin vankomisine afinitesi, D-alanin-D-

alanin’e göre 1000 kat daha düĢüktür. Bu nedenle vankomisin bakteri yüzeyinde 

etkileĢime gireceği prekürsörü olmayacağından hücre duvarı sentezine mani 

olamamakta ve bakteri vankomisine dirençli hal almaktadır (Tenover, 2006).  

VRSA suĢlarında, vanA dirençlilik geninin bulunduğu Tn1546 transpozonunu 

taĢıyan konjugativ karakterde bir plazmid bulunmaktadır  (Weigel ve ark., 2003; 

Tenover ve ark., 2004). VRE  (Vancomycin Resistant Enterococci)’den S. aureus’a 
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vanA geninin transferi, bu plazmid veya transpozonun konjugasyonu ile 

gerçekleĢmektedir (Weigel ve ark., 2003; Tenover ve ark., 2004; Hageman ve ark., 

2006). Vankomisin dirençliliğinden sorumlu genlerin E. faecalis’ten S. aureus’a 

transferi ayrıca deneysel olarak in-vitro Ģartlarda gerçekleĢtirilmiĢtir (Noble ve ark., 

1992). Tn3 transpozon familyasına ait olan Tn1546, 11 kb büyüklüğünde olup 9 adet 

polipeptidi kodlamaktadır. Bunlar ORF1, ORF2, VanR, VanS, VanH, VanA, VanX, 

VanY ve VanZ olarak tanımlanmaktadır (Perichon ve Courvalin, 2009; Courvalin, 

2006). Perichon ve Courvalin (2009) derleme makalelerinde bu proteinleri aĢağıdaki 

gibi açıklamaktadırlar: 

ORF1 bir transpozastır ve söz konusu transpozonun hareketinden sorumludur. 

ORF2 ise bir resolvazdır ve tranpozonun yer değiĢtirmesini sağlar. VanH bir 

dehidrogenazdır ve piruvatı D-laktat’a indirgemektedir. VanA bir ligaz olup D-

alanin-D-alanin dipeptidin yerini alan D-alanin-DiLaktat depsipeptidin oluĢumunu 

sağlar. VanX bakteri kromozomundaki D-alanin-D-alanin ligaz tarafından 

oluĢturulan D-alanin-D-alanin dipeptidi hidrolize eder. VanY (D,D-

carboxypeptidaz) ise eğer D-alanin-D-alanin’in eliminasyonu VanX tarafından 

tamamlanamaz ise pentapeptid prekürsörlerin terminal D-alanin rezidülerini hidrolize 

eder. VanR/VanS indüklenebilir vanA tip dirençliliğin regülasyonundan sorumludur. 

Glikopeptid varlığında dirençlilik genlerinin ekspresyonunu kontrol eden 2 proteindir 

(Perichon ve Courvalin, 2009).  

Bu güne kadar toplam 11 vanA tip MRSA suĢu izole edilmiĢ olup 7 adet 

Michigan, 1 adet Pennsylvania ve 1 adet New York eyaletinden olmak üzere 9’u 

Amerika BirleĢik Devletleri’nde, diğer ikisi de Hindistan ve Ġran’da izole edilmiĢtir. 

(Perichon ve Courvalin, 2009). Bu suĢların Ġran suĢu hariç 10’unda vanA geninin 

taĢındığı plasmidin varlığı ortaya konmuĢtur. Bu 10 suĢun izole edildiği 10 vakanın 

1’i hariç 9’unda aynı hastadan VRSA ile beraber VRE’de izole edilmiĢtir. (Perichon 

ve Courvalin, 2009). 

KNS’ların glikopeptid antibiyotiklere karĢı geliĢtirdikleri direnç mekanizması 

VISA ve hetero-VISA izolatları ile benzerlik göstermektedir (Biavasco ve ark., 1991; 

Biavasco ve ark., 2000). Nunes ve ark. (2006), insan klinik vakalarından izole 

ettikleri glikopeptidlere azalmıĢ duyarlılığa sahip S. haemolyticus, S. warneri ve S. 

epidermidis suĢlarını PAP metodu ile dirençlilik durumunu ve geçirimli elektron 
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mikroskop ile hücresel yapısını incelemiĢtir. Sonuçta, suĢların yüksek vankomisin ve 

teikoplanin konsantrasyonlarında üreyebilen alt populasyonlarının olduğunu ve bu alt 

populasyondaki bakterilerin hücre duvarlarının parental bakteriye göre daha kalın 

olduğunu göstermiĢtir.  Ayrıca çalıĢmalar, S. haemolyticus suĢlarının diğer KNS 

türlerinin suĢlarına göre daha yüksek MĠK değerine ve daha yüksek oranda ara 

dirençliliğe sahip olduğunu göstermektedir (Fridkin, 2001; Nunes ve ark., 2006). 

Van A tip dirençlilik glikopeptidlerce indüklenebilmektedir. Ortamda 

antibiyotik olmadığında dirençlilik mekanizması aktive edilmemekte, vankomisin 

varlığında ise dirençlilik mekanizması aktive olmaktadır. Dirençliliğin fenotipik 

olarak ortaya çıkıĢındaki geçikme, D-laktat ile biten peptidoglikan prekürsörlerinin 

sentezi ve VanX ve VanY’nin sıra ile aktivasyonu ile duyarlılık mekanizmasının 

eliminasyonu için gerekli zamana denk düĢmektedir.  (Perichon ve Courvalin, 2009). 

VanA tip dirençlilik, enterekoklarda en sık rastlanılan glikopeptid dirençliliği 

olup bu güne kadar stafilokoklarda sadece vanA tip vankomisin dirençliliği tespit 

edilmiĢtir.  VanA gen grubu temel olarak E. faecium ve E. faecalis’te bulunmakta 

olup ayrıca E. avium, E. durans, E. raffinosus’ta ve E. gallinarum ve E. casseliflavus 

türlerinin atipik izolatlarında da tespit edilmiĢtir. Tip A dirençte bakteri hem 

vankomisin (MĠK: 64-100 µg/ml) ve hem de teikoplanine (MĠK:16-512 µg/ml) 

oldukça yüksek seviyelerde dirençlilik göstermektedir (Courvalin, 2006). 

Enterokok türlerinde Van B, Van C, Van D, Van E, ve Van G tipi 

vankomisin dirençliliği tanımlanmıĢ ancak stafilokoklarda bildirilmemiĢlerdir.  

 

1.9.Metisilin ve Vankomisin Duyarlılığının Belirlenmesi 

 

1.9.1.Metisilin Duyarlılık Testleri 

1.9.1.1.Agar Tarama Tekniği 

Oksasilin agar tarama tekniği, S. aureus suĢları için duyarlılığı ve özgüllüğü 

yüksek olan bir testtir. Bu testte, içerisinde 6 µg/ml oksasilin ve % 4 NaCl içeren 

Mueller-Hinton Agar (MHA) besiyerinde, 35 °C’de 24 saatlik inkübasyon sonucu bir 

tek kolonilik üremenin dahi belirlenmesi, suĢun metisiline dirençli olduğunu 

göstermektedir (CLSI, 2008). KNS suĢları için inkübasyon süresinin 48 saate 

çıkarılması önerilmektedir (Chambers, 1997). Ancak CLSI,  oksasisilin agar tarama 



25 

 

tekniğini KNS türlerinde metisilin dirençliliğin tespiti için uygun görmemektedir 

(Tenover ve ark., 1999; NCCLS, 1999). 

 

1.9.1.2. Agar-Disk Difüzyon Tekniği (ADDT)  

 

Metisilin dirençliliğinin ADDT ile araĢtırılmasında 1 µg/ml oksasilin 

emdirilmiĢ ticari diskler kullanılmaktadır. Ġçerisinde % 2 NaCl ilave edilmiĢ MHA 

besiyerinde gerçekleĢtirilen bu test, inhibisyon zon çaplarının ölçülmesiyle 

değerlendirilen kalitatif sonuç veren bir testtir. Heterojen dirençlilik gösteren suĢların 

kültürleri oksasiline duyarlı suĢlara göre daha yavaĢ çoğaldıklarından, heterojen 

dirençli suĢların dirençli alt populasyonlarının tespitini mümkün kılmak için, ADDT 

protokolünde inkübasyon sıcaklığının 35 °C’yi geçmemesi ve inkübasyon süresinin 

24 saat olması gerektiği CLSI tarafından önerilmektedir (CLSI, 2007). 

CLSI (2007) tarafından kabul edilen, S. aureus ve KNS suĢları için kritik 

inhibisyon zon çapları birbirinden farklıdır (Çizelge 1.1). 

Çizelge 1.1. Oksasilin için agar-disk difüzyon tekniği kritik inhibisyon  

zon çapları 

Staphylococcus spp. 
Oksasilin  

S I R 

S. aureus ≥ 13 mm 11-12 mm ≤ 10 mm 

KNS ≥ 18 mm n/a ≤ 17mm 

R: Dirençli, S: Duyarlı, I: Orta derecede dirençli, n/a: uygulanabilir değil 

 

 

1.9.1.3.Sefoksitin Disk Difüzyon Tekniği 

 

CLSI tarafından MRSA testi için alternatif bir metot olarak kabul edilmiĢtir 

(NCCLS, 2004). Bu test ile sadece mecA geni tarafından Ģekillenen metisilin 

dirençliliği tespit edilmektedir (Swenson ve ark., 2005). Sefoksitin, mecA regülatör 

sistemini oksasiline göre daha iyi indüklediği ve bu nedenle, mecA geni tarafından 

oluĢturulan dirençliliğinin belirlenmesinde diğer testlere göre daha yüksek duyarlılık 

ve özgüllüğe sahip olduğu bildirilmektedir (Swenson ve ark., 2005; CLSI, 2007). 

Testin, özellikle KNS izolatlarında metisilin dirençliliğinin belirlenmesinde oksasilin 

agar-disk difüzyon tekniğine göre daha yüksek düzeyde doğru sonuç verdiği 

bildirilmektedir (Swenson ve ark., 2005). Sefoksitin disk difüzyon tekniğinde, CLSI 
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tarafından S. aureus ve KNS suĢları için kabul edilmiĢ kritik inhibisyon zon çapları 

birbirinden farklıdır (CLSI, 2007). (Çizelge 1.2). 

Çizelge 1.2. Sefoksitin ile agar-disk difüzyon tekniği kritik  

inhibisyon zon çapları 
 

Staphylococcus spp. 
Oksasilin  

S I R 

S. aureus ≥ 22 mm n/a ≤ 21 mm 

KNS ≥ 25 mm n/a ≤ 24 mm 

 R: Dirençli, S: Duyarlı, I: Orta derecede dirençli, n/a: Uygulanabilir değil    

 

 

1.9.1.4.Agar Dilüsyon Tekniği  
 

Kantitatif sonuç veren bir metot olup, antimikrobial etkenin 

mikroorganizmanın üremesini inhibe etmesi için gerekli olan MĠK değerinin 

belirlenmesini sağlar. Broth dilüsyon metoduna göre avantajları olan bir test olup, 

aynı anda daha çok suĢu test etmeyi sağlar. Ayrıca miks kültür veya heterojen 

populasyonların belirlenmesinde kolaylıklar sağlar. En iyi standardize edilmiĢ test 

olup, bir çok yeni antibakteriyel etkenin duyarlılık testlerinde referans metot olarak 

kabul edilmektedir (Hanlon ve ark., 2007).  

Ġçerisindeki oksasilin miktarı 0,25 µg/ml-256 µg/ml arasında değiĢen ve % 2 

oranında NaCl ilave edilmiĢ MHA besiyerleri hazırlandıktan sonra stafilokok 

suĢunun her bir yoğunluktaki besiyerlerine ekimi yapılır. MĠK değeri 

mikroorganizmanın üremesinin inhibe edildiği ilk petrideki antibiyotik 

konsantrasyonu olarak kaydedilir (CLSI, 2006b; Hanlon ve ark., 2007). 

Ayrıca, 1999 yılına kadar KNS türlerinde oksasilin dirençliliği için kritik MĠK 

değeri S. aureus ile aynı, 4 μg/ml ve üzeri, kabul edilirken, 1999’da NCCLS 

tarafından 0,5 ve üzeri MĠK değerine sahip KNS suĢları oksasilin dirençli, 0,25 ve 

daha düĢük MĠK değeri gösteren KNS suĢları ise duyarlı olarak kabul edilmeye 

baĢlanmıĢtır (NCCLS, 2000). S. aureus için ise oksasilin dirençliliği için kabul edilen 

kritik MĠK değerlerinde bir değiĢikliğe gidilmemiĢtir (Çizelge 1.3). 
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Çizelge 1.3. Oksasilin için kritik MĠK değerleri 

Staphylococcus spp. 
Oksasilin  

S I R 

S. aureus ≤ 2 μg/ml n/a ≥ 4 μg/ml 

KNS ≤ 0,25 μg/ml n/a ≥ 0,5 μg/ml 

R: Dirençli, S: Duyarlı, I: Orta derecede dirençli, n/a: uygulanabilir değil.    

 

 

1.9.1.5.Broth Makrodilüsyon / Mikrodilüsyon Tekniği  

 

MĠK değerinin belirlenmesini sağlayan kantitatif bir test olup, deney tüplerinde 

gerçekleĢtirildiğinde makrodilüsyon, mikropleytletde (96 çukurcuklu) yapıldığında 

ise mikrodilüsyon tekniği olarak adlandırılmaktadır (Qaiyumi,  2007). 

Mikropleytlerde gerçekleĢtirilen mikrodilüsyon tekniğinin makrodilüsyon 

tekniğine kıyasla avantajı, çok daha az miktarlarda besiyeri ve oksasilin gerekmesi 

ve kısa sürede daha fazla suĢun test edilmesine olanak sağlamasıdır (Qaiyumi, 2007). 

 

1.9.1.6.Epsilometer Test (E-test)  

 

E-test, MĠK değerini belirlemek için yapılan diğer bir metot olup, boylu 

boyunca giderek artan miktarlarda antibiyotik emdirilmiĢ olan bir plastik Ģeritin, 

bakteri ile inoküle edilmiĢ agar yüzeyine yerleĢtirilmesi sonrasında antibiyotiğin 

agara transferi ile strip altında ve kenar kısımlarındaki agar bölgesinde artan 

derecelerde antibiyotik yoğunluğu olan bölgelerin oluĢturulması temeline 

dayanmaktadır. Antibiyotiğin agar yüzeyinde oluĢan bu değiĢik yoğunluk dereceleri 

sabittir ve bu durum 20 saat kadar devamlılığını sürdürür. Sabit antibiyotik 

yoğunlukları, düĢük derece dirençliliği, heterodirençliliği ve dirençli alt 

populasyonları ortaya çıkarmak için yoğun bakteri süspansiyonlarının testte 

kullanılmasına olanak sağlar.  Antibiyotik yoğunluklarının difüzyon ile değil 

önceden oluĢturulmuĢ olması, antibiyotiğin moleküler yapısının testin performansına 

etkisini ortadan kaldırmaktadır. Ġnkübasyon süresi sonunda, elips Ģeklindeki 

inhibisyon alanının Ģeriti kestiği konsantrasyon MĠK olarak kaydedilir (Wagner, 

2007; CLSI, 2008). 
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1.9.1.7.Otomize Sistemler 

 

Ticari firmalar tarafından geliĢtirilmiĢ olan bu otomize sistemlerin, antibiyotik 

duyarlılık testlerini kısa sürede daha güvenilir olarak gerçekleĢtirebilme avantajları 

vardır ve uygulayıcı hatalarını en aza indirmektedir (Stuckey, 2007; Howe, 2010) . 

Bu alanda üç adet sistem bulunmaktadır. Bunlar Dade Microscan, Biomerieux Vitek 

ve Becton Dickinson Phoenix sistemleridir (Stuckey, 2007; Howe, 2010). Otomize 

sistemlerin geleneksel MĠK belirleme testlerinin sonuçları ile uyumluluğu % 95’in 

üzerindedir. Bu üç sistem genel olarak benzer performansa sahiptir ve hata payları % 

5’in altındadır (Howe, 2010). 

 

1.9.1.8.Lateks Aglutinatinasyon Testi 

 

Uygulaması basit ve hızlı sonuç veren bir test olup klinik laboratuvarlarında 

kullanılabilecek bir testtir. Bu test, stafilokok suĢlarının ürettiği PBP2a’ yi belirlemek 

için geliĢtirilmiĢtir (Nakatomi ve Sugiyama, 1998). Test, dirençli stafilokok 

suĢlarının hücre membranında bulunan PBP2a’nın alkali uygulaması ile ekstrakte 

edilmesini takiben PBP2a’ya karĢı üretilmiĢ ve lateks partikülleri ile kaplanmıĢ 

monoklonal antikorlar ile aglutine edilmesi prensibine dayanmaktadır (Nakatomi ve 

Sugiyama, 1998).  

 

1.9.1.9.Kromojenik Teknikler 

 

Bu tekniklerin prensibi, metisilin dirençli stafilokokların tespitinde kromojenik 

enzimatik substratı içeren kromojenik besiyerinin kullanımına dayanmaktadır 

(Sancak, 2007). Kromojenik besiyerlerinin temel mekanizması, besiyerine katılmıĢ 

olan kromojenik substratın moleküler yapısının, hedeflenen bakteri tarafından 

sentezlenen bir enzimle kesilmesi suretiyle kromojenin insoluble hale gelmesi ve 

bakteri duvarının içinde kalarak koloninin özgün renk alması esasına dayanır 

(RSHM, 2010). Klinik materyallerden PCR ile direk tespitinin mümkün olmadığı 

klinik laboratuvarlarında, MRSA’nın belirlenmesinde yüksek özgüllük ve duyarlılığa  

sahip olan alternatif bir teknik olarak kullanılabilmektedir (Karthy ve ark., 2009). 
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1.9.1.10. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

PCR, 1983’de Kary Mullis tarafından geliĢtirilmiĢ olup DNA replikasyon 

mekanizmasının kullanılarak belirli bir DNA bölgesinin in-vitro çağaltılması 

prensibine dayanmaktadır (Mullis, 1990; Winn ve ark., 2006).  

Standart PCR reaksiyonu, çoğaltılması istenen hedef DNA ile master miks 

karıĢımından oluĢmaktadır. Master miks oligonükleotid DNA primerlerini, 4 adet 

nükleotid trifosfat’ı, sıcaklığa dayanıklı DNA polimerazı, magnezyum klorür 

(MgCl2) ve su veya bufferı ihtiva etmektedir. PCR, sırasıyla DNA denatürasyonu 

(DNA’nın çift iplikçiğinin ısı ile birbirinden ayrılması), primer bağlanması 

(primerlerin çoğaltılacak bölgenin uçlarındaki kendilerine has bölgeleri tanıyıp 

hidrojen bağları kurarak bağlanması) ve primer uzaması (DNA polimeraz enzimi 

tarafından primerlerin 3’ ucuna, kalıp DNA’ya uygun nükleotidlerin eklenerek DNA 

sentezlenmesi) basamaklarının oluĢturduğu bir döngünün defalarca 

tekrarlanmasından ibarettir (Winn ve ark., 2006). Böylece primerler arasında kalan 

hedef bölgenin çok sayıda kopyası sentezlenmiĢ olur. Çoğaltılan DNA parçalarıda 

agaroz jel elektroforez gibi metotlarla görüntülenmektedir (Winn ve ark., 2006).  

MecA geninin varlığı, stafilokok suĢunu metisilin dirençli stafilokok olarak 

tanımlamamıza yeterli olmaktadır (Brown, 2001; Gradelski ve ark., 2001) ve PCR ile 

mecA geninin varlığının ortaya konması altın standart olarak kabul edilmektedir 

(Chambers, 1997; Swenson ve ark., 2001; Brown ve ark., 2005).  

 

1.9.2.Vankomisin Duyarlılık Testleri 

 

1.9.2.1.Fenotipik Testler 

Antibiyotik dirençliliğinin belirlenmesinde standart olarak kullanılan testlerin 

tümü ile stafilokoklarda vankomisin dirençliliğini belirlemek mümkün olmamaktadır 

(CLSI, 2006c).  

 VISA suĢlarının belirlenmesinde ADDT yetersiz kalmaktadır (CLSI, 2006c). 

ADDT için CLSI sadece duyarlılık için inhibisyon zon çapını belirlemiĢ olup, 15 mm 

ve daha geniĢ inhibisyon zon çapı oluĢturan suĢlar duyarlı kabul edilmektedir (CLSI, 

2006c). Standardizasyon oluĢturacak sayıda VRSA ve VISA suĢu henüz test 

edilmemiĢ olması, orta derecede duyarlılık ve tam dirençlilik için zon çapı sınırları 
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oluĢturulamamasına neden olmuĢtur (CLSI, 2006c). VISA suĢlarının belirlenmesinde 

broth mikrodilüsyon tekniği, agar dilüsyon tekniği, ve E-test (0,5 McFarland 

Standard inokulum kullanılarak) gibi otomize olmayan MĠK metotları CLSI 

tarafından kabul edilmiĢ olan metodlardır. Otomize metotlar ve vankomisin agar 

tarama tekniği, MĠK değeri 8 µg/ml olan VISA suĢlarını genellikle belirleyebilse de 

4 µg/ml MĠK değerine sahip olan VISA suĢlarının tespitinde yetersiz kalmaktadır.  

Bu suĢların belirlenmesinde otomize olmayan bir MĠK metodunun kullanılması 

gerekmektedir (CLSI, 2006c).  

VRSA suĢlarının belirlenmesinde ise broth mikrodilüsyon tekniği, agar 

dilüsyon tekniği, E-test, Microscan overnight ve Synergies plus, BD Phoenix 

System, TREK Sensititre MIC Plate, Vitek2 System, agar-disk difüzyon tekniği (30 

µg/ml) ve 6 µg/ml vankomisin içeren Brain Heart Infusion Agar (Beyin Kalp 

Ġnfüzyon Agar, BHIA) ile yapılan vankomisin agar tarama tekniği, CLSI tarafından 

kabul edilmiĢ tekniklerdir (CLSI, 2006c). ADDT, sadece vanA tarafından oluĢturulan 

tam dirençli suĢları belirleyebilmekte ve bu suĢların etrafında inhibisyon zonu 

oluĢmamaktadır. Ancak, ADDT tam dirençli KNS suĢlarınıda belirleyememektedir 

(CLSI, 2010). 

Vankomisin dirençliliğinin belirlenmesinde, agar-disk difüzyon tekniğini 

kullanan laboratuvarların, bu teste ilaveten VISA suĢlarının gözden kaçırılmaması 

için ikinci bir testi kullanmaları gerektiği CLSI tarafından önerilmektedir (CLSI, 

2006c). 

Çizelge 1.4. Vankomisin için kritik MĠK değerleri 

Staphylococcus spp. 
Vankomisin 

S I R 

S. aureus  ≤2µg/ml 4-8µg/ml ≥16µg/ml 

KNS ≤4µg/ml 8-16µg/ml ≥32µg/ml 

R: Dirençli, S: Duyarlı, I:Orta derecede dirençli    

 

Popülasyon Analiz Profili (PAP) olarak adlandırılan teknik, VISA ve h-

VISA suĢlarının belirlenmesinde altın standart olarak kabul edilmektedir. 

Vankomisin tarama agarda üreyen stafilokok kolonileri, 24 saat 37 °C’de beyin-kalp 

infüzyon sıvı besiyerinde (BHIB) inkübe edilir. Ardından bulanıklığı 0,5 McFarland 

ayarlanarak kullanılacak bakteri süspansiyonu elde edilir. Bu süspansiyondan 

içerisindeki vankomisin yoğunluğu 1 μg/ml ile 16 μg/ml arasında değiĢen BHIA 
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ekim yapılır. Petrilerin 37 °C’de 48 saat inkübasyon sonrası oluĢan koloniler sayılır 

ve bunlara karĢılık gelen vankomisin konsantrasyonları grafik üzerinde çizilir. 

Vankomisin konsantrasyonlarına uygun koloni sayılarının logaritmik grafiği yapılıp 

sözkonusu suĢ için eğri altında kalan alan (AUC) hesaplanır. Aynı anda kontrol 

suĢlarıda test edilir. Daha sonra her bir suĢun PAP-AUC değeri, kontrol suĢunun 

PAP-AUC değerine oranlanır. Bu iĢlem sonucunda ≤0,90 bulunanlar vankomisin 

duyarlı, 0,90–1,3 arasındakiler heterojen VISA ve ≥1,3 olanlar da VISA olarak kabul 

edilir (Wootton ve ark., 2001). PAP, mikrobiyoloji laboratuvarlarında rutin 

uygulamadan çok hVISA prevalansını saptamak amacıyla epidemiyolojik 

araĢtırmalarda kullanılmaktadır (Sancak, 2007). 

 

1.9.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)  

 

Stafilokoklarda vankomisin dirençliliğinden sorumlu gen olan vanA geni, bu 

güne kadar izole edilen VRSA suĢlarında PCR ile varlığı ortaya çıkartılmıĢtır 

(Perichon ve Courvalin, 2009). Stafilokoklardaki vanA geninin enterokok kökenli 

olmasından dolayı, VRE suĢlarında tespit edilen vanA genine spesifik primerler 

üretilerek, VRSA suĢlarının tespitinde kullanılmıĢtır (Hanaki ve ark., 1998; Weigel 

ve ark., 2007;  Zhu ve ark., 2008). Bu güne kadar hayvanlardan vanA geni taĢıyan bir 

VRSA suĢuna rastlanmamıĢtır. Turkyilmaz ve ark. (2010), sığır mastitis vakalarından 

izole ettikleri vankomisine duyarlılığı azalmıĢ 7 mecA pozitif MRSA suĢuna vanA 

geni için PCR testi uygulamıĢ ancak vanA genine bu suĢlarda rastlamamıĢtır.  

 

1.10.Stafilokokkal Mastitis 

 

1.10.1.Epidemiyoloji 
 

Stafilokok türleri, Türkiye’de ve dünyanın değiĢik bölgelerinde sığırların 

mastitis vakalarından sorumlu olan en yaygın etiyolojik etkenlerden biridir (Arda ve 

Ġstanbulluoğlu, 1979; Mc Donalds, 1979; Tenhagen ve ark, 2006; Olde Riekerink ve 

ark., 2008; Pyörala ve Taponen, 2009). En patojen tür olarak bilinen S. aureus’un 

oluĢturduğu mastitis, hem akut (gangrenli mastitis) hem de subklinik formda 

geliĢebilmekte, çoğunlukla tedaviye düĢük düzeyde cevap vermekte ve kronik forma 

dönüĢmektedir (Fox ve Gay, 1993; Sol ve ark., 2000; Akan, 2006). S. aureus ile 
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birlikte koagülaz pozitif olan diğer iki tür olan S. intermedius ve S. hyicus ise daha 

düĢük sıklıkta mastitise yol açmaktadırlar (Roberson ve ark., 1996; Capurro ve ark., 

1999; Vural ve ark., 1999). Ancak rutin laboratuvarlarında, genellikle tüm KPS 

suĢları S. aureus olarak rapor edilmektedir. KNS türleri ise çoğunlukla hafif seyirli 

ve subklinik mastitis oluĢturduğu için mastitis etkeni olarak önemsiz kabul edilmekte 

iken, son yıllarda yapılan çalıĢmalarla KNS türlerinin prevalansında artıĢların olduğu 

görülmekte ve bu yüzden önemli mastitis patojeni olarak kabul edilmesi gerektiği 

vurgulanmaktadır (Benites ve ark., 2002; Pitkala ve ark., 2004; Sampimon ve ark. 

2007; Taponen ve Pyörala,
 
2009; Nam ve ark., 2010). ġu ana kadar 10’dan fazla 

KNS türü mastitis vakalarından izole edilmiĢ olup, S. chromogenes, S. epidermidis, 

ve S. simulans en yaygın olan türlerdir (Waage ve ark., 1999; Taponen ve ark., 2006; 

Gillespie ve ark., 2009; Pyöral ve Taponen, 2009). S. hominis, S. xylosus, S. warneri, 

S. haemolyticus, S. sciuri, S. auricularis, S. capitis, S. cohnii subsp. cohnii,  S. 

saprophyticus ve S. lentus’unda mastitisli sütlerden izole edildiği rapor edilmiĢtir 

(Hogan ve ark., 1987; Waage ve ark., 1999; Kırkan ve ark., 2005; Taponen ve ark., 

2006; Gillespie ve ark., 2009). Ancak rutin tanı laboratuvarlarında KNS’ların tür 

ayrımına gidilmemektedir.  

 

1.10.2.Tedavi Güçlüğü 

 

S. aureus nedenli mastitislerin tedavi güçlüklerinin baĢında, etkenin içinde 

bulunduğu ve konakçı immun sisteminden korunduğu mikroapselerin 

Ģekillenmesidir. Yeterli konsantrasyonda antibiyotikler meme dokusuna ulaĢsa dahi 

bu apse duvarını geçerek etkeni öldüremezler (Petersson-Wolfe ve ark., 2010). Bir 

diğer güçlük ise, konakçının nötrofilleri tarafından fagozite edilen S. aureus’un 

nötrofil içinde inaktif hale geçmesi sonu nötrofil tarafından öldürülememesidir. 

Ancak nötrofil yaĢam süresini tamamladığında ise bakteri dıĢarı çıkmakta ve yeniden 

aktif hale gelip çoğalarak enfeksiyonun devam etmesine neden olmaktadır 

(Petersson-Wolfe ve ark., 2010). 

Diğer bir neden de, stafilokoklarda değiĢik mekanizmalar ile antibiyotiklere 

dirençliliğin geliĢmesi olup tüm beta-laktam antibiyotiklere dirençli oldukları kabul 

edilen metisilin dirençli stafilokoklardan kaynaklanan mastitisler tedavisi güç vakalar 

oluĢturmaktadır (Lüthje ve  Schwarz, 2006; Turkyilmaz ve ark., 2010). Ayrıca bazı 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Benites%20NR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gillespie%20BE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gillespie%20BE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22L%C3%BCthje%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schwarz%20S%22%5BAuthor%5D
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beta-laktam antibiyotiklerle yapılan tedavi sırasında S. aureus’un L-formlarının 

geliĢebilmesi de tedavideki baĢarısızlıkların nedenlerinden olabilmektedir (Owens, 

1987).  

S. aureus kaynaklı mastitislerde hem parenteral hemde meme içi antibiyotik 

uygulamaları önerilmektedir (Pyörala, 2006). KNS’lerden kaynaklanan mastitislerde 

genellikle meme içi antibiyotik uygulamaları yeterli olabilmekte ve tedavi süresi 

daha kısa olmaktadır (Pyörala, 2006; Taponen ve Pyörala, 2009). Diğer taraftan, 

KNS suĢlarının S. aureus suĢlarına göre daha yüksek oranda dirençlilik geliĢtirme 

eğiliminde oldukları ve ayrıca çoklu antibiyotik dirençliliği KNS’larda daha kolay 

geliĢtiği bildirilmektedir (Schlegelová ve ark., 2002; Pitkala ve ark., 2004; Taponen 

ve Pyörala, 2009).  

 

1.10.3.Metisilin Dirençliliği  

 

Sığır mastitis vakalarından izole edilen ilk MRSA suĢu 1972’de Devriese ve 

ark. (1972) tarafından Belçika’da bildirilmesinin ardından değiĢik ülkelerde yapılan 

çalıĢmalarla özellikle MRSA varlığı ortaya konmuĢtur. Moon ve ark. (2007), 

Kore’de sığır mastitis vakalarından izole ettikleri 835 S. aureus suĢunun 21’inin 

metisiline dirençli olduğunu fenotipik metotlarla göstermiĢtir ve 13’ünde mecA 

geninin varlığını tespit etmiĢtir. Kaszanyitzky ve ark. (2004), Macaristan’da 

MRSA’nın varlığını, iki çiftlikten izole ettiği ve PCR ile mecA geninin varlığını 

gösterdiği 5 S. aureus suĢu ile rapor etmiĢtir. Virgin ve ark. (2009), Amerika BirleĢik 

Devletleri’nde ülke çapında süt toplama tanklarından yaptıkları örnekleme sonucu, 

MRSA ‘nın varlığını PCR ile doğrulayarak rapor etmiĢlerdir.  Güneybatı 

Almanya’da, Spohr ve ark. (2010) tarafından mastitis problemli 3 sürüde, fenotipik 

testler ve PCR ile doğrulama sonucunda, MRSA oranının % 5,1-16,7 arasında 

olduğu rapor edilmiĢtir. Stastkova ve ark. (2009), Çekoslovakya’da 2 çiftlikte PCR 

ile 18 MRSA suĢunu identifiye etmiĢtir. Vanderhaeghen ve ark. (2010), Belçika’da 

mastitis problemli 118 çiftlikte, sürü bazında MRSA prevalansını PCR ile % 10 

olarak, sürü içi prevalansı da % 0-7,4 arasında belirlemiĢlerdir. Hindistan’da yapılan 

bir çalıĢmada, metisilin dirençliliği fenotipik olarak % 10,2 oranında bulunurken, 

PCR ile fenotipik dirençli suĢların % 77’sinin mecA geni taĢıdığı gözlemlenmiĢtir 

(Kumar ve ark., 2010). Türkiye’de mastitisli inek sütlerinden izole edilen S. aureus 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schlegelov%C3%A1%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Taponen%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Taponen%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Py%C3%B6r%C3%A4l%C3%A4%20S%22%5BAuthor%5D
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suĢlarında metisilin dirençliliğinin fenotipik metotlarla belirlendiği çalıĢmalarda, 

Erzurum bölgesinde % 8,7 (Kireçci ve Çolak, 2002), Aydın bölgesinde % 60 (Kırkan 

ve ark., 2005), Burdur bölgesinde % 17,5 (Türütoglu ve ark., 2006), KNS suĢlarına 

iliĢkin ise Erzurum bölgesinde % 1,6 (Kireçci ve Çolak, 2002); Aydın bölgesinde % 

73 (Kırkan ve ark., 2005), Burdur bölgesinde % 22,8 (Türütoglu ve ark., 2006) ve 

Afyonkarahisar bölgesinde % 58,9 (ġeker ve Özenç,  2010) olarak belirlenmiĢtir. 

Sareyyüpoğlu ve ark. (2006), Ankara’nın Polatlı, Çubuk ve Haymana ilçelerindeki 

mastitisli sığırlardan izole ettiği S. aureus suĢlarında ADDT ile fenotipik metisilin 

dirençliliğini sırasıyla % 31,8; % 58,6 ve % 0 olarak belirlerken, suĢlardaki mecA 

geni varlığını ise sırasıyla % 31,8; % 31 ve % 3,1 olarak rapor etmiĢtir.  

Gerek insanlardan izole edilen gerekse hayvanlardan izole edilen MRSA 

suĢlarının, tüm beta-laktam grubu antibiyotiklere dirençli oldukları gibi diğer grup 

antibiyotiklere de (makrolidler, aminoglikozidler, tetrasiklinler ve fluorokinolonlar 

gibi) daha yüksek oranda dirençli oldukları bildirilmektedir. (Ünal, 1996; 

Vanderhaeghen ve ark., 2010). Türkiye’de Turkyilmaz ve ark. (2010), test ettikleri 

mastitisli ineklerden elde edilmiĢ 16 MRSA’nın eritromisin, klindamisin, 

kloramfenikol, gentamisin, tetrasiklin, siprofloksasin ve vankomisin için 

dirençliliklerinin fenotipik olarak % 100; % 100; % 100; % 100; % 93,75; % 83,75 

ve % 43,75 olarak belirlemiĢtir.  

  Lee (2003), sığır dahil çeĢitli çiftlik hayvanlarından izole ettiği MRSA suĢları 

ile insan kökenli MRSA suĢları arasında yakın benzerlik olduğunu göstermiĢ ve 

insanların bu hayvanlardan elde edilen MRSA ile kontamine gıdalar vasıtasıyla 

enfekte olduklarını ileri sürmüĢtür. Ancak, sığır mastitis kökenli MRSA’nın insan ve 

hayvanlar arasında geçtiği ilk kez Kaszanyitzky ve ark. (2007) tarafından rapor 

edilmiĢtir. ÇalıĢmalarında, mastitisli ineklerden izole edilen MRSA ile bu 

hayvanlarla temasta bulunan çiftlik çalıĢanlarından izole edilen MRSA suĢunun 

fenotipik ve genotipik olarak birbirinden ayırt edilemez olduğu gösterilmiĢtir 

(Kaszanyitzky ve ark., 2007). Türkiye’de yapılan bir çalıĢmada, Turutoglu ve ark. 

(2009) mastitisli sütlerden izole edilen 3 MRSA suĢunun mecA geninde yapılan dizi 

analizi sonucunda insan kökenli MRSA suĢlarıyla sadece 757. nükletotidin değiĢik 

olması dıĢında aynı olduklarını belirtmiĢlerdir. 
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1.10.4.Vankomisin Dirençliliği  

 

Dünya genelinde değiĢik ülkelerde yapılan çeĢitli çalıĢmalarda, sığır mastitis 

vakalarından izole edilmiĢ stafilokok türlerinde vankomisine dirençlilik tespit 

edilmemiĢtir (Pereira ve Siqueira-Júnior, 1995; Huber ve ark., 2010; Kumar ve ark., 

2010). Ancak bazı doğal olarak geliĢen sığır kökenli S. aureus ST151 mutantının 

diğer suĢlara göre vankomisin dirençlilik genini Enterokok türlerinden kabul etmede 

daha duyarlı olduğu gösterilmiĢ ve bu nedenle vankomisin dirençli S. aureus 

suĢlarının geliĢebileceği belirtilmiĢtir (Guinane ve ark., 2008). Son yıllarda yapılan 

bazı çalıĢmalarda, vankomisine fenotipik olarak dirençli bulunan suĢlar bildirilmiĢtir  

(Shi ve ark., 2010). Shi ve ark. (2010), ADDT ile vankomisin dirençliliğinin 

mastitisli sütlerden izole edilmiĢ S. aureus suĢlarında % 58,31 oranında 

belirlemiĢlerdir. Turkyilmaz ve ark. (2010), test ettikleri sığır mastitis vakalarından 

izole ettikleri MRSA suĢlarında, fenotipik olarak vankomisine duyarlılığı azalmıĢ 

olanlarına rastlamıĢlardır. 

Bu tez çalıĢmasında, Burdur bölgesindeki süt sığırı iĢletmelerindeki mastitisli 

sığır meme loblarından toplanan süt örneklerinden izole edilen stafilokok suĢlarının 

metisilin ve vankomisin için dirençlilik durumlarının fenotipik ve genotipik metotlar 

kullanarak belirlenmesi amaçlanmıĢtır. Türkiye’de sığır mastitis vakalarından izole 

edilen suĢlarda metisilin dirençliliğinin fenotipik ve genotipik olarak araĢtırılması 

birkaç çalıĢma ile sınırlı olup, bu tez çalıĢması ilave bilgi sağlaması açısından 

önemlidir. Diğer taraftan, mastitis kökenli stafilokok suĢlarında vankomisin 

dirençliliğinin genotipik olarak araĢtırılmıĢ olması bu konudaki ilk çalıĢmalardandır. 

Ayrıca, S. aureus suĢlarına ilave olarak KNS suĢlarını da içeriyor olması ve metisilin 

ve vankomisin dirençliliğinin genotipik olarak KNS suĢlarında da araĢtırılmıĢ olması 

çalıĢmanın önemini arttırmaktadır.      
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

2.1. Gereç 
 

2.1.1. Örnekler 

 

Bu tez çalıĢması kapsamında, Mayıs 2009 ve Eylül 2009 tarihleri arasında, 

Burdur ili merkez ve çevre köylerinde ziyaret edilen sığır iĢletmelerine ait 

laktasyondaki ineklerden alınan süt örnekleri ve bölge veteriner hekimleri tarafından 

Mehmet Akif Ersoy Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji laboratuvarına 

mastitis Ģüphesi nedeniyle getirilen süt örnekleri materyal olarak kullanıldı. Bu 

kapsamda, klinik mastitis bulguları gösteren ve Kaliforniya Mastitis Testi (CMT) ile 

subklinik mastitisli olduğu belirlenen 57 iĢletmeye ait, laktasyondaki toplam 107 

sığırın 306 meme lobundan alınan süt örnekleri incelendi. Süt örneklerinin 121’i 

klinik mastitisli, 185’i ise subklinik mastitisli meme lobundan toplandı. Süt örnekleri, 

meme baĢları temizlenip % 70’lik alkol ile silindikten sonra bir miktar boĢa 

sağılmasının ardından en az 5 ml olacak miktarda steril tüpler içine sağılarak alındı. 

Süt örneklerinin sahada toplanmasını takiben 2 saat içinde soğuk Ģartlarda 

laboratuvara nakledildi. 

 

2.1.2. Referans SuĢlar 

ÇalıĢmada kontrol amacıyla, Ondokuz Mayıs Üniversitesi Veteriner Fakültesi 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı’ndan sağlanan 2 S. aureus referans suĢu (ATCC 43300, 

ATCC 700699) ve 1 E. faecalis kanatlı suĢu;  Mehmet Akif Ersoy Üniversitesi, 

Veteriner Fakültesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dalı’dan sağlanan 1 S. aureus suĢu 

(ATCC 25923) ve Mehmet Akif Ersoy Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı’nda sığır mastitis vakasından izole ve identifiye edilen 

1 Echerichia coli ve 1 S. epidermidis suĢu kullanıldı. 

 

2.1.3. Solüsyonlar 

Karbonhidrat Solüsyonları (glukoz, fruktoz, ksiloz, laktoz, maltoz, mannitol, 

mannoz, N-asetil glukozamin, raffinoz, sükroz, trehaloz) (Merck, A.B.D.). 

Fizyolojik Tuzlu Su 
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Hidrojen Peroksit Solüsyonu (% 3) (H2O2) 

Taze tavĢan plazması ve liyofilize EDTA (Ethylenediaminetetraacetic Acid)’lı tavĢan 

plazması  (Bactident  Coagulase, Merck, A.B.D.). 

Alfa-naphtohol (% 5) (Pancreac Sintesis, E.U.) 

Potasyum Hidroksit (KOH) (% 40) 

CMT (Kaliforniya Mastitis Testi) Solüsyonu 

Sodyum Klorid (Dizdarer Kimyevi Mad., Ankara) 

Brom-Kreosol Moru (Fluka, Ġsviçre) 

ONPG diski (O-nitrophenyl-β-D-galactopyranosidase,100µg)(Becton, Dickinson and 

Company, A.B.D.) 

 

2.1.4. Besiyerleri 

Blood Agar Base (Oxoid, Ġngiltere) 

Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck, A.B.D.) 

Nutrient Broth (NB) (Oxoid, Ġngiltere) 

BBL Mueller Hinton II Agar (MHA) (Becton, Dickinson and Company, A.B.D.) 

Oksidasyon/ Fermentasyon (O/F) Basal Medium (Merck, A.B.D.) 

Methyl-Red / Voges-Proskauer (MR-VP) Medium (Oxoid, Ġngiltere) 

Mannnitol Salt Agar (MSA)(Oxoid, Ġngiltere) 

Urea Broth Base (Lab M, Ġngiltere) 

Peptone (Difco, U.S.A.) 

 

2.1.5. Antibiyotik Diskleri  

Oxacillin (OX1) (1,0 µg) (Bioanalyse, Türkiye) 

Vancomycin (VA30) (30 µg) (Bioanalyse, Türkiye)   

Teicoplanin (TEC30) (30 µg) (Bioanalyse, Türkiye) 

Polymixin (PB300) (300 units) (Bioanalyse, Türkiye) 

Novobiocin (NV30) (30 µg) (Bioanalyse, Türkiye) 

Amoxycillin / Clavulanic Acid (AMC30) (20/10 µg) (Oxoid, Ġngiltere)  
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2.1.6. Antibiyotikler 

 

Oksasilin (Sigma, A.B.D.) 

Vankomisin (Lek Pharmaceuticals, Slovenya) 

 

2.1.7. DNA Ekstraksiyonu, PCR ve Elektroforez ĠĢlemlerinde Kullanılan Kit, 

Buffer, Solüsyon ve Primerler 

 

DNA Ekstraksiyon Kiti (Macherey-Nagel, Almanya) 

EDTA (Bioshop, Kanada) 

Lizostafin (Sigma, A.B.D.)  

Tris-Cl (Amresco, A.B.D.)  

Triton X-100 (Sigma, A.B.D.)  

Nuclease Free H2O (Fermentas, Litvanya) 
 

Tris-borate-EDTA Buffer 0,5X (TBE Buffer 0,5X) (AppliChem, Almanya) 
 

Ethidium Bromid 
 

Agaroz (Basica Le Agarose, Prona, Fransa) 

PCR Master Mix (2X) (Fermentas, Litvanya) 

Recombinant Tag DNA Polymerase              

in reaction buffer 

 

0,05 Units/µl 

MgCl2 4 mM (milimol) 

dATP 

dCTP 

dGTP  

dTTP 

0,4 mM 

0,4 mM 

0,4 mM 

0,4 mM 

 

Loading Dye (Yükleme Boyası) (Fermentas, Litvanya) 

Tris-HCl (pH 7,6) 10 mM 

Bromophenol blue % 0,03 

Xylene cyanol FF % 0,03 

Glycerol  % 60 

EDTA 60 mM 

 

DNA ladder (GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, Fermentas, Litvanya) 

DNA ladder,100-3000 base pair (bp) 50 µg 

Tris-HCl (pH 7,6) 

EDTA 

10 mM 

1 mM 
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Primerler: 

ÇalıĢmada ticari olarak (Thermo Scientific, Germany) sentezlettirilen aĢağıdaki 

primerler kullanıldı. 

Hedef 

gen 

Primer nükleotid dizilimi Amplikon 

Boyutu 

(bp) 

Referans 

mecA 
Forward 5’-CCT AGT AAA GCT CCG GAA-3’ 

Reverse 5’- CTA GTC CAT TCG GTC CA-3’ 
314 bp 

Choi ve 

ark., 2003 

vanA 

Forward 5’-CAT GAA TAG AAT AAA AGT 

TGC AAT A-3’ 

Reverse 5’- CCC CTT TAA CGC TAA TAC GAT 

CAA-3’ 

1030 bp 
Clark ve 

ark., 1993 

 

 

2.1.8. DNA Ekstraksiyonu, PCR, Elektroforez ve Görüntülemede Kullanılan 

Cihaz ve Ekipmanlar 

 

Elektroforez güç kaynağı (Serva, Blue Power 500, Almanya) 

Jel elektroforez cihazı (Thermo Electron Corporation, A.B.D.) 

Isıtıcı blok (Techne Dri-Block DB-2D, Ġngiltere) 

Hassas terazi (Scaltec sbc41, Almanya) 

Soğutmalı santrifüj (Hettich Zentrifugen, Universal 32R, Almanya) 

Steril kabin (Bioair Instruments, Aura 2000, M.A.C., Ġtalya) 

Thermal cycler (Biometra, Almanya) 

UV transillüminatörlü bilgisayarlı görüntüleme sistemi (Genius, Bio Imaging 

System, Syngene, Ġngiltere) 

Vorteks (Finepcr, Kore) 

 

2.2. YÖNTEM 

 

2.2.1. Ġzolasyon ve Ġdentifikasyon 

Süt örnekleri vortekslendikten sonra 50 µl’si alınarak % 7’lik koyun kanlı agar 

(Oxoid, Ġngiltere) besiyerlerine ekildi. Üreyen bakteriler ilk olarak koloni özellikleri 

yönünden incelendi ve 1-2 mm çapında, düzgün yüzeyli, beyaz-sarı kolonilerden 

Gram boyama yapıldı. IĢık mikroskobu altında, Gram pozitif kok görünümde olan ve 

kümeler oluĢturan bakterilerin görüldüğü kolonilerden pasajlar yapılıp saf kültürler 

elde edildi. Ġzole edilen Ģüpheli suĢların identifikasyonu amacıyla aĢağıda belirtilen 

testler yapıldı (Koneman ve ark.,1988; Arda, 2000; Winn ve ark., 2006).  
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Glukoz ile Oksidasyon/Fermentasyon Testi 

 

Öncelikle, ticari O/F besiyerinden (Merck, A.B.D.) 11,0 g (gram) tartıp 900 ml 

distile su içinde çözdürüldü ve otoklavlanarak steril edildi. Besiyerinin 50 ˚C’ye 

kadar soğutulmasının ardından steril % 10’luk glukoz çözeltisinden 100 ml ilave 

edildi ve iyice karıĢması sağlandı. Ardından, steril tüplere 5 ml olacak Ģekilde 

dağıtıldı ve katılaĢması için oda sıcaklığında beklendi.    

Her bir bakteri suĢu, 2 adet tüpteki O/F besiyerine iğne uçlu öze ile girilerek 

ekildi ve tüplerden birindeki besiyerinin üzeri ekimden hemen sonra 1 cm 

(santimetre) kalınlığında eritilmiĢ steril parafin ile kapatıldı. Her iki tüp 37 °C’de 

aerobik Ģartlarda 2 hafta süreyle inkübasyonda tutuldu ve her gün kontrol edildiler. 

Her iki tüpte besiyerinin renginin yeĢilden sarıya dönmesi pozitif olarak kabul edildi 

(Winn ve ark., 2006).  

 

Katalaz Testi 

 

Bir öze ile koloninin orta kısımından bir miktar alınıp temiz bir lam üzerinde 1 

damla % 3’lük H2O2 ile karıĢtırılmasını takiben gaz kabarcıklarının çıkması pozitif 

olarak kabul edildi (Arda, 2000; Winn ve ark., 2006).  

 

Koagülaz Testi 

 

Lam Koagülaz Testi 

 

Temiz bir lam üzerinde 1 damla steril distile su ile koloni materyalinin yoğun 

bir süspansiyonu yapıldı ve 1 damla tavĢan plazması ile (Merck, A.B.D.) karıĢtırıldı. 

Lam ileri ve geri haraketlerle sallanarak 3 dk içinde oluĢacak kümelenme izlendi. 

(Arda, 2000; Winn ve ark., 2006).  

 

Tüp Koagülaz Testi 
 

Steril bir tüpe, bakterinin Tryptic Soy Broth (TSB)’da (Merck, A.B.D.) 

hazırlanmıĢ kültüründen 0,5 ml kondu ve üzerine aynı miktar taze tavĢan 

plazmasından ilave edildi. KarıĢması sağlandıktan sonra 37°C’de aerobik Ģartlarda 

inkübasyona alındı. Ġlk 4 saat içinde, her yarım saatte tüpü yavaĢça eğerek pıhtı 
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oluĢumu yönünden kontrol edildi. Bu süre sonunda, pıhtı ĢekillenmemiĢ ve kısmi 

pıhtılaĢma ĢekillenmiĢ tüpler 20 saat daha inkübasyonda tutulup aynı Ģekilde kontrol 

edildiler. Hiçbir pıhtılaĢma ĢekillenmemiĢ ve süspansiyon ilk baĢtaki gibi homojen 

ise negatif olarak kaydedildi (Arda, 2000; Winn ve ark., 2006).  

 

Mannitol Fermentasyonu 
 

Petrilerdeki Mannitol Salt Agar (MSA) (Oxoid, Ġngiltere) besiyerine suĢların 

ekimi yapıldı ve pleyt 37 °C’de 48 saat aerobik Ģartlarda inkübasyonda tutuldu. 

Üreme sonrasında oluĢan kolonilerin çevresinde sarı renk alanın oluĢumu pozitif 

olarak kabul edildi (Winn ve ark., 2006).   

 

Voges-Proskauer Testi (VP, Asetoin Testi) 

 

Öncelikle testte kullanmak üzere, 5 g alfa naphthol (Pancreac Sintesis, E.U.) 

100 ml absolut etil alkol içinde çözdürülerek % 5’lik alfa naphthol solüsyonu, 40 gr 

potasyum hidroksit 100 ml distile suda çödürülerek % 40’lık KOH solüsyonu 

hazırlandı.  

Tüp içindeki 5 ml Methyl-Red / Voges-Proskauer (MR-VP) sıvı besiyerine 

(Oxoid, Ġngiltere), suĢtan ekim yapıldı ve yoğun bir üreme elde etmek için tüpler 3 

gün süre ile 37 °C’de inkübasyona alındı. Ardından, sırasıyla 0,6 ml % 5’lik alfa 

naphthol ve 0,2 ml % 40’lık KOH ilave edilip tüpler çalkalandı. Tüplerde 30 dk 

içinde kırmızı renk oluĢumu pozitif olarak kabul edildi. Bir saatlik süre sonrasında 

tüplerde Ģekillenen bakır rengi pozitif sonuç olarak değerlendirilmedi (Arda, 2000; 

Winn ve ark. 2006).  

 

Beta-Galaktosidase Test (ONPG) 

 

SuĢun steril bir tüp içinde 0,5 ml steril fizyolojik tuzlu su ile homojen yoğun 

bir süspansiyonu yapıldıktan sonra, steril bir pens vasıtasıyla ONPG diski (O-

nitrophenyl-β-D-galactopyranosidase, 100µg) (Becton, Dickinson and Company, 

A.B.D.) tüpün içine bırakıldı ve tüpler 37 ˚C’de 24 saat süreyle inkübasyonda 

tutuldu. Bu süre içinde sarı renk oluĢumu pozitif olarak değerlendirildi (Arda, 2000; 

Winn ve ark., 2006).  
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Karbonhidrat Fermentasyon Testleri 

 

Peptone (Difco) 10,0 g/l 

Sodium chloride  5,0 g/l 

Distile su 1000 ml 
 

Yukarıdaki oranlarda hazırlanan besiyerinin pH’sı 7,2’ye ayarlandıktan sonra 

% 0,6‘lık Brom-Kreosol Moru (Fluka, Ġsviçre) solüsyonundan 2,5 ml ilave edilip 

karıĢtırıldı. Besiyeri otoklavlandıktan sonra steril tüplere 4,5 ml miktarında dağıtıldı. 

Ardından, glikoz, fruktoz, ksiloz, laktoz, maltoz, mannitol, mannoz, N-asetil 

glukozamin, rafinoz, sükroz, trehaloz’un (Merck, A.B.D.) % 10’luk steril 

solüsyonlarından 0,5 ml katıldı. Son olarak suĢların saf kültürlerinden 0,1 ml ilave 

edilip tüpler 37 °C’de aerobik Ģartlarda 1 hafta inkübasyona bırakıldı. Her gün tüpler 

kontrol edilip, mor renkte olan besiyerinin renginin sarı renge dönmesi pozitif olarak 

kabul edildi.  

 

Üreaz Testi  

Tüp içindeki üreli buyyona (Urea Broth Base) (LabM, Ġngiltere) öze ile suĢun 

kolonilerinden alınıp ekim yapıldı ve 37 ˚C’de aerobik Ģartlarda inkübasyona alındı. 

YavaĢ üreaz aktivitesine sahip suĢların belirlenmesi amacıyla inkübasyonda süresi 5 

güne kadar uzatıldı  (Arda,  2000; Winn ve ark., 2006). Kültürün renginin kırmızı 

renge dönmesi pozitif olarak kabul edildi.  

 

Polimiksin ve Novobiosin Duyarlılık Testleri 

 

SuĢların novobiosin ve polimiksine duyarlılıklarının belirlenmesi suĢların 

identifikasyonu amacıyla gerçekleĢtirildi ve CLSI protokolü takip edilerek agar-disk 

difüzyon tekniği kullanıldı (CLSI, 2006a). SuĢun TSB (Merck, A.B.D.) içinde saf 

kültürü hazırlanıp bulanıklığı 0,5 McFarland’a ayarlandıktan sonra steril bir sıvap 

vasıtasıyla petrilerdeki Mueller Hinton Agar (MHA) (Becton, Dickinson and 

Company, A.B.D.) besiyerinin tüm yüzeyine eĢit Ģekilde sürülerek ekildi. Petrilerin 

kuruması için 5 dk bekledikten sonra steril bir pens ile polimiksin B  (300 Units) 

(Bioanalyse, Türkiye) ve novobiosin (30 µg/ml) (Bioanalyse, Türkiye) diskleri 

yerleĢtirildi ve petri 35°C’de 24 saat aerobik Ģartlarda inkübasyona bırakıldı. Ancak, 

CLSI’nin polimiksin ve novobiosin için kriterleri bulunmadığından dolayı sonuçlar 



43 

 

diskleri üreten firmanın belirttiği kriterlere göre değerlendirildi. Polimiksin için disk 

çevresinde 9 mm’den daha dar çaplı inhibisyon zonu oluĢumu dirençlilik, 9 mm ve 

daha geniĢ inhibisyon zonu oluĢumu ise duyarlılık olarak kabul edildi. Novobiosin 

için ise, disk çevresinde 17 mm ve daha dar çaplı inhibisyon zonu oluĢumu 

dirençlilik olarak kabul edildi.          

 

2.2.2. Metisilin ve Vankomisin için Fenotipik Dirençliliğinin Tespiti 

2.2.2.1.Agar-Disk Difüzyon Tekniği (ADDT) 

Stafilokok suĢlarının metisilin ve vankomisin için fenotipik dirençliliğin 

belirlenmesi CLSI’nin önerdiği ADDT ile gerçekleĢtirildi (CLSI, 2006a; Wagner, 

2007). Metisilin dirençliliğinin belirlenmesi % 2 NaCl içeren MHA (Becton, 

Dickinson and Company, A.B.D.) besiyeri ve 1 µg oksasilin içeren disk (Bioanalyse, 

Türkiye) kullanarak, vankomisin dirençliliği ise MHA (Becton, Dickinson and 

Company, A.B.D.) besiyeri ve 30 µg vankomisin içeren disk (Bioanalyse, Türkiye) 

kullanarak gerçekleĢtirildi. SuĢun kanlı agar (Oxoid, Ġngiltere)’daki 24 saatlik üreme 

sonucu oluĢmuĢ kolonilerinden bir öze ile alınarak TSB’de (Merck, A.B.D.) direkt 

süspansiyonu yapıldı ve bulanıklığı gerektiğinde steril besiyeri kullanarak 0,5 

McFarland’a ayarlandı. Ardından, steril bir sıvap kültüre batırıldı ve sıvabın ucu 

tüpün kenarına döndürür tarzda bastırarak sıvaptaki fazla sıvı çıkarıldıktan sonra 

petrilerideki besiyerinin tüm yüzeyine eĢit Ģekilde sürüldü. Oda sıcaklığında 5 dk 

agarın yüzeyinin kuruması için bekledikten sonra steril bir pens vasıtasıyla oksasilin 

diski (1 µg) (Bioanalyse, Türkiye) % 2 NaCl içeren MHA (Becton, Dickinson and 

Company, A.B.D.) besiyerinin üzerine, vankomisin diski (30 µg) (Bioanalyse, 

Türkiye) ise MHA (Becton, Dickinson and Company, A.B.D.) besiyerinin üzerine 

yerleĢtirildi. Vankomisin diski ile birlikte, olası dirençli suĢun bulunması durumunda 

vankomisin dirençlilik tipini belirlemek için, teikoplanin diski (30 µg) (Bioanalyse, 

Türkiye) en az 2 cm aralık olacak mesafede vankomisin diskinin yanına kondu. 

Petriler aerobik Ģartlarda 33-35 °C’de 24 saat inkübe edildi. Süre sonunda disk 

çevresinde oluĢan inhibisyon zon çapları ölçüldü ve ayrıca inhibisyon zonları içinde 

bakteri kolonisi olup olmadığı incelendi. Sonuçlar, çizelge 1.1 ’de belirtilen CLSI 

tarafından belirlenmiĢ kritik zon çapları ile karĢılaĢtırılarak oksasilin için duyarlılık 

durumları kaydedildi. Vankomisin için ise CLSI’nin kriterlerine göre, 15 mm ve 
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daha geniĢ inhibisyon zon çapına sahip olan suĢlar duyarlı, daha dar olan suĢlar ise 

dirençli olarak kabul edildi (CLSI, 2007). Bu testte referans suĢ olarak metisilin 

dirençli olan S. aureus ATCC 43300 ve metisiline duyarlı olan S. aureus ATCC 

25923, vankomisin dirençli olarak E. faecalis kanatlı izolatı ve vankomisin duyarlı 

olarak S. aureus ATCC 43300 kullanıldı. Teikoplanin duyarlılığı için, inhibisyon zon 

çapı 10 mm ve altı dirençli, 14 mm ve üzeri duyarlı ve 11-13 mm ise orta derecede 

dirençli olarak kabul edildi (CLSI, 2006a). 

 Ayrıca, çalıĢmada fenotipik testler sonucunda dirençli çıkan ancak mecA geni 

taĢımayan suĢlarda, fenotipik dirençliliğin beta-laktamaz üretiminden olup 

olmadığının ortaya çıkarılması için, CLSI protokolü takip edilerek MHA (Becton, 

Dickinson and Company, A.B.D.)  besiyerinde ticari amoksisilin klavulanik asit 

kombinasyonu diski (20/10 μg, Oxoid, Ġngiltere) ile ADDT gerçekleĢtirildi 

(Martineau ve ark., 2000; CLSI, 2006a). Sonuçlar, 19 mm ve daha dar inhibisyon 

zonu oluĢturan suĢlar dirençli, 20 mm ve daha geniĢ zon oluĢturan suĢlar ise duyarlı 

olarak kaydedildi (CLSI, 2007).  

 

2.2.2.2.Agar Dilüsyon Tekniği 

 

Stafilokok suĢlarının metisilin ve vankomisin için MĠK değerlerinin 

belirlenmesi amacıyla agar dilüsyon tekniği, CLSI’nin önerdiği protokol takip 

edilerek yapıldı (CLSI, 2006b; Hanlon ve ark., 2007). Metisilin dirençliliği için 

yapılan test, % 2 NaCl ilave edilerek hazırlanan MHA (Becton, Dickinson and 

Company, A.B.D.) besiyeri ve oksasilin (Sigma, A.B.D.) kullanarak, vankomisin için 

ise MHA (Becton, Dickinson and Company, A.B.D.) besiyeri ve vankomisin (Lek 

Farmaceuticals, Slovenya) kullanarak gerçekleĢtirildi. Öncelikle antibiyotiklerin 

steril distile su ile 10,000 μg/ml ve 1,000 μg/ml yoğunluklarında olacak Ģekilde stok 

solüsyonları hazırlandı. Ardından, oksasilin için 1 litrelik bölümler halinde 13 litre % 

2 oranında NaCl içeren MHA (Becton, Dickinson and Company, A.B.D.), 

vankomisin için ise aynı Ģekilde 1 litrelik bölümler halinde 13 litre MHA (Becton, 

Dickinson and Company, A.B.D.) besiyerleri hazırlandı ve otoklavlanarak steril 

edildiler. Besiyerinin sıcaklığı 45-50 °C’ye kadar soğutulduktan sonra besiyerlerine 

çizelge 2.1’de belirtildiği oranlarda oksasilin ve vankomisin stok solüsyonlarından 

katıldı ve iyice karıĢmaları sağlandı. Böylece çizelge 2.1’de belirtilen değiĢik 
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yoğunluklarda oksasilin ve vankomisin içeren besiyerleri elde edilmiĢ oldu. 

Besiyerleri daha sonra steril petrilere, kalınlığı 4 mm olacak Ģekilde döküldüler ve 

katılaĢmaları için beklendi. Hazırlanan petrilerdeki besiyerleri kullanılıncaya kadar 

4°C’de tutuldular. 

Çizelge.2.1. DeğiĢik oksasilin ve vankomisin konsantrasyonları içeren besiyerleri 

elde etmek için antibiyotik stok solüsyonundan besiyerine katılan miktarlar 

Besiyeri 
 

10,000 μg/ml stok solüsyonundan 1 litre 

besiyerine katılan miktar 

Besiyerinde oluĢan 

antibiyotik 

konsantrasyonu 

A 25,6 ml 256 μg/ml 

B 12,8 ml 128 μg/ml 

C 6,4 ml 64 μg/ml 

D 3,2 ml 32 μg/ml 

E 1,6 ml 16 μg/ml 

 1,000 μg/ml stok solüsyonundan 1 litre 

besiyerine katılan miktar 

Besiyerinde oluĢan 

antibiyotik 

konsantrasyonu 

F 8 ml 8 μg/ml 

G 4 ml 4 μg/ml 

H 2 ml 2 μg/ml 

I 1 ml 1 μg/ml 

K 0,5 ml 0.5 μg/ml 

L 0,25 ml 0.25 μg/ml 

M - 0,0 μg/ml 

Ġzolatın kanlı agar besiyerindeki 24 saatlik üreme sonucu oluĢmuĢ 

kolonilerinden bir öze ile alınarak TSB’da (Merck, A.B.D.) direkt süspansiyonu 

yapıldı ve bulanıklığı, gerektiğinde steril besiyeri kullanarak, 0,5 McFarland’a 

ayarlandı. Ardından, bu bakteri süspansiyonundan bir öze dolusu tüm antibiyotik 

yoğunluklarındaki (0-256 μg/ml) petrilerde suĢ için iĢaretlenmiĢ kısma ekimi yapıldı. 

Petriler, 10 dk oda sıcaklığında bekletilip agarın yüzeyinin kuruması sağlandıktan 

sonra ters çevrilip 35 °C’de 24 saat aerobik Ģartlarda inkübasyona bırakıldılar. Bu 

süre sonunda petrilerdeki üremeler incelendi ve suĢun üremesinin inhibe edildiği ilk 

antibiyotik konsantrasyonu MĠK olarak kaydedildi. Bir kolonilik üreme göz ardı 

edildi ve negatif (inhibisyon) olarak değerlendirildi. Sonuçlar CLSI’nin belirlediği 

kritik MĠK değerleri (Çizelge 1.3 ve Çizelge 1.4) ile karĢılaĢtırılarak suĢların 

metisilin ve vankomisin için direnç durumları değerlendirildi. Bu testlerde, referans 

suĢ olarak metisilin dirençli olan S. aureus ATCC 43300, metisiline duyarlı olan S. 

aureus ATCC 25923; vankomisin dirençli suĢ olan E. faecalis, vankomisin duyarlı 

olarak  S. aureus ATCC 43300 kullanıldı.  
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2.2.3. Metisilin ve Vankomisin için Genotipik Dirençliliğinin Tespiti 

2.2.3.1. DNA Ekstraksiyonu 

Bu çalıĢmada, izole edilen 100 stafilokok suĢunun ve referans suĢların (S. 

aureus ATCC 43300, S. aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis kanatlı suĢu, S. 

aureus ATCC 700699 (MU50) DNA ekstraksiyonu, suĢların saf kültürlerinden, ticari 

bir ekstraksiyon kiti kullanılarak gerçekleĢtirildi. Öncelikle tüm suĢların katı 

besiyerindeki saf kültürlerinden birer koloni alınıp, içinde 1 ml steril Nutritient Broth 

(NB) (Oxoid, Ġngiltere) bulunan tüplere ekildi ve 24 saat 37 ˚C’de inkübasyonda 

tutuldular. Ardından kültürler 8000 rpm’de (revolutions per minute) 5 dk santrifüj 

(Hettich Zentrifugen, Universal 32R, Almanya) edildi ve üstteki süpernatant atıldı. 

Tüplerde kalan pelet, içerisine 0,2 mg/ml (miligram/mililitre) lizostafin (Sigma, 

A.B.D.) ilave edilmiĢ 20 mM Tris/Cl (Amresco, A.B.D.), 2 mM EDTA (Bioshop, 

Kanada), % 1 Triton X-100 (Sigma, A.B.D.) (pH 8,0) solüsyonunun 180 µl’si ile 

homojen olacak Ģekilde sulandırılıp karıĢtırıldı ve tüpler 37 ˚C’de 30 dk inkübe 

edildiler. Ġnkübasyonu takiben 25 µl proteinaz K ilave edildi ve vortekslenerek 

(Finepcr, Kore) 56 ˚C’de 2 saat tutuldular. Ardından ekstraksiyon kiti (Macherey-

Nagel, Almanya) içeriğindeki buffer ve spin kolonlar kullanılarak, üretici firmanın 

Gram pozitif bakterilerden DNA ekstraksiyon protokolüne göre, suĢların DNA 

ekstraksiyonu gerçekleĢtirildi. DNA ekstraktları PCR’da kullanılıncaya dek                     

-20 ˚C’de saklandılar. 

 

2.2.3.2. PCR  

 Amplifikasyon için ekstrakte edilen her bir DNA örneği için 25 µl’lik PCR 

karıĢımı hazırlandı. PCR karıĢımının oluĢturulmasında, 0,05 U/ µl rekombinant Tag 

DNA Polimeraz enzimi, reaksiyon buffer, 4 mM MgCl2, 0,4 mM her bir dNTP 

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) içeren premiks PCR master mix (Fermentas, Litvanya) 

kullanıldı. PCR master mix’in 12,5 µl’sine, her bir primerden 1 µl ilave edildi ve 

ardından hacim 23 µl’ye nükleaz enziminden ari H2O kullanılarak tamamlandı. 

Template olarak ekstrakte edilmiĢ DNA’lardan 2 µl son olarak katılarak PCR 

karıĢımı oluĢturuldu. MecA  PCR’da mecA geninin 314 bp’lik kısmının 

amplifikasyonunu sağlayan spesifik primerler (Forward 5’-CCT AGT AAA GCT 
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CCG GAA-3’; Reverse 5’- CTA GTC CAT TCG GTC CA-3’) (Choi ve ark., 2003), 

vanA PCR’da ise vanA geninin 1030 bp’lik kısmının amplifikasyonunu sağlayan 

spesifik primerler (Forward 5’-CAT GAA TAG AAT AAA AGT TGC AAT A-3’; 

Reverse 5’- CCC CTT TAA CGC TAA TAC GAT CAA-3’) (Clark ve ark., 1993) 

kullanıldı. ÇalıĢmadaki 100 suĢun mecA için PCR’ı, pozitif referans suĢ olarak S. 

aureus 43300 (MRSA, mecA +), ve negatif referans suĢ olarak S. aureus ATCC 

25923 (MSSA, mecA -) ile beraber; vanA için PCR ise, pozitif referans suĢ olarak E. 

faecalis kanatlı izolatı (VRE, vanA +) ve negatif referans suĢ olarak S. aureus ATCC 

700699 (VISA, vanA-) ile beraber gerçekleĢtirildi. 

Örnekler thermal cycler’a (Biometra, Almanya) yüklendikten sonra mecA 

PCR protokolü Choi ve ark. (2003) ve Sareyyüpoğlu ve ark. (2006)’dan modifiye 

edilerek gerçekleĢtirildi. PCR protokolü, 94 °C’de 10 dk’lık ön denatürasyonu 

takiben 94 °C’de 1 dk, 54 °C’de 1 dk ve 72 °C’de 1 dk’dan oluĢan bir döngü olmak 

üzere toplam 30 döngüden oluĢtu. Son olarak 72 ˚C’de 7 dk polimerizasyon 

aĢamasından sonra reaksiyon sonlandırıldı. VanA PCR ise 95 °C’de 10 dk’lık ön 

denatürasyonu takiben 94 °C’de 30 sn (saniye), 58 °C’de 30 sn ve 72 °C’de 30 

sn’den oluĢan bir döngü olmak üzere toplam 30 döngü olarak gerçekleĢtirildi. Son 

olarak 72 °C’de 10 dk polimerizasyon aĢamasından sonra reaksiyon tamamlandı 

(Clark ve ark., 1993).  

 

2.2.3.3. Elektroforez ve Görüntüleme 

 MecA PCR ürünleri % 1,5’lik agaroz jel hazırlanarak, VanA PCR ürünleri 

ise % 1,8’lik agaroz jel hazırlanarak koĢturuldu. Bu amaçla, mecA PCR ürünleri 

için 3 g agaroz (Basica Le Agarose, Prona, Fransa), vanA PCR ürünleri için ise 3,6 

g agaroz (Basica Le Agarose, Prona, Fransa) 200 ml 0,5XTBE içinde iyice 

karıĢtırıldı ve su banyosunda agaroz eriyene kadar tutuldu. Eriyen agaroz 

soğutulduktan sonra içerisine ethidium bromide (0,5 μg/ml) eklenerek karıĢtırıldı ve 

tarakları yerleĢtirilmiĢ yatay DNA elektroforez cihazının (Thermo Electron 

Corporation, A.B.D.) kalıbına döküldü (Sareyyüpoğlu ve ark. 2006; Turutoglu ve 

ark., 2009; Clark  ve ark., 1993). 

Agaroz jel katılaĢtıktan sonra, elektroforez tankına yerleĢtirildi ve tanka jelin 

yüzeyini örtecek seviyede 0,5XTBE buffer (AppliChem, Almanya) ilave edildi. PCR 
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örneklerine % 20 oranında yükleme boyası (Fermentas, Litvanya) eklenip 

karıĢtırıldıktan sonra jeldeki gözlere 10 μl’lik hacimlerde yüklendi. MecA PCR 

ürünleri için, birinci çukurcuğa 100 bp’lik DNA marker (Fermentas, Litvanya), 2. 

çukurcuğa pozitif referans suĢ olarak S. aureus ATCC 43300 (MRSA, mecA +) 

DNA’sı ile elde edilen PCR ürünü ve 3. çukurcuğa’da negatif referans suĢ olarak S. 

aureus ATCC 25923 (MSSA, mecA -) DNA’sı ile elde edilen PCR ürünü yüklendi. 

VanA PCR ürünleri için ise, birinci çukurcuğa 100 bp’lik DNA marker (Fermenta, 

Litvanya), 2. çukurcuğa pozitif referans suĢ olarak E. faecalis kanatlı suĢu  (VRE, 

vanA +) DNA’sı ile elde edilen PCR ürünü, ve 3. çukurcuğa’da negatif referans suĢ 

olarak S. aureus ATCC 700699 (VISA,  vanA -)(MU50) DNA’sı ile elde edilen PCR 

ürünü yüklendi. Elektroforez cihazı güç kaynağına (Serva, Blue Power 500, 

Almanya) bağlanarak sabit akımda 170 volt’ta 60 dk elektroforez edildi. Sonuçlar 

UV-transillüminatorda (Genius, Bio Imaging System, Syngene, Ġngiltere) 

incelenerek görüntüleme ünitesinden fotoğraflandı.  
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3. BULGULAR 

 

3.1. Ġzolasyon ve Ġdentifikasyon Bulguları 

 

ÇalıĢma kapsamında, 57 iĢletmede mastitis problemli olan laktasyondaki 107 

sığıra ait 306 süt örneğinin 127’sinden (% 41,5) toplam 100 stafilokok suĢu izole 

edildi. ÇalıĢmadaki mastitis problemli 107 ineğin 63 (% 58,9)’ünün stafilokok 

kaynaklı mastitise sahip olduğu belirlendi.   

Toplam 100 suĢun 45 (% 45)’i klinik mastitisli meme loblarından alınan süt 

örneklerinden (n:121), 55 (% 55)’i ise subklinik mastitisli meme loblarından alınan 

süt örneklerinden (n:185) izole edildi. Klinik mastitisli meme loblarından alınan süt 

örneklerinden izole edilen 45 stafilokok suĢunun 38 (% 84,4)’i KPS ve 7 (% 15,6)’si 

KNS suĢu olarak, subklinik mastitisli meme loblarından alınan süt örneklerinden 

izole edilen 55 suĢun 44 (% 80)’ü KPS ve 11 (% 20)’i ise KNS olarak identifiye 

edildi. Toplamda 100 stafilokok suĢunun 82 (% 82)’si KPS, 18 (% 18)’i ise KNS 

suĢu olduğu belirlendi (Çizelge 3.1). 

Çizelge 3. 1. Toplanan süt örnekleri ve izole edilen Stafilokokların dağılımı 
 

Mastitis 

 

Süt Örneği 

(n) 

Koagülaz 

Pozitif 

Stafilokok 

(n) 

Koagülaz 

Negatif 

Stafilokok 

(n) 

Toplam SuĢ 

(n) 

Klinik  121 38 7 45 

Subklinik  185 44 11 55 

Toplam 306 82 18 100 
 

Ġzole edilen 82 KPS suĢunun 65 (65/82, % 79,3)’i S. aureus, 17 (17/82, % 

20,7)’si diğer bir mastitis etkeni KPS türü olan S. intermedius olarak identifiye 

edildi. KNS suĢu olarak izole edilen 18 stafilokok suĢunun yapılan identifikasyon 

sonucunda, tür bazında dağlımının 4 S. simulans, 3 S. chromogenes, 3  S. 

lugdunensis, 3 S. xylosus, 2 S. hemolyticus, 1 S. hominis subsp. hominis, 1 S. cohnii 

subsp. urealyticum ve 1 identifiye edilemeyen KNS suĢu Ģeklinde olduğu belirlendi. 
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3.2. Metisilin için Fenotipik Dirençliliğin Belirlenmesi Amacıyla Yapılan 

Testlerin Bulguları 

 

3.2.1.Agar-Disk Difüzyon Tekniği (ADDT) 

 

CLSI protokolü takip edilerek metisilin dirençliliğinin belirlenmesi için yapılan 

ADDT sonuçlarına göre, test edilen 100 stafilokok suĢunun 31 (% 31)’i dirençli, 5 

(% 5)’i orta derecede dirençli, 64 (% 64)’ü ise duyarlı olarak belirlendi (Çizelge 3.2). 

KPS suĢlarının 15 (15/82, % 18,3)’i dirençli, 5 (5/82, % 6,1)’i orta derecede dirençli  

ve 62 (62/82, % 75,6)’si duyarlı bulundu (Çizelge 3.2). Test edilen 65 S. aureus 

suĢunun ise 15 (15/65, % 23,1)’i dirençli, 5 (5/65, % 7,7)’i orta derecede dirençli ve 

45 (45/65, % 69,2)’i duyarlı bulunurken diğer KPS suĢu olan S. intermedius’un tümü 

(% 100) metisiline duyarlı bulundu (Çizelge 3.3). Ġzole edilen 18 KNS suĢunun ise 

16 (% 88,9)’sı dirençli bulunurken, 2 (% 11,1)’sinin duyarlı olduğu belirlendi 

(Çizelge 3.2; ġekil 3.1).    

 

                                                
 A    B          C 

ġekil 3.1. Bazı suĢların oksasilin (1 µg) ile yapılan agar-disk difüzyon testi 

sonuçları 
A) S. aureus ATCC43300 (Dirençli kontrol suĢu ); S. aureus ATCC25923 (Duyarlı kontrol suĢu ); 

B) A44 (S. aureus, 10 mm, dirençli); A17 (S. aureus, 8 mm, dirençli); C) A22 (S. chromogenes, 13 

mm, dirençli); A23 (S. simulans, 16 mm, dirençli); A29 (S. chromogenes, 19 mm, duyarlı); A25 (S. 

intermedius, 16 mm, duyarlı); A26 (S. intermedius, 16 mm, duyarlı); A28 (S. aureus, 11 mm, orta 

derecede dirençli). 

 

3.2.2.Agar Dilüsyon Tekniği 

  

CLSI protokolü izlenerek yapılan agar dilüsyon tekniği sonuçlarına göre, test 

edilen toplam 100 suĢun 38 (% 38)’i dirençli, 62 (% 62)’si ise duyarlı olarak 

belirlendi (Çizelge 3.2). KPS suĢlarının 20 (20/82, % 24,4)’si dirençli iken, 62 

(62/82, % 75,6)’sinin duyarlı olduğu belirlendi (Çizelge 3.2). S. aureus suĢlarının 20 

(20/65, % 30,8)’si dirençli, 45 (45/65, % 69,2)’i duyarlı iken S. intermedius 
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suĢlarının (n:17) tümünün duyarlı olduğu tespit edildi (Çizelge 3.3). Diğer taraftan, 

KNS suĢlarının ise tümünün (% 100) dirençli olduğu görüldü (Çizelge 3.2, ġekil 

3.2). 

       

Çizelge 3.2. Stafilokok suĢlarının oksasilin için ADDT ve agar  

dilüsyon tekniği sonuçları. 
 

Stafilokok 

SuĢları 

 

ADDT 
Agar Dilüsyon  

Tekniği 

  R           I           S   R            I           S 

KPS (n:82)   15          5          62   20         n/a         62 

KNS(n:18)   16         n/a          2   18         n/a          0 

Toplam (n:100)   31          5          64   38         n/a         62 

R: Dirençli, S: Duyarlı, I: Orta derecede dirençli, n/a: uygulanabilir değil.    

 

 

Çizelge 3.3. KPS suĢlarının oksasilin için ADDT ve agar  

dilüsyon tekniği sonuçları 

KPS SuĢları 
ADDT 

Agar Dilüsyon 

Tekniği 

R I S R I S 

S. aureus(n:65) 15 5 45 20 n/a 45 

S. intermedius (n:17) 0 0 17 0 n/a 17 

Toplam (n:82) 15 5 62 20 n/a 62 

R: Dirençli, S: Duyarlı, I: Orta derecede dirençli, n/a: uygulanabilir değil 

Oksasilin ile yapılan ADDT’de dirençli bulunan suĢların tümü agar dilüsyon 

tekniği ile de dirençli bulunurken, ADDT ile orta derecede dirençli bulunan 5 S. 

aureus suĢu, agar dilüsyon tekniğinde MĠK değerlerinin 4-8 µg/ml olduğu yani 

dirençli oldukları bulundu. Yine ADDT’de duyarlı bulunan 2 KNS suĢu (S. simulans 

ve S. chromogenes), agar dilüsyon testinde oksasiline dirençli bulundu. 

Agar dilüsyon tekniğiyle belirlenen oksasilin için MĠK değerlerinin dağılımı 

tüm suĢlar için çizelge 3.4’de sunulmuĢtur. 
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 A) Kontrol (0 μg/ml oksasilin)       B) 0,25 μg/ml oksasilin           C) 0,5 μg/ml oksasilin               D) 1 μg/ml oksasilin 

      
 E) 2 μg/ml oksasilin         F) 4 μg/ml oksasilin                         G) 8 μg/ml oksasilin                H) 16 μg/ml oksasilin 

ġekil 3.2. Bazı suĢların oksasilin için yapılan agar dilüsyon testi sonuçları 
R (Dirençli kontrol suĢu, S. aureus ATCC43300); S (Duyarlı kontrol suĢu , S. aureus ATCC25923); A43 (S. aureus, 16 μg/ml); A44 (S. aureus, 16 μg/ml);  

A45 (S. aureus, 2 μg/ml); A46 (S. aureus, 2 μg/ml); A47 (S. aureus, 2 μg/ml); A48 (S. aureus, 2 μg/ml); A49 (S. aureus, 2 μg/ml); A50 (S. aureus, 1 μg/ml);  

A51 (S. aureus, 1 μg/ml); A52 (S. xylosus, 8 μg/ml); A53 (S. lugdunensis, 4 μg/ml); A54 (S. aureus, 16 μg/ml); A55 (S. aureus, 8 μg/ml); A56 (S.aureus, 1 μg/ml). 
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Çizelge 3.4. Stafilokok suĢlarının oksasilin için MĠK değerlerinin dağılımı           
 

      MĠK                                                                               

(µg/ml)  

               

Stafilokok 

0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 

KPS  

(n:82) 
- 3 21 38 3 9 6 1 - - 1 

KNS 

(n:18) 
- - 2 11 1 3 1 - - - - 

Toplam 

(n:100) 
- 3 23 49 4 12 7 1 - - 1 

                
Duyarlı Dirençli 

  

 

3.3. Vankomisin için Fenotipik Dirençliliğin Belirlenmesi Amacıyla Yapılan 

Testlerin Bulguları  

 

3.3.1. Agar-Disk Difüzyon Tekniği 

 

 Oksasilin ile CLSI protokolü takip edilerek yapılan ADDT’ye göre, test 

edilen 100 stafilokok suĢunun tümü vankomisine karĢı duyarlı bulundu. Ayrıca, 

oluĢan inhibisyon zon çapları içinde herhangi bir koloni tespit edilmedi (Çizelge 3.5, 

ġekil 3.3). Aynı anda gerçekleĢtirilen teikoplanin ile yapılan ADDT’de, disk 

etrafında dirençliliği iĢaret edecek büyüklükte inhibisyon zonu Ģekillenmedi ve tüm 

suĢlar teikoplanin içinde duyarlı bulundu. 

 

       
A     B 

ġekil 3.3.  Bazı suĢların vankomisin (30 µg) ile yapılan agar-disk difüzyon testi 

sonuçları 
A)E. faecalis (VRE, Dirençli kontrol suĢu; VA:0 mm, TEC: 7 mm); S. aureus ATCC 43300 (Duyarlı 

kontrol suĢu; VA:16 mm, TEC: 21 mm); A11 (S. aureus, VA:20 mm, TEC:18 mm); A14 (S. aureus, 

VA:16 mm, TEC:15 mm). B) A48 (S. aureus, VA:17 mm, TEC:16 mm); A53 (S. aureus, VA:19 mm, 

TEC:20 mm); A59 (S. lugdunensis, VA:16 mm, TEC:16 mm); A69 (S. haemolyticus, VA: 23 mm, 

TEC: 20 mm). 
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3.3.2. Agar Dilüsyon Tekniği 

  Vankomisin için tüm suĢların MĠK değerleri tespit edilerek yapılan agar 

dilüsyon testi sonucuna göre, 10 (% 10) stafilokok suĢunun vankomisin için 

duyarlılığının azalmıĢ olduğu belirlendi. Diğer 90 (% 90) suĢ ise duyarlı olarak 

belirlendi (Çizelge 3.5, ġekil 3.4).  

Çizelge 3.5. Stafilokok suĢlarının vankomisin için ADDT ve agar  

dilüsyon tekniği sonuçları 

Stafilokok 

SuĢları 

 

ADDT 
Agar Dilüsyon  

Tekniği 

  R           I            S   R           I            S 

KPS (n:82)   0           n/a         82   0            7           75 

KNS (n:18)   0           n/a         18   0            3           15 

Toplam (n:100)   0           n/a        100   0           10          90 

R: Dirençli, S: Duyarlı, I: Orta derecede dirençli, n/a: uygulanabilir değil.    

 

Çizelge 3.6. KPS suĢlarının vankomisin için ADDT ve agar  

dilüsyon tekniği sonuçları  

KPS SuĢları 
ADDT 

Agar Dilüsyon 

Tekniği 

R I S R I S 

S. aureus(n:65) 0 n/a 65 0 7 58 

S. intermedius (n:17) 0 n/a 17 0 0 17 

Toplam (n:82) 0 n/a 82 0 7 75 

R: Dirençli, S: Duyarlı, I: Orta derecede dirençli, n/a: uygulanabilir değil.    

 

Bu 10 suĢun, 7’sinin S. aureus, 3’ünün ise KNS (2 S. lugdunensis, 1 S. 

haemolyticus) suĢu olduğu belirlendi (Çizelge 3.5, Çizelge 3.6). Bu suĢların 

vankomisin için MĠK değerlerinin S. aureus suĢları için 4 μg/ml, KNS suĢları için ise 

8 μg/ml olduğu belirlendi (Çizelge 3.7). 

Agar dilüsyon tekniğiyle belirlenen vankomisin için MĠK değerlerinin dağılımı 

tüm suĢlar için çizelge 3.7’de sunulmuĢtur 
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A) Kontrol (0 µg/ml vankomisin)       B) 0,5 µg/ml vankomisin             C)1 µg/ml vankomisin       D) 2 µg/ml vankomisin 

                
E) 4 µg/ml vankomisin        F) 8 µg/ml  vankomisin             D)16 µg/ml vankomisin                          E) 32 µg/ml vankomisin               

ġekil 3.4. Bazı suĢların vankomisin ile yapılan agar dilüsyon testi sonuçları 
R (Dirençlı kontrol suĢu ; E. faecalis kanatlı izolatı, vanA + ); S (Duyarlı kontrol suĢu, S. aureus ATCC 43300); A47(S. aureus, 2 µg/ml); A48 (S. aureus, 4 µg/ml); 

A49 (S. aureus, 2 µg/ml); A50 (S. aureus, 1 µg/ml); A51 (S. aureus, 1 µg/ml); A52 (S. xylosus, 2 µg/ml); A53 (S. lugdunensis, 4 µg/ml); A54(S. aureus, 2 µg/ml); 

A55 (S. aureus, 1 µg/ml); A56 (S. aureus, 1 µg/ml); A57 (S. aureus, 1 µg/ml); A58 (S. hominis subsp. hominis, 2 µg/ml); A59 (S. aureus, 4 µg/ml); A60 (S. aureus, 

1 µg/ml); A61 (S. aureus, 2 µg/ml); A62 (S. aureus, 1 µg/ml); A63 (S. aureus, 1 µg/ml); A64 (S. aureus, 2 µg/ml); A65 (S. aureus, 1 µg/ml); A66 (S. aureus, 1 

µg/ml); A67 (S. aureus, 1 µg/ml); A68 (S. aureus, 1 µg/ml); A69 (S. haemolyticus, 4 µg/ml); A70 (S. aureus, 1 µg/ml); A71 (S. aureus, 2 µg/ml); A72 (S. aureus, 1 

µg/ml); A73 (S. aureus, 1 µg/ml); A74 (S. lugdunensis, 2 µg/ml); A75 (S. lugdunensis, 4 µg/ml); A76 (S. aureus, 1 µg/ml); B1 (S. aureus, 2 µg/ml); B2 (S. aureus, 

1 µg/ml).   
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Çizelge 3.7. Stafilokok suĢlarının vankomisin için MĠK değerlerinin dağılımı          
 

      MĠK                                                                               

(µg/ml)  

               

Stafilokok 

0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 

KPS 

(n:82) 
- 2 48 25 7 - - - - - - 

KNS 

(n:18) 
- - 9 6 - 3 - - - - - 

Toplam 

(n:100) 
- 2 57 31 7 3 - - - - - 

 

Duyarlı 
Orta 

derecede 

dirençli 

Dirençli 

 

 

Diğer taraftan, çalıĢmada tespit edilen vankomisine orta derecede dirençli 10 

stafilokok suĢunun fenotipik testlerle 6 (3 S. aureus ve 3 KNS)’sının metisiline 

dirençli, 4 (S. aureus)’ünün duyarlı olduğu belirlendi (Çizelge 3.8). Bu suĢların mecA 

geni taĢıdığı belirlendi.  

Çizelge 3.8. Vankomisine orta derecede dirençli suĢların metisiline karĢı direnç 

durumları 

SuĢ  Vankomisin 
  Fenotipik        vanA 

Oksasilin 
Fenotipik        mecA 

S. aureus (A4)  I - S + 

S. aureus (A5) I - S + 

S. aureus (A11) I - R + 

S. aureus (A14) I - R + 

S. aureus (A48) I - S + 

S. lugdunensis (A53) I - R + 

S. aureus (A59) I - S + 

S. haemolyticus (A69)  I - R + 

S. lugdunensis (A75) I - R + 

S. aureus (B14) I - R + 
R: Dirençli, S: Duyarlı, I: Orta derecede dirençli    

 

 

3.4. PCR Bulguları 

 

 Tüm suĢların mecA genine spesifik primerler kullanılarak yapılan PCR testi  

sonucu (ġekil 3.5), 57 (% 57) stafilokok suĢunun mecA geni taĢıdığı, 43 (% 43) suĢun 

ise taĢımadığı belirlendi. KPS suĢlarından 49 ( 49/82, % 59,8)’u mecA genine sahip 

iken 33 (33/82, % 40,2)’ü sahip değil idi. KNS suĢlarının ise 8 (8/18, % 44,4)’inin 

mecA geni taĢıdığı 10 (% 55,6)’unun ise taĢımadığı belirlendi (Çizelge 3.9). ADDT 

ve agar dilüsyon testleri sonuçlarına göre gruplandırılmıĢ olan suĢların mecA genini 



57 

 

taĢıma durumları çizelge 3.9 ve çizelge 3.10’ da sunulmuĢtur. Yapılan testler 

sonucunda hem fenotipik olarak hemde genotipik olarak metisiline dirençli suĢ 

sayısının 20, duyarlı suĢ sayısının ise 25 olduğu görülmektedir (Çizelge 3.10).           

 VanA genine spesifik primerler kullanılarak yapılan PCR testi sonucu gerek 

fenotipik olarak vankomisine duyarlı bulunan 90 suĢun gerekse vankomisine 

duyarlılığı azalmıĢ olarak belirlenen 10 suĢun bu geni taĢımadığı belirlendi (ġekil 

3.6).   

 

ġekil.3.5. Bazı suĢların mecA için yapılan PCR sonuçları. 
M (Marker, 100bp DNA ladder);  

PK (Pozitif kontrol suĢu, S. aureus ATCC4300, mecA +, 314 bp); 

NK (Negatif kontrol suĢu, S. aureus ATCC25923, mecA  -);  

Örnekler : A1, A2, A3, A4, A5 (S. aureus, mecA +);  

A6: S. aureus, mecA -). 

 

 

ġekil. 3.6. ÇalıĢmadaki vankomisine orta derecede dirençli 10 suĢun vanA için 

yapılan PCR sonuçları. 
M (Marker, 100bp DNA ladder);  

PK (Pozitif kontrol suĢu, E. faecalis kanatlı suĢu,  VanA +, 1030 bp); 

NK (Negatif kontrol, S. aureus ATCC 700699, VanA -);  

Örnekler A4, A5, A11, A14, A48, A59, A90(B14) (S. aureus,  VanA -); 

Örnekler A53, A69, A75 (KNS, VanA -).  
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Çizelge 3.9. Oksasilin için ADDT & PCR sonuçlarının karĢılaĢtırması  

 
Stafilokok suĢları 

PCR  

mecA + mecA - Toplam 
A

g
a
r-

D
is

k
 

D
if

ü
zy

o
n

 T
ek

n
iğ

i KPS 
(n:82) 

S. aureus            S 

(n:65)               I 

                       R                                  

25 

1 

11 

20 

4 

4 

45 

5 

15 

S. intermedius    S 

(n:17)               R 

12 

0 

5 

0 

17 

0 

KNS                            S 

(n:18)                            R 

2 

6 

0 

10 

2 

16 

 Toplam (n:100) 57 43 100 
R: Dirençli, S: Duyarlı, I: Orta derecede dirençli    

 

Çizelge 3.10. Oksasilin için agar dilüsyon tekniği & PCR sonuçlarının 

karĢılaĢtırması  

 
Stafilokok suĢları 

PCR  

mecA + mecA - Toplam 

A
g
a
r 

D
il

ü
sy

o
n

  

T
ek

n
iğ

i 

KPS 
(n:82) 

S. aureus             S                       

 (n:65)              R                                             

25 

12 

20 

8 

45 

20 

S. intermedius     S 

 (n:17)                 R                                

12 

0 

5 

0 

17 

0 

KNS                            S 

 (n:18)                                R                                 

0 

8 

0 

10 

0 

18 

 Toplam (n:100) 57 43 100 
R: Dirençli, S: Duyarlı, I: Orta derecede dirençli    

 

MecA geni taĢımadığı halde fenotipik testlerle dirençli oldukları belirlenen 8 

S. aureus ve 10 KNS suĢunun amoksisilin klavulanik asit kombinasyonunu içeren 

disk ile yapılan ADDT sonuçlarına göre tümü duyarlı oldukları belirlendi (ġekil 3.5). 

     
   A     B 

ġekil 3.7.  Bazı fenotipik olarak oksasiline dirençli mecA geni taĢımayan suĢların 

amoksisilin klavulanik asit (20/10 µg) ile yapılan ADDT sonuçları. 
A) S. aureus ATCC43300 (MRSA, Dirençli kontrol suĢu); S. aureus ATCC 25923 (MSSA, Duyarlı 

kontrol suĢu); A41 (S. aureus, 26 mm, duyarlı); A22 (S. chromogenes, 30 mm, duyarlı); B) A32 (S. 

xylosus, 25 mm, duyarlı); B18 (S. aureus, 21 mm, duyarlı); A44 (S. aureus, 21 mm, duyarlı); A52 (S. 

xylosus, 25 mm, duyarlı); 
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4. TARTIġMA 

 

Süt sığırı iĢletmelerinde infeksiyöz klinik ve subklinik mastitis, hayvan 

sağlığını etkilediği kadar süt veriminin ve kalitesinin düĢmesine yol açtığından 

iĢletmenin kar oranının sürdürebilirliğini de önemli oranda etkilemektedir (BaĢtan, 

2002;  Sabuncuoğlu ve Çoban, 2006). Türkiye, süt sığırı üretimi açısından dünyada 

önde gelen ülkelerden olup, 2009 yılı verilerine göre 4 133 148 baĢ sağılan sığır 

(kültür, melez ve yerli ırk) mevcuttur ve 11 583 313 ton süt üretimi yapılmıĢtır 

(TÜĠK, 2010). Ülkemizde üretilen toplam sütün % 87,1’i inekten elde edilmektedir 

(TÜĠK, 2010). Burdur ili ise 2010 yılı verilerine göre 102 795 baĢ sığır ve 37 844 baĢ 

buzaği ve dana sayısı ile büyükbaĢ hayvan yetiĢtiriciliğinde önemli bir ilimizdir 

(Tarım Bakanlığı, 2010). Süt sığırı yetiĢtiriciliği, Burdur ekonomisinde önemli bir 

yer tuttuğundan, stafilokoklardan kaynaklanan ve tedaviye zayıf yanıt veren mastitis 

vakalarının bölgedeki yaygınlığı, iĢletmelerin ekonomik kaybını azaltmak için her 

yönüyle üzerinde durulmasını gerektirmektedir. Bu tez çalıĢmasında, stafilokok 

mastitislerinin tedavisinde veteriner hekimler tarafından yaygın olarak kullanılan 

beta-laktam grubu antibiyotiklere dirençliliğinin temel göstergesi olan metisilin 

dirençliliğinin, mastitis vakalarından izole edilen stafilokok suĢlarında araĢtırılması 

amaçlandı. Ayrıca, beĢeri hekimlikte metisilin dirençli stafilokok enfeksiyonlarının 

tedavisinde son seçenek olarak değerini koruyan vankomisin için bu suĢların 

duyarlılıkları araĢtırıldı.  

 Enfeksiyöz etkenlerden kaynaklanan mastitislerde stafilokok etkenleri en 

baĢta gelmektedir (Arda ve Ġstanbulluoğlu, 1979; Mc Donalds, 1979; Tenhagen ve 

ark., 2006; Olde Riekerink ve ark., 2008; Pyörala ve Taponen, 2009). Yapılan 

araĢtırmaların sonuçları, çalıĢmaların yapıldığı coğrafik bölgeye, iĢletme tiplerine ve 

çalıĢma sürülerinin seçimindeki kriterlere göre değiĢmekle birlikte,  mastitis 

vakalarından izole edilen mikroorganizmaların genellikle % 30-50’sini 

stafilokokların oluĢturduğu yönündedir (Sargeant ve ark., 1998; Gianneechini ve 

ark., 2002; Tel ve ark., 2009).  Bu çalıĢmada da mastitis problemli olan sığırların       

% 58,9 (63/107)’undan stafilokok izole edildi. Enfekte meme lobu açısından 

değerlendirildiğinde ise meme loblarının % 41,5 (127/306)’ inin stafilokok etkeni 

taĢıdığı belirlendi.   
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  ÇalıĢmada izole edilen 100 stafilokok suĢunun 82 (% 82)’si KPS suĢları 

olarak tanımlandı ve bunların da 65’inin S. aureus ve 17’sinin S. intermedius 

suĢlarından oluĢtuğu belirlendi. Geriye kalan 18 (% 18) suĢ ise KNS suĢları olarak 

izole edildi. S. aureus suĢlarının izole edilen KPS suĢları içindeki oranı % 79,3 

(65/82) olarak belirlendi. Bu sonuçlar, bölgede, Türkiye’de ve dünyanın diğer 

bölgelerinde yapılmıĢ olan S. aureus’un KPS türleri ve tüm stafilokok türleri 

içerisinde sığır mastitis vakalarından izole edilen en yaygın tür olduğunu gösteren 

çalıĢmaların sonuçları ile uyumlu bulundu (Nickerson ve ark., 1995; Waage ve ark., 

1999; Turutoglu ve ark., 2002). S. intermedius’un tüm suĢlardaki oranı ise % 17 

olarak bulundu. Bu oran daha önceki bildirilere göre biraz yüksek bulunmaktadır 

(Hodges ve ark., 1984; Capurra ve ark. 1999). Ancak, Vural ve ark. (1999), 

laktasyondaki aylara göre stafilokok suĢlarının izole edilme oranlarına baktıklarında, 

laktasyonun 3. ve 4. aylarında izole edilen S. intermedius oranının daha yüksek 

olduğunu gözlemlemiĢler ve çalıĢmalarında, laktasyonun 3. ayında izole edilen 

stafilokok suĢlarının % 13,05’inin S. intermedius olduğunu açıklamıĢlardır. Bu 

çalıĢmada, süt numunelerinin toplandığı ineklerin laktasyon evreleri kaydedilmedi. 

Ancak süt örneklerinin, çoğunluğu laktasyonun bu evrelerindeki ineklerden 

toplanmıĢ olma ihtimali S. intermedius sayısının bu seviyelerde çıkmasının nedeni 

olabilir.  

KNS türleri önceleri hafif subklinik mastitisten sorumlu tutulurlarken son 

yıllarda yapılan çalıĢmalarda KNS türlerinin prevalansında artıĢ olduğu ve KNS’lerin 

üzerinde durulması gerektiği vurgulanmıĢtır (Pitkala ve ark., 2004; Rajala-schultz ve 

ark., 2004; Tenhagen ve ark., 2006; Taponen ve ark., 2006; Bradley ve ark., 2007). 

Bu çalıĢmada da stafilokok suĢlarının % 18’ini KNS türleri oluĢturdu. Son yıllarda 

yapılan çalıĢmalarda, sığır mastitislerinde KNS prevalansının % 50’leri bulduğu 

görülmektedir. Pitkala ve ark. (2004), Finlandiya’da ülke çapında yapılan bir 

sörveyde, mastitisli meme loblarından izole edilen suĢların % 50’sini KNS suĢlarının 

oluĢturduğunu belirlemiĢtir. Rajala-Schultz ve ark. (2004), Ohio eyaletinde bir 

araĢtırma çiftliğinde mastitis vakalarının % 78’inin KNS kaynaklı olduğunu 

bildirmiĢtir. Benites ve ark (2002), mezbahada topladıkları mastitisli meme 

dokularının bakteriyolojik muayenesinde, izole edilen bakterilerin  % 53’ünün KNS 

suĢlarından oluĢtuğunu belirtmiĢlerdir. Ayrıca, bu tez çalıĢmasında, KNS suĢlarının 
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% 61,2’si (11/18) subklinik vakalardan izole edilirken, % 38,8’inin (7/18) klinik 

vakalardan izole edildiği görüldü. Bu sonuç, KNS türlerinin daha çok subklinik 

enfeksiyonlara yol açtığını belirten araĢtırmacıları destekler niteliktedir (Pyörala ve 

Taponen, 2009). Diğer taraftan, KNS izolatlarının tür identifikasyonu sonuçları 

dünyanın diğer bölgelerinde yapılan çalıĢmaların sonuçları ile uyumlu bulundu. 

ÇalıĢmalarda en sık izole edilen KNS türlerinin baĢında S. chromogenes ve S. 

simulans olduğu belirtilmekte (Waage ve ark., 1999; Taponen ve ark., 2006; 

Gillespie ve ark., 2009; Pyöral ve Taponen, 2009) ve bu çalıĢmada da KNS suĢları 

içinde en fazla identifiye edilenler arasında S. simulans ve S. chromogenes suĢları 

bulunmaktadır. 

Gerek fenotipik gerekse genotipik olarak metisiline dirençli stafilokok 

suĢlarının sığır mastitis vakalarından izole edildiğine iliĢkin Türkiye’nin değiĢik 

bölgelerinde yapılmıĢ çalıĢmalar mevcuttur. Fenotipik metisilin dirençliliği Erzurum 

bölgesinde ADDT ile S. aureus için % 8,7, KNS için % 1,6 (Kireçci ve Çolak, 2002); 

Burdur bölgesinde ADDT ile S. aureus için % 17,5, KNS için % 22,8 (Türütoğlu ve 

ark 2006); Aydın bölgesinde ADDT ile S. aureus için % 60 ve KNS için % 73 

(Kırkan ve ark. 2005) ve Afyonkarahisar bölgesinde ADDT ile KNS için % 58,9 

(ġeker ve Özenç,  2010) olarak rapor edilmiĢtir.  Bu sonuçlardan metisilin 

dirençliliğinin bölgeden bölgeye farklılık gösterdiği, bununda çoğunlukla bölgedeki 

suĢların farklı olmasından kaynaklanabildiği gibi test metotların farklı olmasından, 

çalıĢmada kullanılan örnekleme metodunun farklılığından, test edilen örnek sayısının 

farklılığından ve test sonuçlarını değerlendirmedeki olabilecek farklılıklardan da 

kaynaklanabilmektedir (Erksine ve ark. 2004). Ayrıca çalıĢma populasyonlarını 

oluĢturan sığırların yaĢlarındaki, sürü büyüklüklerindeki, önceden antibiyotik 

uygulamasının yapılıp yapılmadığı (seleksiyon baskısı) gibi faktörlerdeki 

farklılıklarda çalıĢmalarda birbirinden oldukça farklı sonuçların çıkmasına neden 

olabilir. Özellikle antibiyotik kullanımı (seleksiyon baskısı) dirençli alt 

populasyonların seleksiyonunu sağlamakta ve antibiyotik dirençliliği yüksek 

çıkabilmektedir. Rajala-Schultz ve ark. (2004), doğal mastitis vakalarından izole 

ettiği KNS suĢlarında tespit ettiği dirençlilik oranı ile antibiyotik kullanımı arasında 

uyum olduğunu göstermiĢtir. Çoğunlukla çalıĢmalarda, bahsedilen bu faktörler 

hakkında detaylı bilgi verilmediğinden, sonuçları tam anlamıyla karĢılaĢtırarak 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gillespie%20BE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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değerlendirip sonuca gitmek mümkün olmamaktadır. Bu çalıĢmada, agar-disk 

difüzyon tekniği ile araĢtırılan 100 stafilokok suĢunda fenotipik dirençlilik, ADDT 

ile  % 31 (31/100), agar dilüsyon tekniği ile ise % 38 (38/100) olarak belirlendi. 

ÇalıĢmadaki S. aureus için fenotipik dirençlilik ADDT ve agar dilüsyon tekniği ile 

sırasıyla % 23,1 (15/65) ve % 30,8 (20/65), KNS suĢları için ise % 88,9 (16/18) ve % 

100 (18/18) olarak belirlendi. ADDT’inde orta derecede dirençli çıkan 5 suĢ agar 

dilüsyon tekniğinde dirençli olarak belirlendi. Ayrıca, bu çalıĢmada KNS 

suĢlarındaki metisilin dirençliliğinin S. aureus suĢlarından yüksek çıkması Türütoğlu 

ve ark. (2006) ve Kırkan ve ark. (2005)’nın çalıĢmalarının sonuçları ile uyumlu 

bulundu. Bu sonuçlar, bölgede metisilin dirençliliğinin yüksek olduğunu ve 

tedaviden cevap alabilme olasılığının düĢük olabileceğini göstermektedir.  

Bu çalıĢmada, PCR sonuçlarına göre ise toplam 100 stafilokok suĢunun 43 (% 

43)’ü mecA genini taĢımaz iken, 57 (% 57)’sinin sahip olduğu görülmektedir. 

SuĢların 20’si hem fenotipik olarak hemde genotipik olarak dirençli çıkarken, 25’i 

hem fenotipik olarak hem de genotipik olarak metisiline duyarlı bulundu (Çizelge 

3.10). Ayrıca, mecA geninin mevcut olduğu 37 stafilokok suĢu (25 S. aureus ve 12 S. 

intermedius) fenotipik olarak duyarlı bulundu (Çizelge 3.10). Böyle suĢlardaki 

durum, mecA geninin ekprese olamaması yani baskılanmasına ve metisilin 

dirençliliğinin heterojen karakter taĢımasına bağlanmaktadır.  

Genel olarak, mecA genini taĢıyan ancak fenotipik olarak duyarlı olan suĢlarda 

mecA geninin ekspresyonunu kontrol eden baĢta regülatör genler olmak üzere (mecI-

MecRI), diğer kromozomal genlerin, mecA ekspresyonunu baskıladığı bilinmektedir. 

Böyle suĢlarda, mecI-MecRI regülatör bölgesi tam fonksiyoneldir ve güçlü Ģekilde 

mecA ekspresyonu baskılanmaktadır. MecI-MecRI regülatör genleri sağlam olan 

suĢlarda beta-laktam antibiyotikler, mecRI regülatör genini yeterli seviyede ve hızda 

aktive edemez. Bir baĢka ifade ile oksasilin gibi beta-laktam antibiyotikler oldukça 

zayıf indükleyicidirler ve böylece direncin ekspresyonu kısmen veya tümüyle 

baskılanmıĢ olur. Bu suĢlarda, fenotipik testlerde duyarlı olarak tespit 

edilmektedirler. (Kuwahara-Arai ve ark., 1996; Stapleton ve Taylor, 2002). Bu 

suĢlarda direncin geliĢmesi, antibiyotiklerle karĢılaĢma sonrasında selektif baskı 

sonucu mecI veya mecA operator-promoter bölgelerinde mutasyonlar veya silinmeler 

(deletion) ile mecI’nin inaktive olması ve takiben devamlı PBP2a üretimi ile 
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gerçekleĢmektedir (Stapleton ve Taylor, 2002). Ayrıca, fem faktörleri bakteri hücre 

duvarı peptidoglikan tabakasının oluĢumuna etki ederek, dolaylı olarak metisiline 

karĢı direnç mekanizmasında rol oynadıklarından, bunlardaki inaktivasyonlar 

metisilin dirençliliğinin etkilenmesiyle sonuçlanabilir (Stapleton ve Taylor, 2002). 

Ayrıca, fenotipik testlerin heterojen olarak metisiline dirençli suĢların ve 

borderline dirençli suĢların belirlenmesinde yetersiz kaldığı bilinmekte ve bu 

durumun heterojen dirençli suĢların kültürlerinde, fenotipik testlerle belirlenebilecek 

seviyede dirençlilik gösteren bakterilerin sayısının az olmasından (1/10
6
) 

kaynaklandığı belirtilmektedir. (Brown, 2001;  Gosbell ve ark., 2003). Bu az 

sayıdaki bakterideki direnç, mec elementinin dıĢında ilave kromozomal 

mutasyonlardan kaynaklandığı belirtilmektedir (Stapleton and Taylor, 2002). Böyle 

heterojen karakterde dirençli mecA geni taĢıyan suĢlar, fenotipik testler tarafından 

duyarlı olarak rapor edildiğinde, beta-laktam antibiyotik kullanımı ile dirençli alt 

populasyonların varlığından dolayı tedavi baĢarısız olabilmektedir (Martineau, ve 

ark. 2000; Sakoulas ve ark., 2001). Ayrıca bir çok dıĢ faktörün (inokulasyon miktarı, 

inkübasyon süresi ve sıcaklığı, besiyerinin pH ve NaCl yoğunluğu gibi) dirençliliğin 

ekspresyonu üzerine etkili olmakta ve fenotipik testlerin sonuçlarını etkilemektedir 

(Brown, 2001; Brown ve ark., 2005). Benzer Ģekilde, Sareyyüpoğlu ve ark. (2006), 

Ankara’nın Haymana ilçesinde mastitisli ineklerden izole ettiği S. aureus suĢlarında 

fenotipik dirençlilik tespit etmez iken (% 0), PCR ile mecA geninin suĢların % 

3,1’inde bulunduğunu belirlemiĢtir. Bu çalıĢmada da, S. aureus suĢlarında fenotipik 

direnç % 30,8 (20/65) iken mecA geni taĢıma oranı % 56,9 (37/65) olarak belirlendi 

(Çizelge 3.10). 

Diğer taraftan bu çalıĢmada fenotipik testlerle dirençli bulunan 20 S. aureus 

suĢunun 12 (% 60)’sinin mecA geni taĢıdığı, 8 (% 40)’inin mecA genini taĢımadığı, 

18 fenotipik testlerle dirençli bulunan KNS suĢlarının 8 (% 44,4)’inin mecA geni 

taĢıdığı, 10 (% 55,6)’unun ise mecA genini taĢımadığı görüldü (Çizelge 3.10). Benzer 

Ģekilde, Türütoğlu ve ark. (2009), fenotipik olarak dirençli bulduğu 18 S. aureus 

suĢunun 3 (% 16,7)’ünün mecA genini taĢıdığını, Kore’de Moon ve ark. (2007) 

fenotipik metotlarla belirlenen 21 MRSA suĢunun 13(% 61,9)’ünde mecA geninin 

bulunduğunu, Kumar ve ark. (2010), Hindistanda yaptıkları çalıĢmada, fenotipik 

olarak metisiline dirençli bulduğu S. aureus suĢlarının % 77’sinin mecA geni 
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taĢıdığını rapor etmiĢtir. Sareyyüpoğlu ve ark. (2006), Ankara’nın Çubuk ilçesindeki 

mastitis vakalarından izole edilmiĢ S. aureus suĢlarında, fenotipik dirençliliği % 58,6 

genotipik dirençliliği ise % 31 olarak belirlemiĢtir. Böyle fenotipik testlerle dirençli 

bulunup mecA geni taĢımayan suĢlardaki direnç için değiĢik mekanizmalar sorumlu 

tutulmaktadır. Bunlar, aĢırı beta laktamaz üretimi, aĢırı PBP’lerin üretimi ve 

PBP’lerde nokta mutasyonları olarak sayılabilir (Chambers, 1997; Gülay, 2002; 

Sancak, 2007). Ancak, amoksisilin klavulanik asit kombinasyonu ile yapılan disk 

difüzyon testinde bu suĢların (10 KNS ve 8 S. aureus suĢu) duyarlı olduğu görüldü 

ve çalıĢmadaki bu suĢlardaki fenotipik dirençliliğin aĢırı beta-laktamaz üretiminden 

kaynaklandığı belirlendi. Ancak bu durum, böyle suĢlarda fenotipik metisilin 

dirençliliğinde diğer mekanizmaların tamamıyla olmayacağı anlamına gelmeyeceği 

belirtilmektedir (Martineau ve ark., 2000). 

KNS suĢlarında, ADDT ile metisiline dirençlilik oranı % 88,9 (16/18)  

çıkarken, agar dilüsyon duyarlılık tekniği ile tümünün (%100) MĠK değeri 0,5 μg/ml 

üzerinde bulunduğundan tümü dirençli olarak tespit edildi (Çizelge 3.10). CLSI’nın 

1999’da KNS suĢları için kritik MĠK değerlerini değiĢtirmeden önceki kritik 

değerlere göre sonuçlar değerlendirildiğinde ise (MĠK 4 µg/ml ve üzeri dirençli, 2 

µg/ml ve aĢağısı duyarlı) KNS suĢlarının sadece 5 (% 27,8)’i dirençli çıkmaktadır.  

Agar dilüsyon tekniği, ADDT’de orta derecede dirençli çıkan 5 S. aureus 

suĢunun ve duyarlı çıkan 2 KNS suĢunun dirençli bulunması dıĢında diğer tüm 

suĢlarda ADDT ile aynı sonuçları verdi. Bu durum, agar dilüsyon tekniğinin yüksek 

duyarlılığa sahip olmasından ve heterojen dirençli suĢları belirleyebilmede daha etkin 

olmasından kaynaklanmaktadır ve nitekim bu nedenlerden dolayı CLSI tarafından 

standart test olarak kabul edilmektedir (CLSI, 2006b; Hanlon ve ark. 2007). Ayrıca, 

ADDT sonuçları çevre Ģartlarında kolaylıkla etkilenmekte olup dirençli suĢların tümü 

ve borderline heterojen dirençli suĢlar belirlenemeyebilmektedir (Brown, 2001). 

Diğer taraftan, aĢırı beta-laktamaz üreten suĢlar dar inhibisyon zonu 

oluĢturabilmektedir (Brown, 2001). Bu nedenle, PCR ile mecA geninin araĢtırılması 

ve birden fazla fenotipik testin kulanılması gerçek mecA kökenli metisilin dirençli 

suĢların belirlenmesi açısından önerilmektedir (Brown, 2001). Bu çalıĢmada, ikinci 

bir fenotipik test olarak agar dilüsyon tekniği kullanıldı.  
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Vankomisin, MRSA ve metisilin dirençli KNS türlerinin yol açtığı 

enfeksiyonlarda son seçenek olarak önemini korumakta olup, hastane kökenli ve 

toplum kökenli olan bu enfeksiyonların tedavisinde beĢeri hekimlikte yaygın biçimde 

kullanılmaktadır. Yapılan gerek fenotipik gerek genotipik çalıĢmalarda hayvanlardan 

izole edilmiĢ stafilokok suĢlarında vanA geni taĢıyan vankomisin dirençli suĢa 

rastlanılmamıĢtır (Pereira ve Siqueira-Júnior, 1995; Huber ve ark., 2010; Kumar ve 

ark., 2010; Türkyılmaz ve ark., 2010). Bu çalıĢmanın sonuçları da yapılan 

çalıĢmalarla uyumlu bulundu ve test ettiğimiz 100 stafilokok suĢunun tümü 

ADDT’de duyarlı olarak bulundu. Ayrıca, bugüne kadar bilinen VRSA suĢlarının, 

uzun bir süre vankomisin tedavisi almıĢ olan hasta kiĢilerden izole edilmiĢ olduğu ve 

Türkiye’de vankomisin içeren bir preparatın veteriner hekimlikte kullanımının 

mevcut olmadığı düĢünüldüğünde, sığır mastitis vakalarından vankomisin dirençli 

stafilokok suĢunun izole edilme olasılığı düĢük olmaktadır. Ancak daha duyarlı test 

olan ve referans test olarak bilinen agar dilüsyon tekniği ile 10 suĢ (7 S. aureus ve 3 

KNS), vankomisine orta derecede dirençliliği iĢaret eden MĠK değeri (MĠK:4-8 

µg/ml) verdi. Bu sonuçlar, vankomisine duyarlılığı azalmıĢ suĢların sığır mastitis 

vakalarından  izole edilebileceğini göstermektedir. ADDT ile agar dilüsyon tekniği 

sonuçları arasında Ģekillenen bu farklılık, vankomisin dirençliliğinin heterojen 

karakterde olabilmesi ve MĠK değeri farklı alt populasyonlarının bulunmasından 

kaynaklamıĢ olabilmektedir. Populasyon Profil Analiz yöntemi ile bu suĢlardaki 

durumun homojen veya heterojen karakteri ortaya çıkartılmalıdır. Aynı Ģekilde, 

Türkyılmaz ve ark. (2010), Aydın bölgesinde sığırların mastitis vakalarından izole 

edilmiĢ 16 MRSA suĢunun vankomisin için MĠK değerlerini agar dilüsyon tekniği ile 

araĢtırmıĢ ve bunların 7’sinin MĠK değerini 4 µg/ml olarak yani duyarlılığı azalmıĢ 

suĢ olarak bulmuĢtur.  

CLSI tarafından vankomisin dirençliliğinin belirlenmesinde, ADDT 

kullanımının yanlıĢ sonuçlar verebilmesinden dolayı güvenilir olmadığı, bu nedenle 

agar dilüsyon tekniği gibi referans ikinci bir testin kullanımının gerekliliği 

belirtilmektedir (CLSI, 2006b). Bu çalıĢmada da, agar dilüsyon tekniği kullanılarak 

CLSI’nin önerileri doğrultusunda çalıĢılmıĢ olundu ve bu çalıĢmanın sonuçlarının 

güvenilirliğini artırmaktadır.  
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Yapılan vanA spesifik PCR sonuçlarına göre, fenotipik testlerle gerek duyarlı 

çıkan 90 suĢun gerekse duyarlılığı azalmıĢ bulunan 10 suĢun hiçbirinin söz konusu 

geni taĢımadığı belirlendi. Bu sonuçlarda, Aydın bölgesinde Türkyılmaz ve ark. 

(2010)’nın, PCR ile test ettiği 7 VISA suĢunda vanA geninin bulunmadığını gösteren 

bulguları ile uyumlu bulundu. Bu Ģekilde vakomisine duyarlılığın azalması, bakteri 

hücre duvarı peptidoglikan biyosentezindeki oluĢan değiĢiklikle açıklanabilmektedir. 

Böyle suĢlarda peptidoglikan sentezi artmıĢtır. Ayrıca, peptidoglikan zincirindeki 

çapraz bağlanmalarda azalma ĢekillenmiĢ ve D-alanin-D-alanin rezidülerinin 

sayısında artıĢ olmuĢtur. Bu değiĢiklikler kapan etkisi yapmakta ve vankomisin 

molekülleri bu fazlaca bulunan D-alanin-D-alanin rezidüleri tarafından tutulduğunda, 

vankomisin molekülleri bakteri yüzeyinde birikerek diğer vankomisin moleküllerinin 

bakteri hücre duvarı sentezinin gerçekleĢtiği plazmik membrana yakın yerdeki hedef 

bölgelere ulaĢması engellenmiĢ olmaktadır (Hiramatsu ve ark., 1997a; Hanaki ve 

ark., 1998; Geisela ve ark., 1999; Hiramatsu, 2001). 

ÇalıĢmada, KNS suĢlarının % 16,7 (3/18)’si ve S. aureus suĢlarının % 10,8 

(7/65)’i VISA suĢu olarak belirlendi. Bu durum, KNS suĢlarının S. aureus suĢlarına 

göre daha yüksek antibiyotik dirençliliği geliĢtirdiklerine iliĢkin bildirileri 

desteklemektedir (Pitkala ve ark., 2004; Taponen ve Pyörala, 2009). Türkiye’de 

Nakipoglu ve ark. (2005), Ġstanbul Üniversitesi Tıp Fakültesi’nde yaptığı çalıĢmada, 

54 KNS suĢunun 7’sinde vankomisine azalmıĢ duyarlılık tespit ederken inceledikleri 

82 S. aureus suĢunun tümünü duyarlı olarak belirlemiĢlerdir. 

 Mastitis kaynaklı stafilokokların, baĢta sağım esnasında ve sütün iĢlenmesi 

sırasında olmak üzere çeĢitli yollarla insanlara geçip enfeksiyon oluĢturma olasılığı 

bulunmaktadır. Bu çalıĢmada, metisilin dirençli suĢlara rastlanıldığından dolayı 

MRSA suĢlarının insanlara bulaĢma riski vardır ancak suĢların vankomisine dirençli 

olmaması, bu yolla insanlarda hayatı tehdit edici tedavisi güç enfeksiyonların oluĢma 

riskini ortadan kaldırmaktadır. Fakat, çalıĢmada vankomisine duyarlılığı azalmıĢ 

suĢların bulunmuĢ olması dikkat çekici olup, heterojen karakterde vankomisine orta 

derecede dirençli olmaları durumunda, vankomisin kullanımı ile MĠK değeri 4-8 

µg/ml olan alt populasyonların, seleksiyon baskısı ile homojen dirençli VISA 

suĢlarının geliĢimi için prekürsör olarak rol oynayabilme olasılıkları bulunmaktadır. 

 

 



67 

 

 5. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

 

 

Klinik ve subklinik mastitis problemli meme loblarından izole edilen 

stafilokok suĢlarının metisilin ve vankomisin için duyarlılıklarının araĢtırılması 

amacıyla yapılan bu tez çalıĢması sonucunda aĢağıdaki sonuçlara varılmıĢtır: 

●Stafilokok türlerinin Burdur bölgesi’ndeki sığır mastitislerinden önemli derecede 

sorumlu olduğu, 

●Bu suĢlarda, gerek fenotipik olarak gerekse genotipik olarak metisilin 

dirençliliğinin yaygın olduğu, vankomisin dirençliliğinin ise fenotipik olarak sadece 

duyarlılığı azalmıĢ suĢların olduğu ancak genotipik olarak dirençliliğin olmadığı, 

●Fenotipik olarak dirençliliğin tespitinde birden fazla testin uygulanmasının 

metisilin ve vankomisin dirençliliğinin heterojen karakterde olabilmesinden dolayı 

gerektiği, vankomisin duyarlılığı azalmıĢ suĢların CLSI’nın önerdiği biçimde ancak 

agar dilüsyon tekniği gibi duyarlılığı yüksek olan ve MĠK değerini veren referans 

testlerle yapılması gerektiği,  

●MecA geni henüz eksprese olmayan suĢların olduğu, böyle suĢların ortaya 

konulmasının önemli olduğu ve bunu için fenotipik testlerin yanında PCR ile bu 

genin varlığının araĢtırılması gerektiği,  

●Sadece fenotipik olarak metisiline dirençli olup, mecA geni taĢımayan suĢların 

olduğu,  

●Vankomisin dirençli suĢun çıkmamasının suĢların zoonoz karakterinden dolayı halk 

sağlığı yönünden bir riskin olmadığı ancak duyarlılığı azalmıĢ suĢların bulunmasının 

önemli olduğu sonucuna varıldı. 

●Ayrıca, bölgede metisilin dirençli stafilokok mastitislerinin yaygınlığından dolayı 

koruma yöntemlerine önem verilmesi gerektiği sonucuna varıldı. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



68 

 

 

 

ÖZET  
 

 

Mastitisli Sığır Sütlerinden Ġzole Edilen Stafilokok Türlerinde Metisilin ve 

Vankomisin Dirençliliğinin Fenotipik ve Genotipik Analizi 

Bu tez çalıĢmasında, Burdur bölgesinden toplanan subklinik ve klinik mastitisli 

inek sütlerinden izole edilen stafilokok suĢlarında metisilin ve vankomisin 

dirençliliğinin fenotipik ve genotipik metodlarla araĢtırılması amaçlandı. Bu amaçla, 

121 klinik mastitisli ve 185 subklinik mastitisli olmak üzere toplam 306 meme 

lobundan alınan süt örnekleri kanlı agara ekilip 37 °C’de 24 saat inkübasyonda 

tutuldu. Stafilokok suĢlarının izolasyon ve identifikasyonu, koloni görünümleri, 

Gram boyama ile mikroskopik görünümleri ve biyokimyasal testler kullanarak 

gerçekleĢtirildi. 
 

Öncelikle, agar-disk difüzyon tekniği ile tüm suĢların oksasilin ve vankomisin 

için fenotipik dirençlilik durumlarının belirlenmesinin ardından, ikinci bir fenotipik 

test olarak agar dilüsyon tekniği ile oksasilin ve vankomisin için MĠK değerleri de 

belirlendi. Bu testler, CLSI’nın metisilin ve vankomisin için önerdiği protokoller 

takip edilerek gerçekleĢtirildi ve test sonuçları CLSI’nın kritik değerlerine göre 

değerlendirildi. Son olarak, tüm suĢların, mecA ve vanA genlerine spesifik primerler 

kullanılarak PCR ile genotipik dirençlilik durumları araĢtırıldı. 
 

Süt örneklerinden 82’si KPS, 18’i KNS olmak üzere toplam 100 stafilokok 

suĢu izole ve identifiye edildi. KPS suĢlarının 65’i S. aureus olarak, 17’si S. 

intermedius olarak identifiye edildi. KNS suĢlarının tür dağılımının ise 4 S. simulans, 

3’er S. chromogenes, S. lugdunensis ve S. xylosus, 2 S. haemolyticus, 1’er  S. hominis 

subsp. hominis ve S. cohnii. subsp. urealyticum Ģeklinde olduğu belirlendi. 
 

Agar-disk difüzyon tekniği ile yapılan antibiyogram testinde, oksasiline karĢı 

S. aureus suĢlarının 15‘i dirençli, 5’i orta derecede dirençli ve 45’i ise duyarlı 

bulurken, KNS suĢlarının 16’sı dirençli 2’si ise duyarlı bulundu. Agar dilüsyon 

tekniği ise agar-disk difüzyon tekniğinde orta derecede dirençli çıkan 5 S. aureus 

suĢunun ve duyarlı çıkan 2 KNS suĢunun dirençli çıkmaları dıĢında aynı sonuçları 

verdi. S. intermedius suĢlarının tümü ise her iki test sonucuna göre duyarlı bulundu. 

Vankomisin için yapılan agar-disk difüzyon tekniğinde ise tüm suĢlar duyarlı 

çıkarken, agar dilüsyon tekniği’nde ise 10 suĢun (7 S. aureus ve 3 KNS) vankomisine 

duyarlılığı azalmıĢ suĢ (MĠK: 4-8 μg/ml) oldukları belirlendi. 
 

PCR sonuçlarına göre ise toplam 100 suĢun 57’sinde mecA geni varlığı tespit 

edilirken vanA geni ise hiçbir suĢta belirlenmedi. Hem fenotipik olarak hem 

genotipik olarak metisiline dirençli ve duyarlı bulunan suĢların sayısı, sırası ile 20 ve 

25 olarak belirlendi.  
 

Sonuç olarak, Burdur bölgesinde sığır mastitislerinden sorumlu stafilokok 

suĢlarında metisilin dirençliliğinin yüksek olduğu, mecA geni aktif olmayan suĢların 

bulunduğu gibi sadece fenotipik olarak dirençli olan suĢlarında bulunduğu; 

vankomisin açısından ise, vankomisin dirençli suĢun bulunmadığı ancak duyarlılığı 

azalmıĢ suĢlarının bulunmasının dikkat çekici olduğu sonucuna varıldı.  
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Anahtar sözcükler: MecA,  metisilin, Staphylocccus spp., vanA, vankomisin. 
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SUMMARY 

 

Phenotypic and genotypic methicillin and vancomycin resistance analysis of 

Staphylococcus species isolated from cattle milk samples with mastitis 

 

In this study, determination of resistance to methicilline and vancomycin, by 

phenotypic and genotypic methods, in staphylococcus strains isolated from 

subclinical and clinical mastitic milk samples collected from the city of Burdur was 

aimed. For this purpose, 306 quarter milk samples, from udder with 121 clinical and 

185 subclinical mastitis, were streaked to blood agar and the plates were incubated at 

37 °C, in aerobic condition for 24 hours. Isolation and identification of 

Staphylococcus strains were performed based on colony characteristics, 

microscopical characteristics after Gram staining and biochemical tests. 

Firstly, phenotypical resistance of all staphylococcus strains in the study to 

oxacillin and vancomycin was determined by agar-disc diffusion technique and then 

MIC values for oxacillin and vancomycin were determined by a second phenotypic 

test, agar dilution tenchique. In these antimicrobial susceptibility tests, CLSI 

protocols were followed and the results were evaluated according to CLSI critical 

values.  

Total 100 Staphylococcus strains, 82 CPS and 18 CNS, were isolated. Sixty 

five of CPS strains were identified as S. aureus and 17 were identified as S. 

intermedius. CNS strains were identified as S. simulans (n:4), S. chromogenes (n:3), 

S. lugdunensis (n:3) ve S. xylosus (n:3), S. haemolyticus (n:2), S. hominis, subsp. 

hominis (n:1) and S. cohnii. subsp. urealyticum (n:1). 

According to oxacillin agar-disc diffusion technique results, 15, 5 and 45 out of 

65 S. aureus strains were determined as resistant, intermediate resistant and 

sensitive;16 and 2 out of 18 CNS strains were determined resistant and sensitive to 

oxacillin, respectively. In agar dilution technique, the similar results were obtained, 

except 5 intermediate resistant S. aureus strains and 2 sensitive CNS strains in agar-

disc diffusion technique were found resistant. All S. intermedius strains were found 

susceptible in both techniques. In vancomycin agar-disc diffusion technique, all 

strains were found sensitive but in agar dilution technique 10 strains (7 S. aureus and 

3 CNS) had reduced susceptibility to vancomycin.  

In PCR, although the presence of mecA gene were determined in 57 out of 100 

strains, none of the strains had vanA gene. The number of strains with both 

phenotipically and genotypically resistant and susceptible to methicillin were found 

as 20 and 25, respectively.  

In conclusion, we suggest that methicillin resistance in staphylococcus strains 

responsible from mastitis in cattle in Burdur province is high and the strains having 

nonexpressed mecA gene and the strains with only phenotypically resistant to 

methicillin are present; in terms of vancomycin resistance there is no resistant 

staphylococcus strains but presence of strains with reduced susceptibility to 

vancomycin is noteworthy.  

Key  words: MecA,  methicillin, Staphylocccus spp., vanA, vancomycin. 
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