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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MUS YORESINDEKI MASTITiSLi SUTLERDEN STAPHYLOCOCCUS AUREUS VE
PSEUDOMONAS AERUGINOSA iZOLASYONU VE PLAZMIT
ICERIKLERININ BELIRLENMESI

Nimetullah AKCAN

Tez Danmismani: Yrd. Doc. Dr. Yusuf ALAN
2017, 49 sayfa

Bu ¢alismada, Mus’un farkli bolgelerinden rastgele toplanan 88 adet siit 6rneklerinden
izole edilen Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa izolatlar1 biyokimyasal ve
molekiiler yontemlerle tanimlanmasi amaglanmistir. Molekiiler tanimlama P. aeruginosa i¢in
algD ve S. aureus igin ise Nuc gen dizisi kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu metodu ile
yapilmis ve sonug olarak toplam 19 adet siipheli S. aureus susu elde edilmis olup, P. aeruginosa
suglarmin varligi tespit edilmemistir. Tanimlanan izolatlarin plazmit DNA sayilar1 1 ila 3
arasinda degisiklik gosterdigi ve ortalama 2 plazmit icerdigi tespit edilmistir. izolatlarin
antibiyotiklere karsi en yiiksek duyarliligi siproflaksasin’e karsi (%100) gosterirken, en diisiik
duyarlilik ise penisillin, seftazidim, piperasillin ve trimethroprim’e (% 0.0) kars1 gostermistir.
Izolatlar en yiiksek orta dereceli duyarliligi kanamisin’e (% 52.7) karsi gostermis olup,
gentamisin’e karsi ise (% 10.5) en diisiik orta dereceli duyarlilik gosterdikleri belirlenmistir. S.
aureus suslar en yiiksek direnci penisillin, seftazidim ve trimethroprim antibiyotigine karsi

%100) gosterirken, en diisiik direnci ise Kanamisin’e (% 21) kars1 gosterdigi tespit edilmistir.
g g gLtesp

Anahtar Kelimeler: Mastitis, S. aureus, P. aeruginosa, Molekiiler Tanimlama,
Plazmit, Antibiyotik Direnglilik, Antibakteriyel Etki.



ABSTRACT

Master’s thesis

ISOLATION OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS VE PSEUDOMONAS AERUGINOSA
FROM MASTITIS MILK IN MUS REGION AND DETERMINATION
OF PLASMID CONTENT

Nimetullah AKCAN

Supervisor: Assit. Prof. Dr. Yusuf ALAN
2017, Page: 49

In this study, it was aimed to identify Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa isolates isolated from 88 randomly collected milk samples from different regions of
Mus by biochemical and molecular methods. Molecular identification was done by polymerase
chain reaction method using ald to P. aeruginosa and Nuc gene for S. aureus, resulting in a total
of 19 suspected S. aureus strains and P. aeruginosa strains were not detected. The identified
isolates were had plasmid DNA numbers varying from one to three and containing an average
of two plasmids. While isolates showed the highest sensitivity to antibiotics (100%) against
ciproflaxacin, the lowest susceptibility to penicillin, ceftazidime, piperacillin and trimethoprim
(0.0%). The isolates showed the highest moderate susceptibility to kanamycin (52.7%) and the
lowest moderate susceptibility to gentamicin (10.5%). S. aureus strains showed the highest
resistance against penicillin, ceftazidime and trimethoprim antibiotics (100%) while the lowest

resistance against Kanamycin (21%).

Keywords: Mastitis, S. aureus, P. aeruginosa, Molecular Description, Plasmid,

Antibiotic Resistance, Antibacterial Effect.
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1. GIRIS

Siit; disi memeli hayvanlarin yeni dogurduklar1 yavrularini besleyebilmek iizere,
siit bezlerinde hayvan tiirlerine gore farkl siirelerde salgilanan, i¢inde yavrunun kendi
kendisini besleyecek bir duruma gelinceye kadar almak zorunda oldugu tiim besin

maddelerini gerekli oranlarda bulunduran, porselen beyazi renginde kendine has tat ve
kokusu olan bir stvidir (Metin, 2003).

Birlesmis Milletler Halk Sagligi Teskilat1 siitii, bir veya daha fazla sayidaki
saglikli ineklerin tam olarak sagilmalari sonucu elde edilen, kolostrumdan yoksun, %
8.25 den daha az yagsiz kuru madde ve % 3.25 den daha az siit yag1 vermeyen taze

meme sekresyonu olarak tanimlamaistir.

Tirk Gida Kodeksine gore: ¢ig siit; bir veya daha fazla inek, keci, koyun veya
mandanin sagilmastyla elde edilen, 0 °C’nin lizerinde 1sitilmamis veya esdeger etkiye
sahip herhangi islem gormemis kolostrum digindaki meme bezi salgisidir (Anonim,
2000).

Siit, memelilerin neonatal donemle beraber biiylime ve geligsmeleri i¢in elzemdir.
Biiyiime ve gelismenin yani sira; yapisinda bulunan ve fizyolojik olarak énemli olan
immiinoglobulinler, enzimler, enzim inhibitorleri, biiyiime hormonlari, diger hormonlar,
bliylime faktorleri, antibakteriyel ajanlar gibi protein ve peptid yapili 6geler ile yag
asitleri, vitamin ve minerallerden dolayr yasam dongiisii igerisinde birgok Onemli

ozellige sahiptir (Fox, 2003).

Tayyar ve Sen (2007)’e gore, siit cesitli tuzlar ve siit sekerinden olusan
kristaleoitlerin bir eriyigidir. Bu eriyik i¢inde kazein ve albiimin koloidal halde, yag ise
emilsiyon halinde bulunmaktadir. Siitteki su ve diger maddelerin miktarlar1 ayni
olmakla birlikte protein ve yag miktarlari bakim ve beslenmeye, yasa ve hayvanlarin

tiiriine gore degisiklikler gostermektedir.

Genel ozelliklerine bakilirsa, siit, beyaz, opak (saydam olmayan) kendine has bir
lezzette, bazen sagildigi hayvanin yedigi yeme gore degisik kokuda, 6,3-6,5 pH’li
mevcut gidalarin iginde en milkemmel besleyici degere sahip bir sividir. Siit
denildiginde sadece inek siitii anlagilir. Diger hayvan siitleri sagildig1 hayvanin tiirii ile
adlandirilmaktadir (koyun siitii, ke¢i siitli, manda siitii v.b.). fakat dogumdan 15 giin
once ve 7 giin sonraya kadar sagilan siitlerin ticari siitlerin bir dnemi yoktur. Kolostrum

1



(ag1z siitl) olarak adlandirilan bu siitler yavrularin beslenmesinde biiyilk énem tasir

(Tayar ve Sen, 2007).

Siit ve siit triinleri ile ilgili caligmalarin gegmisi insanlik tarihi kadar eskidir.
Giliniimiizden 4500 yil oncesine ait bir Mezopotamya miihriinde, bereket tanricasinin
oniinde bir kecinin sagilis1 gosterilmektedir. Kutsal kitaplarda da siit sigir1 ile siit, yag,
peynir ve siit iiriinlerinin ekonomiye olan katkilarindan s6z eden 150’ye yakin genel
referansa rastlanmaktadir. Siit eski Misir ve Hindistan’da dini merasimlerde
kullanilirken, bazi ilkelerde de ilag yerine kullanilmistir. Orta Asya’da Kirgizlarin,
Arabistan’da bedevilerin ve Afrika’da Bantus’larin temel gida maddelerinin siit ve siit
tiriinleri oldugu bilinmektedir. Siit¢liliigiin ¢cok eski gegmisi olmasina ragmen, gelismesi
olduk¢a ge¢ ve yavas olmustur. Kimya, biyoloji, fizyoloji, bakteriyoloji, zooloji,
beslenme ve insan sagligi gibi bir¢cok bilim dallarinda goriilen gelismeler, siit
endiistrisinin de gelismesine katki saglamistir. (Konar, 1998). Tiiketilen siit ¢esidi
toplumlarin  kiiltiirlerine gore degisiklik gostermektedir. Ancak {iilkemizde siit
denildiginde akla ilk olarak inek siitii gelmesine karsin tiiketilmekte olan siitler inek,

koyun, kegi ve manda siitii olmak iizere 4 gesittir (Besler ve Unal 2006).

Diinya niifusunun her gecen giin hizla artmasi, sinirlt olan besin kaynaklarinin
daha verimli kullanilmasini zorunlu kilmistir. Bugiin diinyada insanlarin doyurulmasi
degil, ayn1 zamanda dengeli bir sekilde beslenmesinin de 6nemli oldugu anlasilmistir.
Dengeli bir beslenme saglanabilmesi igin protein yoniinden zengin hayvansal gidalarin
tilketiminin artirilmast  gerekmektedir (Kiiciikkoner ve Tarakg¢i, 1998). Ayrica
bilesimindeki ¢cok degerli ve komple besin maddeleri nedeniyle mikroorganizmalarin
gelisimi i¢in de uygun bir ortam olusturmaktadir. Bu nedenle ¢abuk bozulabilen ve
kolaylikla degerini kaybedebilen bir niteliktedir (Eralp, 1974; Giiven, 1993).

Sagliklt bir hayvanin memesinde sentezlenen siit, hi¢cbir mikroorganizma
icermez. Ancak, hayvan memesinden sagim islemi aseptik kosullarda yapildiginda bile
degisik kaynaklardan mikroorganizmalar siite bulasir. Siit daha meme icindeyken
hayvanin memesi tizerinde bulunan bakteriler siit kanallar1 vasitasiyla meme bezlerine
girerek siite gecerler. Bunun disinda sagim sirasinda, sagimdan sonra, taginirken,
isletmelerde ¢esitli  {iriinlere islenirken ve nihayet dagitim sirasinda da

mikroorganizmalarin siit ve mamullerine bulasma olasiligt mevcuttur. Sagim



kaplarindan, tagima donanimlarindan, ahir havasindan, sudan, yemden ve cevreden

birgok mikroorganizma siite bulasabilir (Metin, 2003)

Siit hayvaninin derisinden, ahir kosullarina bagli olarak daha degisik bakterilerin
bulasmas1 miimkiindiir. Hayvan derisi {izerinde Sik¢a rastlanan bakterilere 6rnek olarak;
S. aureus, E. coli, K. aerogenes, C. pyogenes, S. agalactiae, S. uberis, P. aeruginosa, B.
subtilis verilebilir. Bu bakterilerden bazilart meme iltihaplanmasina (mastitis) neden
olur ve siit teknolojisinde zararli olduklarindan istenmeyen bakterilerdir. Ahir
havasindan ileri gelen bakteri kontaminasyonu 0Ozellikle sagimdan o©nce ahirin
temizlenmesi, siipiiriilmesi veya yem verilmesi halinde ciddi boyutlarda olabilir
Mikroorganizmalar siite iki yol ile bulagirlar: 1. Sagimdan 6nce hastalikli hayvanin

meme bezlerinden. 2. Sagimdan sonra ortamdan bulagsma (Metin, 2003).

Mikroorganizmalar siit icerisinde hizla ¢ogalirlar. Bir damla kesilmis siitte 50
milyon kadar bakteri hiicresi bulunur. Siitte hem yararli hem de zararh
mikroorganizmalar bulunabilir. Bunlar; bakteriler, kiifler, mayalar ve bakteriyofajlardir.
Siitte en ¢cok bulunan bakteriler, laktozu pargalayabilen ve eksimeye neden olanlardir.
Asitlik belirli bir sinir1 asarsa siit hemen kesilir. Bunlarin bir grubu laktozu yalniz laktik
aside doniistliirdiigli icin homofermentatif, diger bir grubu ise laktik asit ile birlikte aset
aldehit, alkol ve gazlar1 meydana getirdigi i¢in heterofermentatif olarak adlandirilirlar

(Konar, 1998; Tekingen vd., 2002).

Normalde saglikli bir siit hayvaninin siitii sagim aninda steril olmasina karsin,
hijyenik olmayan sagim kosullarina bagli olarak siit, bakteriler ile kontamine olur.
Saglikli olmayan siit hayvanlari, mastitis ve subklinik mastitis gibi lokal enfeksiyon
etkenlerinin yani sira, sistemik enfeksiyon etkenlerinden olan Coxiella burnetii,
Mycobacterium bovis ve Brucella spp. gibi patojen mikroorganizmalar: siite
bulastirabilirler (Erol, 2007).

Siit ve mamiillerinin neden oldugu hastaliklar denildiginde genellikle bakteriyel
kaynakl1 enfeksiyon ve bakteriyel zehirlenmeler (intoksikasyonlar) akla gelmektedir.
Bakteriyel intoksikasyon; siit ve mamiillerinde olusan bakteriyel toksinin neden oldugu
hastaliklardir. Bakteriyel enfeksiyon ise, bakterilerle kontamine olmus siit ve mamdilleri
araciligiyla patojen bakterilerin viicuda alinmasi sonucunda ortaya ¢ikan hastaliklardir

(Metin ve Oztiirk, 2003)



Siit ve siit triinleri ile iligkili hastaliklarin biiylik c¢ogunlugu bakteriyel
kokenlidir. Tifo ve kizil hastaliklar1 etkeni olan Salmonella typhi ve Streptococcus
pyogenes gibi patojenler, bu bakterilerin tasiyicisi olan insanlar tarafindan ¢ig siite
bulastirildigindan 1940 yilindan o6nce, tifo ve kizil siitten kaynaklandig1 en sik rapor
edilen hastaliklar olmustur. Ikinci Diinya Savas1 boyunca Brusellozis, Salmonellozis ve
Stafilokok kaynakli gida zehirlenmeleri halk sagligini tehdit eden en Onemli
tehlikelerdendir. Listeriozis, ¢ig siitte bulunan Listeria monocytogenes adli patojen
bakteri tarafindan olusturulan ve 6liimciil olabilen bir hastaliktir (McSweeney ve Foxi,

2008).

1.1. Mastitis

Mastitis, Yunanca’da meme anlamina gelen ‘‘mastos’’ ve yangi anlamina gelen
““itis’> kelimelerinden koken almaktadir (Philpot ve Nickerson, 2000; Biggs, 2009).
Hastalik ¢ogu hayvanda goriilmekle birlikte, daha ¢ok siitgii ineklerinde gerek verimin
fazla olmas1 gerekse ¢ok aktif olan meme bezinin asir1 duyarli olmasi sebebi ile daha sik
ortaya ¢ikmaktadir (Kiligoglu, 1984).

Siit s1gir1 yetistiriciliginin en 6nemli hastalifi olan mastitis, meme bezlerinin
travmatik etkilere ve meme igerisine ekzojen veya endojen olarak giren
mikroorganizmalara karsi bir tepkisidir. Mastitis, klinik seyirlerine gore klinik ve
subklinik mastitisler olarak smiflandirilmaktadir. Meme dokusunda ve siitte
degisikliklerin goriildiigli klinik mastitisler, memede sisme, agri, kizariklik, sicaklik ve
duyarlhilik gibi mahalli belirtilerin yaninda ates, halsizlik, istah ve kilo kaybi gibi
sistemik hastalik belirtileri ile karekterizedir. Mastitisin, ikinci formu olan subklinik
mastitisler meme dokusunu, siit verimini ve bilesimini etkilemesi nedeniyle daha fazla
onem arz etmektedir. Subklinik mastitisler klinik belirti gostermeden seyrettigi i¢in
gozden kagmakta ve kolaylikla yayilabilmektedir (Bastan, 2009). Siit veriminin
azalmasi, sutiin kalitesinin bozulmasi, tedavi siiresince sitiin atilmasi, tedavi ve
veteriner hekim giderleri nedeniyle siit sigirciligi isletmelerinde biiyiilk ekonomik
kayiplara neden olan mastitislerin % 70’ni subklinik mastitisler olusturmaktadir (De

Graves vd., 1993).

Mastitisi olusturan sebepler ¢ok fazladir. Memenin anatomik yapisi, yas, 1rk,
hormonal durum, soguk, ani hava ve sicaklik degisimleri, iklim, travmalar, bakicinin
hayvana yaklagim sekli, sagim yontemleri, sagim makinalari, diizenli olmayan sagim,
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saglikli olmayan ahirlar, hastaliga kars1 duyarlilik, beslenme durumu, dogal koruma
mekanizmasinin baskilanmasi ayr1 ayri mastitisi olusturan veya hazirlayan sebeplerdir.
Bu sebeplerin hepsinin veteriner hekim tarafindan ortadan kaldirmak, dolayisiyla
mastitisi yok etme imkani olmadig da barizdir (Oncel,1984; Alacam, 2002; Oviedo-
Boyso vd., 2007).

Mastitislerin ortaya c¢ikisinda konaga, g¢evreye ve mikroorganizmalara ait
determinantlar 6nemli rol oynamaktadir. Konaga ait determinantlar arasinda itk ve
kaliim, yas ve laktasyon sayisi, laktasyon donemi, memenin dogal savunma
mekanizmalar: ve immiin sistemin giicii sayilabilir. Cevresel determinantlara ise hava
kosullari, mevsim, beslenme, sagim ile ilgili faktorler ve barinak kosullart 6rnek
verilebilir. Mastitis vakalarinin biiylikk c¢ogunlugu mikroorganizmalar (bakteriler,
viruslar ve mantarlar) tarafindan olusturulmaktadir (Arda, 1997). Sigirlardaki mastitis
vakalarindan 135’ten fazla mikroorganizma izole edilmesine ragmen enfeksiyonlarin
cogunlugu Stafilokoklar, Streptokoklar ve Gram negatif bakteriler tarafindan
olusturulmaktadir (Tenhagen vd., 2006).

Saglikli siit, saglikli hayvanlardan elde edildigi i¢in, hayvan sagligin1 korumak
ve mastitis olgularini erken teshis etmek temel hedeftir. Siit endiistrisinde mastitis
nedenli ekonomik kayiplar, siit kalitesinin ve siit veriminin azalmasi, buna bagli olarak
da ila¢ ve veteriner hizmet kullaniminin artmasi ve yem giderlerinin artis1 sonucunda
ortaya ¢ikmaktadir. Aymi zamanda, enfeksiyonun tedavisi i¢in kullanilan
antibiyotiklerin siitte kalint1 birakmasi, bilingsiz olarak ila¢ kullanimina bagl gelisen
antibiyotik direngli bakteriler, tedavi olanaklarinin siirlanmasi gibi olumsuz etkiler.
Diizenli ve bilingli kontrol programlarimin uygulanmasi, klinik mastitis olgularinin
azaltilmasin1 ve subklinik enfeksiyonlarin da erken teshis edilmesini saglamaktadir

(Blood, 1989).

Meme bezine mikroorganizmalarin bulagsmasi genellikle sagim sirasinda
olmaktadir. Bulasmada sagimi gergeklestiren kisinin elleri, meme bezi, havlu veya
kurulama kagitlari, sagim makinast ve meme kadehlerinin roli biiylktir. Sagim
sirasinda meme bezine bulasan S. aureus, Streptococcus agalactiae ve Mycoplasma’lar
gibi gesitli mikroorganizmalar mastitis 6nemli etkenleridir. Diger bulasmalar sekilleri
ise sagimlar arasindaki donemde olmaktadir. Bu donemdeki muhtemel bulasma yollari,

Kontamine altlik materyali ve ya toprak, meme baslarinin arka bacaklarla temas,



kuyruk hareketleri sonucu memenin kontaminasyonu, ,meme ve meme loblarinin
yalanmasi, sineklerin etkisi ve hayvanlarin 1slanmasi seklinde siralanmaktadir. Sagimlar
arasindaki donemde en fazla streptokok ve kolifor gibi ¢evresel mastitis etkenleri meme

bezine bulastigi bilinmektedir (Philpot ve Nickerson, 2000).

Mastitisin sekilenebilmesi igin sadece patojenik bir mikroorganizmanin memeye
girmesi yeterli olmamakla birlikte, orada yasamasi ve patojenik etki yapabilecek sayiya
ulagsmas1 gerekmektedir. Mastitise neden olan etkenlerin meme dokusuna girisi
hususunda galaktojen enfeksiyonun yani meme basi deligi, meme basi kanali ve siit
kanallarinin ilk planda rol aldigi bilinmektedir. Ciinkii mastitis vakalarinda meme
loblarini tamami1 ayni1 anda enfekte olmayip bazen 1, bazen 2 ve nadiren 3-4 loblar
birlikte enfekte oldugu bilinmektedir. Ayn1 zamanda meme loblarindaki etkenler de
genellikle farklillk gostermektedir. Meme dokusu hematojen yolla da enfekte
olabilmekte ve bu yolla olusan enfeksiyonlar genellikle tiiberkiiloz, brusella ve sap gibi
hastaliklarda sekillenmektedir (Berkin ve Milli, 1984).

Siit iretiminde azalmaya, siit kompozisyonunda ve Kalitesinde bozulmaya,
ekonomik kayiplara ve halk sagliginda tehlikeye neden olan mastitisin etkisi bir hayli
fazladir. Bu nedenle, etkili bir kontrol programi bu sorunlari ¢6zmek bakimindan
oldukca onemlidir. Isletmelerde yiiksek kaliteli siit iiretimi i¢in sadece siiriideki hasta
hayvanlarin elimine edilmesi yeterli degildir. Bununla birlikte, sagim makinalarinin
diizenli bakim ve dezenfeksiyonu, rasyon Kkalitesinin arttirilmasi, mikrobiyal
kontaminasyonun en az seviyede tutulmasi yiiksek Kaliteli siit iretimi i¢in 6nemlidir.
(Oviedo-Boyso vd., 2007; Haveri, 2008).

Isletme diizeyinde etkin kontrol programlarinin uygulanmas: ile mastitis nedenli
kayiplarin azaltilmas1 miimkiin olabilmektedir. Mastitis kontrol programlarinin
uygulanmasi ve bu programlarin devamliliginin saglanmasi, 6zellikle kapasiteleri biiyiik
olan siit isletmelerinde, ekonomik verimliligin en Onemli gostergesidir. Ancak
iilkemizde 6zellikle siit yonlii yetistiricilikte isletme kapasitelerinin kiiclik olmasi ve
heniiz verimlilik merkezli mastitis kontrol programlarinin olusturulamamasi nedeniyle,

stit Giretiminde biiylik ekonomik kayiplar ortaya ¢ikmaktadir (Atasever vd., 2008).



1.2. Mastitise Neden Olan Mikroorganizmalar

Siitgli sigirlarda 140’ iizerinde farkli etken mastitise neden olabilmektedir. Bu
Ozelligiyle de diger hastaliklardan ayrilmaktadir. Mastitislerin biiylik bir bdliimi
bakteriyel etkenlere bagli olarak sekillenmektedir (Philpot ve Nickerson, 2000).
Mastitise neden olan mikroorganizmalar; kontagiyoz, ¢evresel, firsat¢1 ve diger etkenler

olmak tizere 4 grupta incelenmektedir:

Kontagiyoz Mikroorganizmalar: Mastitis etkeni olan mikroorganizmalar S.
aureus, S. agalactiae, Mycoplasma bovis ve Corynebacterium bovis’tir. Bu grup
mikroorganizmalar memede iireyerek uzun siireli subklinik mastitislere yol

acmaktadirlar.

Cevresel mikroorganizmalar: cevresel streptokoklar ve koliformlar diye iKi
grupta incelenmektedir. Cevresel streptokok olarak Streptococcus uberis ve
Streptococcus dysgalactiae bilinmektedir. Koliformlar ise Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca ve Enterobacter aerogenes’tir. Bu grup
mikroorganizmalar siklikla kisa stireli klinik mastitislere, E. coli ve K. pneumoniae ise

siklikla akut toksik mastitislere neden olmaktadir.

Firsatgr mikroorganizmalar: Bu grupta, S. aureus disinda 20’nin tizerinde
stafilokok tiirii yer almaktadir. Ayn1 zamanda bu etkenlere staphylococcus tiirleri veya
koagulaz negatif stafilokok (KNS)’lar denmektedir. Bu etkenler her ne kadar her siiriide
siklikla izole edilse de, bunlara bagli sekillenen enfeksiyonlar genellikle hafif
seyretmektedir. KNS’ler en ¢ok kuru donemde enfeksiyon sekillendirmektedir,
dolayisiyla post-partum donemde bu etken ile enfekte meme loblarinin yiizdesi en
yiiksek diizeydedir. En ¢ok izole edilen KNS tiirleri Staphylococcus chromogenes ve
Staphylococcus hyicus 'dur (Bastan, 2002; Foster, 2006; Schukken ve vd., 2007; Pinho
ve vd., 2008; Biggs, 2009).

Diger mikroorganizmalar: Pseudomonas, Pasteurella, Proteus, Serratia tiirleri,
mayalar, Nocardia tiirleri, Actinomyces pyogenes ve Gram pozitif basiller bu grupta yer
aldig1 bilinmektedir. Bu etkenlerin birkagina bagli olarak olusan enfeksiyonlarin
genellikle altinda yatan sebep, antibiyotiklerin meme lobuna kullanimina uygun bir
bigimde verilmemesidir. Serratia tiirlerine bagli olarak gelisen mastitisler antibiyotik
tedavisine iyi cevap vermedigi gorilmektedir. P. aeruginosa kontamine su ile
bagdastirilmaktadir. Bu mikroorganizmanin sorun oldugu bir siiriide, zaman
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kaybetmeden biitin su kaynaklar1 test edilmelidir. Ayn1 zamanda, sagim arag
gereclerinin temizligi i¢in kullanilan deterjanlar da Pseudomonas’larin iiremesi igin
potansiyel bir kaynak olabilmektedir. Bu yiizden, temizlik ve dezenfeksiyon igin
kullanilan soliisyonlarin mutlaka dogru konsantrasyonda hazirlanip hazirlanmadiklari

kontrol etmek son derece 6nemlidir (Pinho vd., 2008; Biggs, 2009).

1.2.1. Staphylococcus aureus

Stafilokoklar ilk defa 1884 yilinda Rosenbach tarafindan irinli yaralardan izole
edilmistir (Schleifer, 1986). Onceki yillarda Micrococcaceae familyasi icinde yer alan
Stafilokok cinsi, Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin son baskisinda
Bacilli sinifinda Bacillales takiminda yer almaktadir. Stafilokok cinsi i¢erisinde yer alan
tirler, patojenite kriteri olarak kabul edilen koagulaz enzimi sentezleme yeteneklerine
gore koagulaz pozitif stafilokoklar (KPS) ve koagulaz negatif stafilokoklar (KNS)
olmak {izere iki ana gruba ayrilmaktadir. KPS’lar S. aureus, S. intermedius ve S. hyicus

tiirlerini igine almaktadir (Akan, 2006).

Stafilokoklar, Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, katalaz pozitif, oksidaz negatif
ve liziim salkimi seklinde kiimeler tarzinda 0.5-1.5 pm c¢apinda koklardan olugsmaktadir.
Laboratuvarlarda rutin amagla kullanilan besiyerlerinde kolayca iirer ve 37 °C’de 24-48
saat i¢inde 2-4 mm ¢apinda diizgiin koloniler olustururlar. Stafilokoklar
karotenoidlerden dolayr pigment meydana getirirler. S. aureus altin sarisi, S.
Epidermidis ise beyaz renkte koloni olusturur. Ancak anaerobik kosullarda pigment
olusturma yetenegi ortadan kalkar. Laboratuvarda 10-42 °C’de iireyebilmelerine ragmen
optimum ilireme 1sis1 37 °C‘dir. Sporsuz olmasina ragmen dis etkilere ve
dezenfektanlara karsi oldukca dayaniklidir. Kiiltlirlerde +4 °C’de 2-3 ay, -20 °C’de 3-6
ay canliliklarin1 koruyabilirler. Stafilokoklar 60 °C’lik 1siya 30 dk dayanabilirler.
Fenolde (% 2) 15 dakikada inaktive olurken, % 9’luk NaCl ve sakkaroza tolerans
gosterebilmektedir (Akan, 2006).

Stafilokoklar insanlarda ve hayvanlarda g¢esitli hastaliklara neden olmaktadir. S.
aureus’un insanlarda, nazokomiyal enfeksiyonlara, toksinlere bagli enfeksiyonlara,
invazyon ve/veya sistemik yayilim sonucu ortaya ¢ikan enfeksiyonlara, deri ve yumusak
doku enfeksiyonlarina, cerrahi yara enfeksiyonlarina, santral sinir sistemi
enfeksiyonlarina, solunum sistemi enfeksiyonlarina, {iriner sistem enfeksiyonlarina,
kardivaskiiler sistem enfeksiyonlarina, kas ve iskelet sistemi enfeksiyonlarma neden
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olmaktadir. KNS’lar ise insanlarda endokardit, osteomyelit, okiiler operasyonlara bagl
gelisen endoftalmit, iiriner sistem enfeksiyonlarina, nazokomiyal ve toplumsal kokenli
gelisen enfeksiyonlara, immunsuprese bireylerde bakteriyemi ve viicuda uygulanan

protez implantlarini takiben gelisen enfeksiyonlara yol agmaktadir (Bilgehan, 2000).

Stafilokoklar hayvanlarda farkli klinik tablolarla karekterize enfeksiyonlara
neden olmaktadir. Ineklerde mastitis ve meme impetigosu, koyunlarda mastitis,
kuzularda enzootik kene piyemisi, periorbital ekzama, dermatit ve follikiilit, kegilerde
mastit ve dermatit, domuzlarda mastitis, meme bezlerinin botriyomikozisi, nekrotize
stafilokokal endometritis ve meme impetigosu, atlarda mastit ve botriyomikozis,
tavsanlarda ve yeni doganlarda eksudatif dermatit, apse, konjunktivit, kanatlilarda
stafilokokkal artrit, septisemi ve omfalit, kedi ve kopeklerde piyoderma, piyometra,

sistit ve otitis eksternaya neden olmaktadir (Gillespe vd., 1999).

Stafilokoklarin sahip oldugu toksinler, enzimler, ylizey proteinleri, kapsiil ve
slime gibi virulans faktorleri mastitislerin patogenezisinde dnemli bir yere sahiptir. Bu
faktorler konak savunma mekanizmalarindan etkenin korunmasina, memede enfeksiyon
baslatmasina ve invazyonuna yardimci olurlar. Akut inek mastitislerinde kiiciik meme
kanallarin fibrin pihtilariyla hizli bir sekilde tikanmasi, irinli bir sekresyon, fibrin
birikimi, etkilenen dokularin 6dematdz siskinligi goriilir. Yanginin siddeti birkag giin
icinde azalmaya baslar ve meme kanallarinin etrafinda meydana gelen doku iiremesine

bagli olarak meme dokusunda atrofi meydana gelir (Karahan, 2005).

S. aureus, gram-pozitif, yuvarlak, hareketsiz, genellikle kapsiilsiiz, sporsuz,
fakultatif anaerob bir bakteri oldugu bilinmektedir. Mikroskop ile bakildiginda iziim
salkimi seklinde goriilmektedir. Etken alfa toksin, beta-toksin, delta-toksin, gama-
toksin, lokosidin, eksfoliyatif toksin, enterotoksin gibi toksinler salgilamaktadir (Ali-
Vehmas ve Sandholm, 1995; Leloglu, 1997; Haveri, 2008).

S. aureus; pigmentli, koagiilaz pozitif, mannitol, siikkroz, maltoz ve trehalozdan
asit yapabilen, alfa toksin yapan, novobiocin’e duyarli, kapsiilsiiz bir bakteridir
(Bilgehan, 1994). S. aureus suslart optimum olarak 37°C ve pH 7,4.de iirerler. Bu
bakteriler fakiiltatif anaerob olmalarina karsin genellikle aerob iiremeyi tercih ederler
(Bilgehan, 1994; Brook vd., 1995). Basit besiyerleri dahil birgok besiyerinde iireseler de
kanli besiyerlerinde daha iyi ¢cogalirlar ve kolonilerinin etrafinda tam hemoliz meydana

getirirler. Jeloz besiyerlerinde ise yuvarlak kenarli, mat, kabarik, parlak yilizeyli S
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tipinde ve 1-2 mm c¢apinda koloniler olustururlar. Eger ortam uygunsa bu kolonilerin
cap1 6-8 mm.ye ulasabilir (Bilgehan, 1994).

Sekil 1.1. S. aureus bakterilerinin genel gériiniimii (Www.unpisi.it/images/ stafilococcocus)
Enfeksiyonlara yol agmadaki patojenitesi ve gidalarda olusturdugu zehirlenmeler
nedeniyle, bu bakterinin {izerinde ¢ok sayida arastirma yapilmis ve yapilmaya devam
etmektedir. Hayati1 tehdit eden nozokomiyal enfeksiyonlardan en sik soyutlanan
etkenlerin basinda gelen stafilokoklar, antibiyotiklere kars: gittikge artan direnglilikleri
sebebiyle gerek hastanelerde ve gerekse toplum kokenli enfeksiyonlarda biiylik bir
saglik sorunu haline gelmistir (Onciil vd., 2002).

S. aureus bakterisinin neden oldugu enfeksiyonlar ilk kez Isko¢ cerrah
Alexander Ogston tarafindan 100 yildan fazla bir zaman once karakterize edilmistir.
1890’11 yillarda S. aureus’un sigirlarda mastitise neden oldugunu séylemistir (Haveri,
2008). Dokular1 yikilamayan toksinler tiretmektedir. Etken, meme dokusuna girisinden
sonra immiin sistem uyarilmakta ve iltihapli bolgelere ¢ok sayida lokosit goc
etmektedir. Yikim ilk etapta, meme basi1 kanalin1 déseyen dokular ve bez sisternalarinda
baslamakta, daha sonra etken kanal sistemi i¢ine dogru ilerlemekte, alveollerde derin ve
kiiciik enfekte bolgeler olusturabilmektedir. Enfeksiyon bolgesinde yikimlanan dokular
yerine olusan skatriks dokusu veya apse, antibiyotiklerin bu boélgelere ulasmasina engel
olmaktadir. Alveollerdeki yikim sonucu ortaya ¢ikan 6lii veya yozlasmis hiicreler,
lokositler ile birleserek alveollerden siitun bosaltilmasini engellemekte ve bolgede
skatriks dokusunun artmasina sebep olmaktadir. Ancak tikali kanallar tekrar agilirsa,
etken meme dokusunun diger boliimlerine ilerlemektedir Bu sekilde memenin farkl
bolgelerinde apseler sekilenmekte ve bu apseler bazen disar1 agilmaktadir. Bazen de,
mikroapselerin kapsiilleri agilarak siite bakteri sagilimi olabilmektedir (¢iinkii her zaman

slite bakteri sa¢ilimi olmayabiliyor). Bu nedenle, S. aureus’u siitte izole etmek her vakit
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mimkiin olmamaktadir. Siitte bu bakteriyi izole etmemek, memede S. aureus’un

olmadigi anlamina gelmemektedir (Milli, 2001; Bastan, 2010a).

Staphylococcus aureus insanlarda birgok enfeksiyonlara neden olan bir
bakteridir. Ortam Sartlarina dayanikli olduklarindan dogada ¢ok yaygindirlar.
Insanlarda enfeksiyon yapan patojen stafilokoklarmn kaynagi yine insanlardir
(Hacibektasoglu vd., 1993). Insanlarin burun, bogaz ve deri gibi disa doniik yerlerinde
mevcut olan bakterilerin bir boliimii daimi, bir boliimii de gegici flora olmak iizere iki
grupta toplanir. Viicudun degisik kesimlerine yerlesmis patojenler arasinda en 6nemli
olani stafilokoklardir (Ergilin Arabaci vd., 2008).

S. aureus dogal olarak en fazla burun ve bogaz boslugunu o6rten mukaza
dokusunda yer alir ve buradan pek ¢ok yere yayilir. Deride ise en ¢ok ellerde, kollarda
ve ylizde bulunur. Ayni zamanda insan ve hayvanlarin diskilarinda, abseli yaralarda,
sivilce ve g¢ibanlarda da yogun olarak bulunmaktadir (Bilgehan, 1992). S. aureus’un
bazi 6zel direng mekanizmalar1 gidalarda bulunmasint ve gelismesini saglamaktadir.
Spor olusturmadigi halde viicut disinda canliligini uzun siire koruyabilen tek insan
patojenidir (Bilgehan, 1992; Arda, 2000).

Mastitislerin tanisinda S. aureus’a bagli bakteriyel izolasyon Onemli tani
yontemidir. Bir ¢iftlikte S. aureus’un dnemli bir sorun olup olmadigini belirlemek igin,
SHS uzun siire yiiksek seyreden ineklerden 6rnek almak olduk¢a Onemlidir. Bu
yaklasim, yararli bir baglangi¢ noktast olacaktir. Bununla beraber, S. aureus ile enfekte
ineklerde SHS’nin bazen diisik olacagi da unutulmamalidir. Mastitisli meme
loblarindan alinan siit orneklerinden S. aureus’u izole etmek her zaman miimkiin
olmamaktadir. Ciinkii bu bakterinin siit iginde sayisi bazen yiiksek, bazen de
gozlenmeyecek kadar diisiik olabilmektedir. O yiizden, S. aureus’u izole etmek igin
belirli zaman araliklari ile 2-3 siit 6rneginin bakteriyolojik muayenesi yapilmalidir. Tek
bir o6rnekteki negatif sonug, inegin S. aureus ile enfekte olmadigina kanit

gostermemektedir (Bastan, 2010a).

S. aureus’a bagli mastitislerde antibiyotik tedavisinin basarisiz olmasina sebep
faktorler; birden fazla meme lobunun enfekte olmasi, fazla sayida dogum yapmis olma,
enfeksiyonun beta-laktamaz iireten S. aureus’a bagh gelismesi, enfeksiyonun olusmasi

ile tedavi arasinda gegen siirenin uzunlugu, SHS nin yiiksek olmasi, meme dokusunda
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apse veya fibrozis sekilenmesi, meme basi lezyonlarmin siddeti ve diger saglik
sorunlaridir (Bastan, 2010a).

1.2.2. Pseudomonas aeruginosa

Etken aerobik, genellikle kapsiilsiiz ama bazen kapsiil olusumu goriilebilen, taze
kiiltiirlerdeki flagellalari ile ¢ok hizli hareket edebilen, kiiltiirlerde bazen ikiserli fakat
cogunlukla tek olarak goriilen basillerdir (Arda vd., 1997). Gram negatif basil olan P.
aeruginosa 0,5-0,8 mikrometre en ve 1,5-3,0 mikrometre uzunlugundadir. Hemen tiim
tirlerde bir polar flagella vardir. Ancak bazi tiirlerde 2 ya da 3 flagella
goriilebilmektedir (Iglewski 2002). P. aeruginosa genel besi yerlerinde kolaylikla iirer.
% 5 koyun kanli agarda beta hemoliz yaparlar ve petri kutusu agildiginda {iziimsii koku
duyulur (Arda vd., 1997). Optimal iireme 1sis1 37 °C’ dir, ancak 42 °C’ye kadar
yiikselebilir. Bu 1s1 toleransi, fiziksel durumunun cesitliliginden kaynaklanan ve dogada
firsatg1 patojen olmasmin verdigi bir sonugtur. Bununla beraber ¢ogalma igin nemli
yiizeylerin tercih edildigi goriilmektedir (Iglewski, 2002; Todar, 2002). Ancak, yiiksek
NaCl konsantrasyonu veya diisiik oksijenli ortam, Pseudomonas tiirlerinin kiiltiirii
yapilamayan canli bakteriler grubuna ge¢mesinde etkili olmaktadir (Ayaz ve Erol,
2004).

Sekil 1. 2. P. aeruginosa’nin genel goriiniimii (http://www.ehagroup.com)

P. aeruginosa 'nin hiicre duvari, sitoplazmik membran, peptidoglikan kat ve dis
membran olmak tizere 3 kattan olusmustur (Iglewski, 2002). Dis membran fosfolipit,
protein ve lipopolisakkarit’ten (LPS) meydana gelmistir. LPS, diger gram negatif
bakterilerde oldugu gibi toksik degildir. Bir¢ok tiirde LPS, heptoz, 2- keto-3-
deoksiocitonik asit ve hidroksi yag asitlerine ilaveten, i¢te polisakkaritleri igerir. Son
zamanlarda, kistik fibrosisli hastalardan elde edilen izolatlarda, polisakkaritlerin
olmadigi, ya da ¢ok az oldugu (O antijen) kanitlanmistir (Iglewski, 2002).
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P. aeruginosa izolatlarinin {i¢ koloni tipi vardir. Dogadan, yani toprak ve sudan
izole edilenler, biiyiik, diizgiin, parlak ve nemli, yaygin kiiclik rough koloni yaparken,
klinik Orneklerden izole edilenler genel olarak bir ya da farkli iki koloni tipi
olustururlar. Birinci formdaki koloni genis, kenarlari al¢ak, ortasi yiiksek, yumurta
goriiniimlii koloni olup, bu kolonilerin ylizeylerinde florosan goriiliir. Bazen bu
kolonilerin ortasinda ¢ikinti olabilir ve bu hal koloniye yagda yumurta goriintiisii
kazandirir. Bu ikinci tip koloniler genellik mukoid koloni yapisinda olup, solunum ve
tiriner sistem sekresyonlarindan izole edilip, alginat tiretirler. Dogal kaynaklardan izole
edilen suslar, kiiglik, diizensiz sekilli tiglincii tip kolonileri olusturur. Koloniler 48
saatlik inkubasyondan sonra daha belirgin bir hal alirlar. Smooth ve mukoid kolonilerin,
bakterinin kolonizasyon yetenegi ve virulensi iizerinde rol oynadiklar: diisiintilmektedir
(Iglewski, 2002; Todar, 2002).

Sigirlarda P. aeruginosa enfeksiyonlart ¢gogunlukla mastitise neden olmaktadir
ve buna bagli olarak sistemik enfeksiyonlar gelismektedir. Etken solunum sisteminde ve
intestinal sistemde de enfeksiyona neden olabilmektedir (Arda vd., 1997). Buna karsin
P. aeruginosa nin siit¢li sigirlarda hastalik yapma oraninin ¢ok yiiksek olmadigi (% 1-3)

bildirilmektedir (Kirk ve Mellenberger, 2002).

P. aeruginosa sigirlarda da firsat¢1 patojen olup, meme dokusu ya da meme
bezlerinde yaralanma oldugunda aktif hale gegmektedir. Ayrica diger bakterilerin ve
bakim - beslenme hatalarinin hayvan zayif disiirdiigii durumlarda hastalik kendini belli
etmektedir. Bakteri plastik yiizeylere, hortumlara, ¢elige yapisabilme yetenegindedir.
Bu nedenle iyi dezenfekte edilememis sagim makinalari yiizeylerine kolayca lokalize
olur. Bu &zellik inekten inege etkenin kolaylikla bulasmasini saglamaktadir. Ustlerini
saran koruyucu madde (biyofilm) bakteriyi metal yiizeylerin zararli etkilerinden
korurken, sanitasyon amaci ile kullanilan klorin, iyodin gibi dezenfektanlara da direngli
olmasini saglamaktadir. Bakteri genel olarak saglam dokularda dokularin dogal direnci
nedeniyle hastalik yapamamaktadir (Wolska vd., 1999).

1.3. Mastitis Etkenli Bakterilerin Plazmit Ozellikleri

Plazmit tanimi, ilkkez Joshua Lederberg tarafindan 1952 yilinda kromozom dis1
genetik pargalar i¢in kullanilmistir. Ancak plazmitleri ilk defa 1976’da Chassy ve
arkadaslar1 gozlemlemistir. Plazmitler; kromozom DNA’dan bagimsiz, sitoplazma
icersinde, farkli sayilarda, bakteri kromozomal DNA’sina oranla ¢ok daha kiiciik
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boyutta olan halka bi¢iminde ¢ift poliniikleotit ipliginden olusmus DNA molekiilleri
olarak tanimlanir. Bununla birlikte dogrusal plazmitlerin varligina da rastlanmaktadir

(Tunail, 2009; Yiiksekdag ve Beyatli, 2009).

Bazi maya ve mantarlara, bakterilerde, 6zgli kromozomlardan ayri1 olarak
bulunan bir baska kalitsal yapiya plazmit denilmektedir. Genel olarak plazmitler
genomik DNA’dan ayrilarak olusan dongiisel kalitsal yapilardir. Hiicre boliinecegi
zaman kromozomlardaki DNA gibi plazmitler de replike olabilmektedir. Sarmal ve
sirkiiler yapiya sahip bir plazmit bakteri kromozomunun % 0,2- 4,0’4 kadar
biiyiikliikktedir. Son zamanlarda yapilan arastirmalarda bazi plazmitlerin lineer bir yap1

gosterdigi saptanmistir (Brown, 2000).

Plazmitlerde, DNA replikasyonuna izin veren, bagimsiz ve yari-bagimsiz olarak
isimlendirilen replikasyon orijini 6zel bolgeler bulunur. Hiicre ikiye boliinecegi zaman
plazmit  replikasyonuda, = kromozomal DNA  replikasyonuyla ayn1  anda
gerceklesmektedir. Ayrica plazmit orjinli replikasyon enzimlerini de igerisinde
bulundurmaktadir, bu nedenle plazmitler de kendi replikasyonlarmni yapabildikleri
aciklanmistir. Bagka bir kopyasini olusturan plazmitler, krozomal DNA’da oldugu gibi
iki yavru hiicreye aktarabilmektedir. Hiicrenin biiylimesi, gelismesi ve iiremesi igin
plazmitler yasamsal 6neme sahip molekiillerin kodlandigi kalitsal yapilar degildir,
cliinkli plazmiti ¢ikarilan bakteri mutantlarinin higbir sikinti yasamadan ayni ortam
kosullarinda ve besi ortaminda ¢ok iyi bir bigimde iredikleri gézlenmistir (Tunail,
2009; Yiiksekdag ve Beyatli, 2009). Plazmitler sitoplazmada dagilmis halde degil de
kromozomlar iizerinde bulunursa epizom olarak tanimlanir. Genellikle plazmitlerin
tasidiklar1 kalitsal bilgi bakteriler i¢in biiylik bir 6nem arzetmemektedir. Baska bir ifade
de bu plazmitler bakteriden atilsa bile, hiicre yasamin1 devam ettirir. ancak; plazmitlerin
genelinde genetik bilgi, bakterilerin kotii kosullara karsi direng kazanmasini saglar.
Bakteri plazmitinde bulunan bazi1 gen triinleriyle naftalin, civa, toluen toksik maddeleri

zararsiz hale getirilebilir (Dilsiz, 1998).

Plazmitleri  farkli bir bakteriye kendini aktarabilmesine goére de
simiflandirlandirilir. Tra-genleri konjligatif plazmitleri tasirlar, bunlar bir plazmitin
baska bir mikroorganizmaya transferi olan konjligasyonun olusmasimi saglarlar.
Nonkonjiigatif plazmitler konjligasyonu baslatic1 etkiye sahip olmamaktadir. Yalnizca

konjiigatif plazmitlerin yardimiyla, aktarilabilirler. Bu kalitsal bilgiyi aktarmak i¢in
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gereken genlere sahip oldugu icin konjligatif plazmitlerin paraziti gibi goriiniirler,
yalniz; onlarin bulundugu ortamda yiiksek frekansta transfer edilebilirler (Lederbeg,
1998).

1.4. Bakterilerinin Antibiyotik Diren¢ Ozellikleri

Antibiyotiklerin tip, veterinerlik, su {rtinleri teknolojisi gibi genis bir kullanim
alanina sahip olmasi, bazi1 bakterilerinde diren¢ kazanmasina sebep olmustur. Direng
geninin varlig1 antibiyotige direngli bakterilerin gelismesinde ve segici antibiyotiklerin

kullanilmasi 6nemli bir yeri vardir (Mathur ve Singh, 2005).

Bakterilerde antibiyotiklere karsi diren¢ kullanima girmesinden kisa bir siire
sonra kazanilmistir. Antibiyotikler gelistikge bakterilerde yeni diren¢ mekanizmalari
gelistirmistir. Ayrica; kullanilan her bilingsiz antibiyotigin direngli bakteri suslarinin

hizli bir sekilde yayillmasini saglayan en 6nemli etkendir (Alan, 2014).

Bakterilerin  antibiyotiklere gosterdigi direng problemini ¢6zmek igin
gelistirilmesinin 6nemli lgiide ekonomik kaynak gerektirmesi bu durumun ne denli
onemli oldugunu ortaya koymaktadir. Yapilan son c¢alismalarda cocukluk ¢agi
enfeksiyonlarinin etkeni olan Streptococcus pneumoniae bakterisinin direng gelistirmesi
biiyiikk sorunlara zemin hazirladigi goriilmiistiir. Bununla birlikte stafilokoklar ve
enterokoklar gibi bazi bakterilerin etkeni oldugu enfeksiyonlar1 bu giiniin kosullarinda
hi¢bir antibiyotigin tedavi etmede yeterli olmamasi1 potansiyel bir tehlikedir (Favret ve
Yousten, 1989).

Stafilokoklar insan ve hayvanlarda ¢ok sayida hastaliga neden olabilmektedirler.
Inek, koyun ve kegilerde goriilen mastitislerin en énemli patojenlerinden biridir (Akan,
2006). S. aureus mastitislerinin tedavisinde meme i¢i veya parenteral yolla farkli
antibiyotik uygulamalarindan yararlanilmaktadir. Akut mastitis olgularinda hizli
tedaviye baglamak esas oldugundan, kiiltiir sonuglar1 beklenmeden genis spektrumlu bir
antibiyotik ile yiiksek dozlarda tedaviye baslanir. Ilacin 24 saat araliklarla ii¢ kez tekrar
uygulanmas1 tedavi sansimi artirir. Ancak, laktasyon donemindeki mastitis olgulari
antibiyotik uygulamasi ile tiimiiyle sagaltilamamasi nedeniyle kuru doneme gegildikten
sonra da sagaltima devam edilmesi tavsiye edilmektedir. Perakut mastitis olgularinda
oncelikle memenin tamamen bosaltilmas: esastir. Parenteral ve meme i¢i antibiyotik

uygulamasi ile infekte meme bdliimii ve hayvan kurtarilabilir. Antibiyotik tedavisine
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paralel olarak toksemiye karsi antihistaminik ve elektrolit tedavisi de uygulanir.
Mastitislerin kontroliinde en etkin yontem uygun ve hijyenik sagim prosediirleri ve

meme saglig1 kontrol programlarinin uygulanmasidir (Hutton vd., 1990).

Penisilinin kesfinden sonra S. aureus enfeksiyonlarinin tedavisi kolaylagmis
ancak daha sonralar1 penisiline direng¢ gelismesi sonucu tedavide giigliikler yaganmustir.
Metisilin, oksasilin, nafsilin gibi penisilinaza direngli penisilinlerin 1950*lerde kesfi ile
bu sorun kisa siirede ¢6ziilmiis ise de 1961 yilinda metisiline direngli suslarin tespit
edildigi bildirilmis ve methicillin resistant S. aureus (MRSA) olarak tanimlanmistir
(Bozkurt vd., 2007). Metisiline direngli stafilokoklar, biitiin beta-laktam antibiyotiklere,
sefalosporinlere ve beta-laktamaz inhibitér kombinasyonlarina invitro duyarli
goriinseler bile direngli kabul edilmektedirler (Clinical Laboratory Standards Institute,
2002).

P. aeruginosa bulundugu her nemli ortamda kolaylikla iireyebilen,
antibiyotiklere ve antiseptiklere olduk¢a direng gosteren bir mikroorganizmadir. Bu
cogul direncten sorumlu en 6nemli mekanizma antibiyotige karsi bakteriyel dis
membranda gecirgenlik azalmasi ve aktif pompa sistemi ile antibiyotigin disari
atilmasidir. P. aeruginosa’ da indiiklenebilir kromozomal AmpC tipi beta laktamaz
mevcuttur. Bu beta laktamazlar penisilin ve sefalosporinlere direngte onemli rol
oynarlar (Bastiirk, 2005). Ayrica P. aeruginosa tarafindan kodlanan porin proteinleri
cevre kosullarina gore kanallarin daralmasina neden olur. Bu durum antibiyotiklerin

gecisini siirlar ve antibiyotiklere karsi direnci artirmada yardimci olur (Arda, 2006).

Pseudomonas' lar, 6zellikle de P. aeruginosa yaygin olarak kullanilan antimikrobiyel
etkenlerin biiylik ¢ogunluguna direnglidir. Antibiyotiklere, kimyasal ve fiziksel ajanlara
direng; plazmitler aracihii ile olur. Ornegin karbenisilin, kloramfenikol, tetrasiklin,
stilfonamit, aminoglikozit gibi antibiyotiklere borat, kromat, civa iyonlari, telliirit ve

UV 1ginlarina direng boyledir (Kogoglu, 1994; Bastiirk, 2005).

16



2. MATERYAL ve METOT

2.1 Kullanilan Cihazlar

Tez calismamiz Mus Alparslan Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuarlar
Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratvarinda yapilmistir. Kullanilan alet ve cihazlar;
Otoklav (Niive, OT 40L, TURKIYE), Etiiv (Niive NB 20, BELCIKA), Mikroskop
(OLYMPUS, Cx21, ALMANYA), Su banyosu (Niive NB 20, BELCIKA), PCR cihaz1
(NYX Technik, USA), Jel Goriintilleme Cihaz1 (Micro DOC, Cleaver Scientific Ltd.
UK), Elektroforez Gii¢ Kaynagi (NYX Technik, USA), jel elektoforez tanki (Cleaver
Scientific Ltd. UK) ve santrifiij (Centurion Scientific, UK)

2.2. Kimyasallar

Bu calismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma ve Merck (Almanya),
antimikrobiyal testler i¢in kullanilan antibiyotik diskleri Oxoid (Almanya)’ dan elde
edilmistir. Molekiiler biyoloji malzemeleri Favorgen (Tayvan), Fermentas, Thermo
Scientific’den (USA), algD (Vic) ve Nuc gen varligini tespit etmek amaciyla kullanilan

primerler ise sentagen’den (Tiirkiye) temin edilmistir.

2.3. Siit Ornekleri

Bu c¢alismada Mus ili merkez/ilge ¢evre koylerindeki kiigiik ve biliylikbas
hayvanlardan siit Ornekleri toplanmistir. Mastitis siiphesi nedeniyle toplanan siit
ornekleri Mus Alparslan Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuarlari Uygulama ve
Arastirma Merkezi Laboratuarma getirilip materyal olarak kullanilmistir. Toplam 41
hayvanin 88 meme lobundan alinan siit 6rnekleri incelendi. Siit 6rnekleri, meme baglari
temizlenip % 70’lik alkol ile silindikten sonra bir miktar bosa sagilmasinin ardindan en
az 5 ml olacak miktarda steril tiipler i¢ine sagilarak alindi. Toplanan siit 6rnekleri steril
tiiplere alinmig, miimkiin olan en kisa siirede ve soguk sartlarda laboratvara getirilip
ayni anda izolasyonu yapilmistir. Bakteri izolasyonu ve molekiiler tanimlamadan sonra
siit Orneklerinin nerden temin edildigi ve izolasyon numaralar1 igerecek bigimde
isimlendirilmis ve -20 °C’ye alinmistir. Toplanan orneklerin ayrintili bilgileri Cizelge

2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2. 1. Mus ilinin farkli bolgelerinden toplanan siit 6rneklerinden izole edilen ve tanimlanan bakteri

listesi

Ornek No Ornek Alinan Ornek Alinan Yeri

Canh

NAG1, NAG2 * NAG3, NAG 4* Tnek

NAG 5, NAG 6, NAG 7, NAG 8 inek

NAG 9, NAG 10, NAG 11, NAG 12 Manda

NAG 13, NAG 14 Inek Giizeltepe Koyii

NAG15, NAG16 Kegi

NAG 17, NAG 18 Koyun

NAG 19, NAG 20 Kegi

NAT 1, NAT 2* inek

NAT 3, NAT 4

NAT 5, NAT 6, NAT 7, NAT 8 inek Tekyol K&yii

NAT 9 Koyun

NAT 10, NAT 11 Kegi

NAC 1, NAC 2, NAC 3, NAC 4 inek

NAC 5* NAC 6, NAC 7 * Inek

NAC 8, NAC 9 Kegi Cogiirli /Aring Koyii

NAC 10, NAC 11, NAC 12, NAC 13 inek

NAC 14, NAC 15, NAC 16, NAC 17 inek

NAB1 * inek

NAB 2, NAB 3, NAB 4 inek

NAB 5, NAB 6, NAB 7, NAB 8 inek Baglar Koyii

NAB 9, NAB 10* Mar )

NAB 11*, NAB 12

NAS 1, NAS 2, NAS 3, NAS 4 * inek Savan Kévi

NAS 5, NAS 6 *NAS 7, NAS 8 inek Y yu

NAKO 1 *NAKO 2, NAKO 3, NAKO 4 inek

NAKO 5 * NAKO 6, NAKO 7, NAKO 8 * inek Korkut/Ogul Koyii

NAKO 9, NAKO 10 Kegi

NAMT 1, NAMT 2 *, NAMT 3, NAMT4 inek Merkez/Tandozan Kévi

NAMT 5, NAMT 6, NAMT 7, NAMT 8 inek g yu

*

NAVO 1, NAVO? ek Oglakek Ky

NAMK 1, NAMK 2, NAMK 3 *, NAMK 4 inek

NAMK 5, NAMK 6, NAMK 7 *, NAMK 8 Inek Mus/ Karaagac¢ Beldesi

NAMK 9 * Manda

* S. aureus pozitif izolatlar.

18



2.4. Besiyeri ve Hazirlanmasi

Nutrient Agar Kimyasal Miktar (gr/l)
Pepton 6.0 gr
Yeast extract 2.09r
Beef extract LOgr
Agar 14.0 gr

Distile su ile karistirilarak 1000 ml’ye tamamlandi, tamamen ¢oziinene kadar
mikrodalga firinda kaynatildi. Otoklavda 121 °C’de 1.2 atm basincinda 15 dakika steril
edildi. Su banyosunda 50-55 °C’ye kadar sogutuldu ve 4 mm kalinlikta olacak sekilde

steril petrilere dokiildii.

Mannitol salt fenol-red agar

Mannitol Salt Phenol Red Agar 108g/L olacak sekilde distile su iginde 1sitilarak
eritilir ve otoklavda 121°C’de 1.2 atm basincinda 15 dakika siire ile sterilize edilir ve
petri kaplarina dokiiliir. Standart yayma yontemi ile ekim yapilir ve 35-37 °C’de 3 giine
kadar inkiibe edilir. inkiibasyon siiresi sonunda etrafi sar1 zon ile cevrili biiyiik sari-opak
koloniler S. aureus olarak sayilir. Mannitol S. aureus’un gelisimini desteklerken, ayni
zamanda koloni etrafinda fenol kirmizisi ile belirlenen sar1 zon olusumunu saglar (Arda,
2000).

2.5. Cozeltiler ve Hazirlanmasi

%3 NaCl ile doyurulmus fenol ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 20 ml distile su
icerisine 3 g NaCl ve 100 g fenol eklenerek 45 °C’deki su banyosunda ¢ozdiiriip oda
sicakliginda birakilmisti.

RNaz A ¢ozeltisi: 0.05 M sodyum asetat 5 ml distile su igerisinde karistirilip
tizerine 5 mg RNaz A eklenmistir. Kaynayan suda 5 dak. bekletme isleminden sonra -

20 derecede saklanmustir.
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Kristal Violet stok sol n

Kristal violet
Etanol

dH20

Liigol
fyot

Potasyum iyodiir
Sodyum karbonat

dH20

Tris

EDTA
Sakkaroz
Destile su

pH 8.0+ 0.02

Lizozim cozeltisi
Tris

Lizozim
Destile su
pH 8.0+ 0.02

Tris-EDTA-2
Tris
EDTA

Destile su pH
7.5+ 0.02

:1.0gr

1% 95

:100ml

1.0 gr
2.0 gr
:%5 60.0 ml

:140.0 ml

:0.7¢
:0.05¢
:6.5¢

: 100 ml

:0.15¢
10449

: 100 ml

Bazik Fuksin stok sol n

Bazik fuksin :3.0¢r
Etanol :%95
dH20 :100 ml
Metilen mavisi :0.3¢r

Etil alkol :30.0 ml
dH20 : 100 ml’ye tamamlanur.

DS cozeltisi

Tris :0.6¢g
EDTA :0.8¢g

SDS :209
Destile su 100 ml

pH 8.0+ 0.02

Tris-EDTA-1

Tris 10649
EDTA :9.5¢
Destile su : 100 ml

pH 8.0+ 0.02
Tris-HCI
Tris-HCI ;319
Destile su pH 100 ml
7.0+ 0.02



2.6. S.aureus ve P. aeruginosa Bakterilerinin izolasyonu

Laboratuvara getirilen siit 6rnekleri 5’er ml tartilip 5 ml fizylojik su igerisinde
3500 devir/dak. 2 dak. santrifiij edilmistir. 1 ml alinan stipernatant kismindan 10000
devir/dak. 30 sn santrifiij edilerek olusan siipernatant kismindan 1 ml alinmis ve 10000
devir/dak. 15 dak. santrifiijlenmistir. Siire sonunda tiip icerisinde kalan ¢okelti 1 ml
fizyolojik su ile coziilerek 10°°e kadar seri diliisyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan
diliisyonlardan mastitis kokeni bakterilerin izolasyonu igin niitrient agar ve kanli agara
ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler 42 °C ve 37 °C’de inkiibasyon edilmistir. Bu
islemin sonunda olusan ve mastitis etkeni kolonisi oldugu diisiiniilen koloniler alinip

stoklanmak {izere besi ortaminda aktif hale getirilmistir (Mandel vd., 1970).

2.7. S. aureus ve P. aeruginosa Bakterilerinin On Tanimlanmasi

Mastitis etkeni bakterilerin siit orneklerinden tanimlanmasinda izolatlarin
morfolojik (kok, ¢ubuk gibi), katalaz ve kiiltiirel 6zelliklerine (koloni morfolojisi, gram

boyama) bakilarak 6n tanimlama yapilmuistir.

2.7.1. Koloni morfolojisi
Inkiibasyon isleminden sonra petrilerdeki koloniler goriiniislerine, kokularina,

renklerine ve sekillerine bakilarak degerlendirme yapilmustir.

2.7.2. Gram boyama

Izolatlara ve kontrol susu olarak kullanilan S. aureus ATCC 25923 bakterilerinin
24 saatlik kiiltiirlerine gram boyama islemi uygulanmastir. Gram — pozitif ¢ubuk ve kok
sekilli bakterilere biyokimyasal testler uygulanmistir. Gram — negatif izolatlar ise

calisma kapsamindan ¢ikarilmistir.

2.7.3. Katalaz testi

Izolatlarin Niitrient agar’da gelistirilerek 1 ml % 3’liik hidrojen peroksit (H20)
aktarilmisgtir.  Gaz kabarciklarinin goriilmesi pozitif sonug¢ olarak kabul edilmistir.
(Hammes ve Vogel, 1995). Testte pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 25923 kiiltiirii

kullanilmistir.
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2.8. Molekiiler Biyoloji Metotlari

S. aureus ve P. aeruginosa’larin molekiiler olarak tanimlanmasi, igin
kullanilacak primerlerin belirlenmesi kromozomal (Genomik) DNA izolasyonu,

polimeraz reaksiyonu (PCR) islemi, ve plazmit DNA izolasyonunu kapsamaktadir.

2.8.1. Oligoniikleotit primerler
Izole edilen siipheli S. aureus’lar i¢in Nuc geni ve P. aeruginosa’lar igin ise
algD (vic) genlerinin primer dizilimleri (5°—3’) ve bant uzunluklar1 Cizelge 2.2’de

verilmistir.

Cizelge 2. 2. algD (vic) ve Nuc gen bdlgesinin tanimlanmasi i¢in kullanilan primer niikleotidleri (Wilson
vd., 1999; da Silvo vd., 1999)

Gen Primer Adi Dizilim (5'—3’) Uzunluk (bg)
algD (Vic) Forward TTCCCTCGCAGAGAAAACATC 520
Reverse CCTGGTTGATCAGGTCGATCT
Nuc Forward GCGATTGATGGTGATACGGTT 267

Reverse AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC

2.8.2. Kromozomal DNA izolasyonu

Calisma boyunca kullanilan 99 mastitis etkeni siipheli suslar1 ve Staphylococcus
aureus ATCC 25923 standart susu niitrient broth besiyerinde 37 °C’de 48 saat
aktiflestirilmistir. Daha sonra ependorf tiiplerine her 6rnekten 1.5 ml alinmistir ve 5 dak.
13.000 rpm’de santrifiij islemi yapilip siipernatant kismi baska bir yere aktarilmistir.
Elde edilen peletlerin genomik DNA izolasyonlarini Vivantis Genomik DNA Izolasyon
Kiti ile yapilmistir. Izolasyonu yapilan DNA daha sonraki galismalarda kullanilmak

tizere -20 °C’de saklanmustir.

2.8.3. Polimeraz zincir reaksiyonu
PCR (algD ve Nuc gen)

PCR islemi toplam 25 pl igerisinde yapilmistir. 10 pul dH20, 1’ser pl ileri ve geri
primerlerden, 5 ul PCR buffer (10X), 2.5 ul ANTP (10 mM), 0.5 pul MgCl2 (25 mM), 0.5
ul TagDNA polimeraz (5 U/ml) ve 4.5 ul DNA karigtirilarak hazirlanmistir. dH20’da

¢ozdiiriilen koloniden 3 pl alinarak kullanilmastir.

Calismamizda kullandigimiz primerler ticari firmalardan temin edilmistir
(Sentagen, Istanbul). PCR islemi 94 °C’de 3 dak. ilk ayristirma ile baslatilmis daha
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sonra 37 dongii olmak tizere 94 °C’de 1 dak. denatiirasyon, primerler i¢in uygun
yapisma sicakligi 55 °C’de 30 sn. ve 72 °C’de 1.5 dk. Uygun sentez zamani1 boyunca
gerceklestirilmistir. PCR iriinleri % 1°lik jel hazirlanarak, elektroforeze yiiklenmis PCR

ile ¢ogaltilan bolgeler UV 15181 altinda gozlenmis ve fotograflari alinmistir

2.8.4. Plazmit DNA Izolasyonu

Calismada toplanan siit Orneklerinden izolasyonu yapilan, kimyasal ve
molekiiler yontemlerle tanimlanan suslarin plazmit DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Bu
amagla, manuel plazmit DNA izolasyon ve hazir kit ile izolasyonu metotlar1 farkli ve

ayr1 zamanlarda uygulanmistir.

2.8.4.1. Hazir kit kullamlarak yapilan plazmit DNA izolasyonu

Plazmit DNA Iizolasyonu; Favorgen Plasmid DNA Extraction Mini Kiti
kullanarak firmanin (FAVORGEN) verdigi prosediire lizozim eklenerek modifiye
edilmis ve gerceklestirilmistir. Bunun i¢in niitrient besi ortaminda bir gece inkiibasyona
birakilmig bakteri kiiltiirti kullanilmistir. Gelismis olan bakteri kiiltiirinden 1 ml tiiplere
alinarak, 3500 devir/dak. 15 dak. Santrifiij edilmis ve bakteri hiicreleri ¢oktiiriiliip
stipernatant dokdiliir, pelette 1ml steril distile su eklenip vortekslenerek 2 dk da 10000
rpm’de santrifiijjlenir ve istte kalan sivi kismi birbirinden ayrilmistir, bu islem 2 kez
tekrarlanir. Elde edilen peletin tizerine 200 pl lizozim (8 mg/ml) konsantrasyonu ilave
edilerek karistirilir ve 37 °C 30 dak. su banyosunda lizozim inkiibasyonu saglanmistir.
Daha sonraki islemler ise iiretici firmanin protokoliine gore gerceklestirilmistir. Elde
edilen potansiyel plazmit DNA’ lar1 jelde goriintiilenir, fazla kalan kismida sonraki

calismalarda kullanilmak i¢in -20 °C’de muhafaza edilir.

2.8.4.2. Geleneksel plazmit DNA izolasyonu

Mastitis etkeni bakterilerin sus kiiltiirleri niitrient broth besi ortaminda 37 °C’de
24 saat gelistirilip, 5 mI’lik niitrient broth ortamlarina birer ml inokiilasyonlar yapilmis
ve alinan tiipler 30 °C’de 3 saat inkiibe edilmistir. Bakteriler kiiltiirleri sonra santrifiij
tiplerine alinip, 8000 devirde 10 dak. santrifiij islemi yapilmistir. Tiplerdeki hiicre
¢okeltisi kurutulduktan sonra 380 pl siikroz tamponunda ¢6ziilmistiir. 37 °C’ye kadar
isitilan bu ortama 100 pl lizozim ilave edilmis ve su banyosunda 37 °C’de 5 dak.
bekletilmistir. 50 pl Tris-EDTA-1 uygulamasi yapildiktan sonra, tiiplere 30 ul % 20

SDS ¢ozeltisinden ilave edilerek karistirilmistir. Son asamada santrifiij tiipleri 37 °C su
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banyosunda 10 dak. siire ile birakilmis lizizin tamamlanmasi saglanmigtir. Olusan
kiiltiirlere yeni hazirlanmis 30 ul 3 N NaOH c¢ozeltisinden ilave edilmis ve diiz bir
zemin lizerinde tiipler 10 dak. Siire ile yavasca gevrilerek kromozomal DNA’nin alkali
denatiirasyon kosullar1 saglanmistir. Denatiirasyon asamasimin sonunda santrifiij
tiiplerine 50 pl Tris-HCI ¢ozeltisi eklenerek, 3 dak. siire ile yine diiz bir zeminde hafifce
karistirllmistir. Tiplere, %3 NaCl ile doyurulmus fenol ¢ozeltisinden 0.8 ml ve 4 °C’de
tutulan 5 M NaCl ¢6zeltisinden 70 ul aktarilarak, 4 °C’de 10 dak. 13000 devirde
santrifiij islemi yapilmistir. Mikropipetlerle tiiplerde olusan {ist faz alinip yeni tiiplere
aktarilmig ve 0.8 ml kloroform/izoamilalkol (24:1) ¢ozeltisi ilave edilmistir. Elde edilen
bu karigima 4°C’de 20000 rpm’de 10 dak. santrifiij islemi uygulanmis, tekrar elde
edilen ist faz yeni tiiplere alinmis ve ayn1 hacimde soguk etanol eklenmistir. Etanol
aktarilan tiipler -20 °C’de bir gece birakildiktan sonra, 10 dak. 20000 rpm’de
santrifiijlenerek plazmit DNA ¢oktiirilmis ve sivi faz uzaklastirilarak g¢okeltiler
kurutulmustur. Kurutulan ¢okeltiler 20 pl Tris-EDTA-2 igerisinde ¢oziilmiis ve RNaz A
stok ¢ozeltisinden 2 pl ilave edilerek su banyosunda 37 °C’de 45-50 dak. inkiibasyonu
saglanmigtir (Anderson ve McKay, 1983).

2.8.5. DNA’nin jel elektroforezi

PCR iiriinleri i¢in agaroz jel hazirlamak iizere; %1 oraninda agaroz, 1X TBE
tamponu icerisinde homojen olarak karistirilip eritilmis ve elektroforez tabagina
dokiilmiistiir. Analiz edilecek ornekler uygun diliisyonlarmdan genellikle 4 pl alinarak,
1 ul yiikleme tamponu (%0.25 bromfenol mavisi; %40 sukroz; 100 mM EDTA,; pH 8.0)
ile karigtirllmistir. Bu sekilde 6rnekler jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir. DNA kontrolii
olarak uygun boyutlardaki DNA referansi; A DNA 1000 baz ¢iftlik veya 100 baz ¢iftlik
DNA markorleri (Favorgen) kullanilmistir. Elektroforez tankinda 500 mA ve jel 80 V
altinda kosturulmustur. DNA o6rnekleri UV 15181 (312 nm) altinda gorintiillenmis ve

fotograflar1 alinmistir.

Plazmit DNA f{irlinleri i¢in agaroz jel hazirlamak tizere; % 1 oraninda agaroz, 1X
TBE tamponu igerisinde eritilmis ve elektroforez tabagina aktarilmistir. Orneklerin
analiz i¢in uygun diiliisyonlarindan genellikle 4 pl alinarak, 1 pl yiikleme tamponu ile
karistirtlmistir. Bu sekilde ornekler jele yiiklenmistir. DNA kontrolii olarak uygun
boyutlardaki DNA referans;; A DNA 1000 baz g¢iftlik DNA markérleri (Favorgen)
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kullanilmistir. Elektroforez tankinda, jel 25-50 V ve 500 mA altinda kosturulmustur.
DNA o6rnekleri UV 15181 (312 nm) altinda goriintiilenmis ve fotograflanmustir.

2.9. izolatlarin Stoklanmasi

Bakteri suslar1 kisa siireli stoklar i¢in %15°lik gliserol ¢6zeltisi igerisine alinarak
— 20 °C’de muhafaza edilmistir. Daha uzun siireli saklama igin ise, besiyerinde 16 saat
gelistirilen bakterilerden 200 pl alinarak 3 dak. 12.000 rpm’de santrifiij edilerek
siipernatant kisminin uzaklagtirilmasi ve peletlerin %30 gliserol iceren niitrient broth

besi ortaminda ¢ozdiirilip, sok sogutma ile -80 °C’de gerceklestirilmistir.

2.10. izolatlarin Antibiyotiklere Kars1 Diren¢ Ozelliklerinin Belirlenmesi

Calismada kullandigimiz antibiyotikler Oxoid’den alinmistir. Kullanilan
antibiyotikler ve konsantrasyonlar1 Cizelge 2.3’te gésterilmistir.

Cizelge 2. 3. Kullanilan Antibiyotikler ve Konsantrasyonlari

Antibiyotik Konsantrasyon (pg)
Eritromisin 15
Siproflaksasin 5
Penisilin 10
Gentamisin 10
Seftazidim 30
Kloramfenikol 30
Piperasilin 100
Trimetroprim 5
Kanamisin 30

2.10.1. Disk difiizyon metodu

Calismada toplanan siit Orneklerinden izolasyonu yapilan, kimyasal ve
molekiiler yontemlerle tanimlanan S. aureus suslar ve standart (S. aureus ATCC 25923)
susun antibiyotik diren¢ 6zellikleri disk diffiizyon yontemi ile belirlenmistir. Bu amacla
eritromisin, kanamisin, penisillin, kloramfenikol, gentamisin, piperasilin, seftazidimi
siproflaksasin ve trimetoprim antibiyotiklerine karsi direng veya duyarlilik 6zellikleri
arastirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan ve 4 °C’de muhafaza edilen S. aureus suslari
stvi niitrient besiyerine asilanarak 37 °C de 24 saat siire ile aktiflestirmek igin
inkiibasyona birakilmistir. Deney tiiplerinde sterilize edilen ve 45 °C-50 °C ye kadar
sogutulan niitrient agarda aktivlestirilmis izolatlarla hazirlanan 24 saatlik (0.1 ml de 108

adet/ml) kiiltiir ile yapilmistir (Anonymous, 1999). Deney tiiplerine ekim saglandiktan
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sonra iyi bir bigimde karistirilip 9.0 cm ¢apindaki steril petrilere 15'er ml aktarilmis ve
besiyerinin esit bir sekilde petri kutusu ig¢inde dagilmasi saglanmistir (Collins vd.,
1989). Katilasan besiyerleri tizerine antibiyotik diskler uygun mesafelerle
yerlestirilmistir. Ekimi yapilan plaklar 6n inkiibasyon i¢in 4 °C’de 2 saat bekletilmistir.
Daha sonra 37 °C’de 24 saat siire ile inkiibasyonu saglanmistr. Son asamada ise olusan

inhibisyon zonlart mm cinsinde 6l¢timleri saglanmistir.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Mastitis Etkeni Bakterilerinin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Mastitis hayvan saglhiginda oldugu kadar insan sagliginda da énemli sorunlara yol
acabilmektedir. Hayvan sagliginda fonksiyonel meme lobundaki kayiplar, siit veriminde
azalma ve oliimlere neden olmaktadir. Insan saghgini ise diisiik kalitede siit/siit iiriinleri
ve siitte antibiyotik kalintilariyla olumsuz olarak etkilemektedir. Bu mikrobiyal
faktorler icerisinde ¢evresel mastitis etkeni olan S. aureus ve diger mastitis etkeni olan
P. aeruginosa ise gerek ¢ok fazla arastirilmamasi gerekse de antibiyotiklere olusturdugu

direng agisindan 6nemli bir yer tutmaktadir.

Calismanin bu kisminda Mus’un farkli kdylerinden geleneksel yontemlerle elde
edilen 88 siit 6rneginden 99 bakteri izolasyonu yapilmis ve daha sonraki yapilacak olan
calismalarda kullanilmak iizere -20°C’de saklanmustir. Siit 6rneklerinin toplandigi yerler

ve izole edilen suslar ile ilgili bilgiler Cizelge 3.1 de verilmistir.

Cizelge 3.1. Mus ilinin farkli bdlgelerden toplanan siit drneklerinden elde edilen izolat sayilart

Alindigx yer Siit izolat S. aureus P. aeruginosa
Giizeltepe Koyii 18 20 2 -
Tekyol Koyt 10 11 1 -
Cogiirlii Koyii 15 17 2 -
Baglar Koyt 10 12 3 -
Sayan Koyt 8 8 2 -
Korkut/ Ogul Koyt 9 10 3 -
Merkez/ Tandogan Koyii 6 8 1 -
Varto/ Oglakcik Koyt 4 4 2 -
Mus/Karaagaclh Beldesi 8 9 3 -
Toplam 88 99 19 -

Ayni siit orneginden birden fazla mikroorganizma elde edilmis. Bunlardan

sadece bir koloni alinarak stoklanmustir.

3.1.1. izolatlarin Morfolojik ve Biyokimyasal Olarak Tanimlanmasi

Saf kiiltiir olarak elde edilen mastitis etkeni bakteri izolatlarinin, biyokimyasal
metodlarla tanimlanmasinda, gram boyama reaksiyonu, mikroskobik morfoloji ve
katalaz aktivitesini gozlenmistir. P. aeruginosa bakterilerinin Gram negatif, katalaz
pozitif ve mikroskobik goriintiilerine bakildiginda c¢ubuik seklinde olduklari
goriilmistiir. S. aureus suslarinin ise Gram pozitif, kazatlaz pozitif ve mikroskop ile

bakildiginda tiziim salkimi seklinde oldugu belirlenmistir. Bakterilerinin izolasyonu
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yapildiktan sonra, petrilerde koloni gériiniisleri Inokiile edilen niitrient agar petrilerine
ve 48 saat inkiibe edildikten sonra elde edilen koloni goriintiileri sekil 3.1°de

gosterilmistir.

Sekil 3.1. S. aureus suslarinin niitrient agarda koloni goriintiileri

Mannitol salt agar yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde S. aureus
belirlenmesi ve saymmi i¢in selektif kati besiyeri olarak kullanilmistir. Besiyeri
bilesimindeki yiiksek tuz konsantrasyonu refakat¢i floranin gelisimini baskilar. Mannitol S.
aureus 'un gelisimini desteklerken, ayn1 zamanda koloni etrafinda fenol red ile belirlenen
sar1 zon olusumunu saglar. Standart yayma yontemi ile ekim ve 35-37 °C'de 3 giine kadar
yapilan inkiibasyon sonunda parlak kirmizi besiyerinde gelisen ve etrafi sar1 zon ile ¢evrili
biiylik parlak sari-opak koloniler S. aureus olarak sayilir. S. aureus suslarinin mannitol salt

agar gesimi sekil 3.2°de gosterilmistir.

Sekil 3.2. S. aureus suslarinin mannitol salt agarda gelisimi
Siit 6rneklerinden Izole edilen bakterilerin gram boyama sonucunda siipheli S.
aureus suslarinin gram pozitif oldugu belirlenmistir. izolasyonu yapilan S. aureus

suslardan gram boyama da elde edilen mikroskobik goriintiisii sekil 3.3’de verilmistir.
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Sekil 3.3. S. aureus susglarinin 151k mikroskobunda koloni gériiniimleri.

Mastitis kokenli S. aureus ve P. aeruginosa bakterilerinin oksidatif stres sonucu
olusan oksijen tiirevlerinden hidrojen peroksit (H202) olusturmakta, hidrojen peroksiti
oksijen ve H>O’yu pargalayabilmekte Mastitis kokenli S. aureus ve P. aeruginosa
bakterilerinin tanimlanmasinda basit bir yontem olan katalaz 6zelligi kullanilmaktadir.
Calismada kullanilan izolatlarin morfolojik incelenmesiden sonra Kkatalaz testi
yapilmistir ve 62 izolatin katalaz pozitif geriye kalan 37 susun ise katalaz
reaksiyonlarinin negatif oldugu gozlenmistir. Izolasyonu yapilan P. aeruginosa

suslardan gram boyama da elde edilen mikroskobik goriintiisii sekil 3.4’de verilmistir.
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Sekil 3. 4. P. aeruginosa suslarinin 11k mikroskobunda goriiniigleri.

Mastitis kokenli S. aureus ve P. aeruginosa bakterilerinin tanimlanmasinda
geleneksel siniflandirmanin temeli, morfolojik, fizyolojik ve farkli sicakliklarda, ph

degerlerinde, arjinin  degredasyonu ve  karbonhidrat  katabolizmasi  gibi
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metabolik/biyokimyasal 6zellikleri tuz yogunluklarinda arastiritlmasini iceren fenotipik
metodlara dayanmaktadir (Gobbetti vd., 2005).

Bu calismada, suslarin mikroskobik o6zelliklerine bakildiginda, 33 bakterinin
basil diger 66 susunda kok seklinde oldugu go6zlenmistir. Suslarin biyokimyasal
ozellikleri incelendiginde mastitis etkeni olan Stafilokoklara ait ozellikleri gosteren 27
susun Gram pozitif, Kkatalaz pozitif ve kok seklinde oldugu goézlemlenmistir.
Pseudomonas ait 6zelikleri gosteren 22 bakterinin de Gram negatif, katalaz pozitif ve
cubuk seklinde oldugu belirlenmistir. Suslarin biyokimyasal 6zellikleri arastirildiginda,

elde edilen sonuglar Cizelge 3.2.de verilmistir.

Cizelge 3.2. Bakterilerinin morfolojik ve biyokimyasal sonuglari

Izolatlar Gram Katalaz Testi Mikroskobik Fenotip
Reaksiyonu Basil Kok
NAG1 - + +
NAG 2 + + +
NAG 3 - + +
NAG 4 + + +
NAG 5 - + +
NAG 6 - + +
NAG 7 - + +
NAG 8 + - +
NAG 9 - + +
NAG 10 + - +
NAG 11 - + +
NAG 12 - + +
NAG 13 - + +
NAG 14 + + +
NAG 15 + - +
NAG 16 + + +
NAG 17 - + +
NAG 18 - + +
NAG 19 + + +
NAG 20 + - +
NAT1 + - +
NAT 2 + + +
NAT 3 - + +
NAT 4 - + +
NAT5 + - +
NAT6 + + +
NAT7 + - +
NATS + - +
NAT9 + - +
NAT10 + + +
NAT11 - + +
NAC1 + - +
NAC2 + + +




Cizelge 3.2’in devami

izolatlar

Gram
Reaksiyonu

Katalaz Testi

Mikroskobik Fenotip

Basil

Kok

NAC3

+

+

NAC4

+
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+ [
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+
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Cizelge 3.2’in devami

Izolatlar Gram Katalaz Testi Mikroskobik Fenotip
Reaksiyonu Basil Kok
NAMT4 - + +
NAMT5 + - +
NAMT6 - + +
NAMT7 + - +
NAMTS + - +
NAVO1 + + +
NAVO?2 - + +
NAVO3 + - +
NAVO4 + + +
NAMK1 + - +
NAMK?2 + - +
NAMK3 + + +
NAMKA4 + - +
NAMKS5 - + +
NAMKG6 + - +
NAMK?7 + + +
NAMKS + - +
NAMK9 + i +

3.1.2. izolatlarin algD ve Nuc gen bélgelerinin PCR ile cogaltilmasi

Mastitis kokenli S. aureus ve P. aeruginosa bakterilerinin tanimlanmas: ve
karakterizasyonu bilimsel ve endistriyel agidan 6nem tasimaktadir. Mastitis kokenli
bakterilerin tamimlanabilmesi igin bunlarin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri ile faj
tiplerinin  ve antibiyotik duyarhiliklarinin ~ belirlenmesini  ve serolojik olarak
tiplendirilmelerini ile yapilabilmektedir. Klasik metodlarla birlikte son yillarda 6nem
kazanan PCR, DNA dizilim analizi, Pulsed Field Jel Elektroforezi, Restriksiyon
Fragment Uzunluk Polimorfizmi, Cogaltilmis rDNA’ nin Restriksiyon Analizi,
Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi gibi molekiiler biyoloji
tekniklerinden de faydalanildig: bildirilmistir (Busch ve Nitschko, 1999).

Calismada izolatlarin; morfolojilerine, gram boyama reaksiyon ozellikleri ve
katalaz testleri yapilan ve Staphylococcus ve Pseudomonas oldugu tespit edilen siipheli
31 izolatin niitrient agar petrilerine ekimi yapilmistir. Molekiiler yontemlerle tanimlama
yapilmasi igin petrilerden alinan tek Staphylococcus kolonilerinin Nuc geninin varhigini
tespit etmek amaciyla NucF-NucR primerleri ve VicF-VicR primerleri ise Pseudomonas
kolonilerinde algD gen varligin1 tespit etmek amaciyla kullaniimigtir. Kullanilan

primerler Cizelge 2.2°de verilmistir.
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S. aureus i¢in Nuc gen bolgesi PCR ile ¢ogaltacak sekilde Primer ¢iftleri (NucF -
NucR) sentezlettirilmistir. S. aureus tirlerinde PCR reaksiyonunda 267 bg
uzunlugundaki bolgenin gogaltilmas: hedeflenmistir. PCR ¢alisma sartlarinda ¢ogaltilan
PCR iiriinleri %1 lik agaroz jelde goriintiilenmistir. Elde edilen sonuglara gore 27 siipeli

izolattan 19 tanesinin 267 bg bolgesinde bant verdigi tespit edilmistir.

P. aeruginosa icin algD gen bolgesi PCR ile ¢ogaltacak sekilde Primer ciftleri
(ViclF-ViclR) sentezlettirilmistir. P. aeruginosa tiirlerinde PCR reaksiyonunda 520 bg
uzunlugundaki bolgenin gogaltilmas: hedeflenmistir. PCR ¢alisma sartlarinda ¢ogaltilan
PCR iriinleri %1 lik agaroz jelde yiiriitiildiigiinde istenilen bolgede higbir bant varligi
tespit edilmemistir. Bu dogrultuda biyokimyasal ve morfolojik olarak Pseudomonas
oldugu diistiniilen siipheli suslarin algD gen bélgeleri ile ilgili ¢aligma sonucunda P.

aeruginosa’ya ait gen bolgesi varligi tespit edilmemistir.

M I 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 1516 17 18 M

267 be

Sekil 3.5. S. aureus bakterilerinin PCR ile ¢ogaltilmasi sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. M: 100
b¢ DNA standardi. 1; S. aureus ATCC 25923

M 19 20 21 22 23 24 25 26 27 M

Sekil 3. 6. S. aureus bakterilerinin PCR ile ¢ogaltilmasi sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. M: 100
b¢ DNA standardi
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3.2. Plazmit izolasyonu ve Antibiyotik Diren¢ Ozellikleri

3.2.1 izolatlarindan plazmit izolasyonu

Plazmitler, ¢cogu bakteri tiiriinde bulunan ama her susta bulunmayan halkasal ve
ya siiper sarmalli DNA molekiilleridir. Bir¢ok bakteride plazmit hiicreler arasi gen
transferinden sorumludur. Plazmitler glikoliz, amino asit metabolizmasi, yag asidi
sentezi,  disakkaritlerin  yikilmasi,  bakteriyosin  sentezi  gibi  gdrevlerde
bulunabilmektedir. Plazmitler farkli (3-60 kbg) biiyiikliikte olabilmekte ve biiyiikliigiine
bagli olarak birka¢ proteinden yiizlerce proteine kadar degisen sayida proteini

kodlayabilmektedirler (Aslim ve Beyatli, 2004).

Calismanin bu boélimiinde izole edilen 19 adet S. aureus’dan izole edilen
plazmitler sayi, biiyiikliik ve direng 6zellikleri agisindan incelenmistir. Plazmit DNA
izolasyonu materyal ve metot boliimiinde belirtildigi gibi hazir kit ve manuel geleneksel
yontemleri kullamlarak yapilmistir. izolatlarin igerdikleri plazmitler sayisal olarak

degerlendirildiginde 1-3 arasinda plazmit igerdigi tespit edilmistir.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

10000 bg —
8000 bg—>
1500 be —»|
1000 b%-»

750 be —
500 b¢—>
250 b¢ —»

Sekil 3.7. Dogal siitlerden izole edilen S. aureus (1-10 nolu izolatlar) bakterilerinin plazmit DNA
izolasyonu sonucu elde edilen agaroz jel gortntiisii. M: 1 kb¢ DNA standardi

M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 M

10000 bg —»
8000 bg—>
1500 be —»
1000 b¢

750 bg —
500 by —
250 b¢ —>

Sekil 3.8. Dogal siitlerden izole edilen S. aureus (11-19 nolu izolatlar) bakterilerinin plazmit DNA
izolasyonu sonucu elde edilen agaroz jel gérintiisi. M: 1 kb¢ DNA standardi
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Cizelge 3.3. Dogal siitlerden izole edilen S. aureus suslarinin plazmit igerikleri

Izolatlar Plazmit Sayisi Plazmit Biiyiikliigii (bg)
1 1 1500
2 2 >10000, 1500
3 2 >10000, 1500
4 0 -
5 0 -
6 2 >10000, 1500
7 0 -
8 3 >10000, 8000, 1500
9 2 >10000, 1500
10 2 >10000, 1500
11 1 >10000
12 2 >10000, 1500
13 2 >10000, 1500
14 2 >10000, 1500
15 3 >10000, 8000, 1500
16 2 >10000, 1500
17 2 >10000, 1500
18 2 >10000, 1500
19 1 >10000

S. aureus suslarindan izole edilen plazmit sayilari 1 ila 3 arasinda degismektedir.
Plazmitler biiyiikliikleri yoniinden degerlendirildiginde, en biiyiik plazmitin yaklasik
10000 bg¢’nin tizerinde oldugu belirlenmistir. S. aureus izolatlarinda toplam 3 (1,11 ve
19) tanesinde tek plazmit var iken 4, 5, ve 7 nolu izolatlarda ise higbir plazmit varlig
tespit edilmemistir. S. aureus 8 ve 15 nolu izolatinda >10000, 8000 ve 1500 bg
biiyiikliigiinde 3 adet plazmit igerdigi belirlenmistir (Cizelge 4.3).

S. aureus izolatlarindan 3 susun tek plazmit icermesi ve 3 tanesinin hig¢ plazmit
icermemesi, bu izolatlarin dogal kosullarda degisik plazmitlerini kaybetmis olmasi veya
dogal kiiltiirlerden plazmit almis ticari kiiltiirler olmasi ile agiklanabilir. Sahip oldugu
plazmiti kaybetmis olan izolatlar bu plazmitleri tekrar geri kazanmasi zordur
(Leewatcharamas vd., 1997). Dolayisiyla tek plazmit igeren izolatlarin yanlizca ticari
kiltiirlerden olusamayacag1 goriisiinii desteklemektedir. Ayrica plazmitlerin tagidiklar
transpozonlar diger plazmitlerin gecisini sinirlayabilir (Romero ve Klaenhammer,

1990).

3.2.2. Izolatlarin antibiyotik direng dzellikleri
Siit hayvanlarinda siklikla subklinik mastitise neden olan S. aureus siit ve siit
tirtinlerinde kontaminasyonlara neden olmaktadir. Gida kaynakli hastaliklar arasinda bu

durum diinyada iiciincii sirada rapor edilmistir (Rudholm, 2002). S. aureus hastane
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kaynakli enfeksiyonlarin en onemli etkenlerindendir. Etken hizla g¢oklu antibiyotik
direnci kazanarak toplumsal enfeksiyonlara neden olur. Bu 6zelligi nedeniyle S. aureus
halk sagligi agisindan 6nemli rol oynamaktadir (Eyraud vd., 2014). Bu ¢alismada, S.

aureus suslarinin antibiyotiklere kars1 direng oranlari arastirilmistir.

Calismanin bu kisminda izole edilen bakterilerin Eritromisin  (15ug),
Siproflaksasin (5 ug), Penisillin (10ug), Gentamisin (10ug), Seftazidim (30ug),
Kloramfenikol (30ung), Piperasillin (100ug), Trimetroprim (5ug) ve Kanamisin
(30pg), gibi 9 farkli antibiyotige karsi gostermis oldugu direng-duyarlilik sonuglari
belirlenmistir. Antibiyotige karsi direng 6zelligi her bir izolat igin 2.9.1°de anlatildig:

gibi belirlenmis ve elde edilen sonuglar ¢izelge 3.3’de verilmistir.

Sekil 3 9. S. aureus suslarinin antibiyotik direng 6zelliklerinin disk difiizyon yontemi ile belirlenmesi
sonucu elde edilen zon goriintiileri
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Cizelge 3. 4. Dogal siitlerden izole edilen S. aureus suslarin antibiyotik direnglilikleri

c ©
. S §c¢ 5§ £ £ £ £ g
= I X = = = o 7 o =
< IS & @ IS N c © = <
o = S o 'E S < N Q c
S £ S g T 3 5 = £ g
L 5 O < o I:

S. aureus 32* 26 R 14 R 30 14 R 18
ATCC 25923

S.aureus 1 30 28 R 18 R 28 20 R 14
S. aureus 2 22 26 R 12 R 30 14 R 16
S. aureus 3 20 26 R 20 R 26 16 R 20
S. aureus 4 30 30 R 20 R 30 18 R 18
S. aureus 5 20 26 R 16 R 20 14 R 16
S. aureus 6 30 34 R 16 R 32 14 R 16
S. aureus 7 18 26 R 14 R 14 18 R 10
S. aureus 8 24 30 R 12 R 26 10 R 16
S. aureus 9 24 32 R 20 R 14 10 R 12
S. aureus 10 26 24 R 16 R 22 12 R 18
S. aureus 11 24 24 R 22 R 26 10 R 20
S. aureus 12 20 30 R 16 R 14 12 R 12
S. aureus 13 18 24 R 16 R 30 10 R 16
S. aureus 14 28 32 R 10 R 28 16 R 16
S. aureus 15 20 28 R 16 R 18 20 R 12
S. aureus 16 30 28 R 24 R 30 14 R 20
S. aureus 17 20 30 R 18 R 24 16 R 14
S. aureus 18 20 26 R 12 R 32 12 R 14
S. aureus 19 24 30 R 14 R 26 12 R 16

(*): Inhibisyon zonu, mm; (R): Direngli

Eritromisin’e kars1 en duyarli olan 1, 4, 6 ve 16 nolu izolatlar 30 mm ¢apinda
inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmis olup, en az duyarliligi ise 7 ve 13 nolu
izolatlar 18 mm capinda inhibisyon zonu olusturdugu saptanmustir. Eritromisin’e karsi
olusan inhibisyon zon c¢aplart 30 mm ile 18 mm arasinda degiskenlik gostermektedir.
Standart S. aureus izolatlarimizdan daha iyi oranda eritromisin’e karsi duyarli oldugu

tespit edilmistir.

Mastitis etkeni siitlerden izole edilen S. aureus 6 nolu sus en fazla duyarlilig
siproflaksasin antibiyotigine karsi 34 mm ¢apinda inhibisyon zonu olustururken, en az
duyarliligr ise 10, 11 ve 13 nolu izolatlar 24 mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu
gozlemlenmistir. Siproflaksasin antibiyotigine karst S. aureus suslarimin %100

duyarhlik gosterdigi tespit edilmistir.
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Gentamisin antibiyotigine kars1 4 izolat (%21.5) direng gosterirken, 15 izolat
(%78.5) duyarli oldugu belirlenmistir. Gentamisin’e karst en ¢ok 16 nolu izolat 24 mm
capinda inbisyon zonu olustururken en az duyarli 14 nolu izolat 10 mm ¢apinda
inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir. Gentamisin’e karsi olusan inhibisyon

zonlar1 24 mm ve 10 mm arasinda degisiklik gosterdigi goriilmiistiir.

S. aureus suslari kloramfenikol’e karsi 14-32 mm araliginda inbisyon zonu
olusturmustur. Bu izolatlardan 6 nolu sus en duyarli olup 32 mm ¢apinda inhibisyon
olusturdugu ve en az duyarliligi ise 7, 9 ve 12 nolu izolatlar 14 mm ¢apinda inhibisyon

zonu olusturdugu gézlemlenmistir.

Piperasilin antibiyotigine kars1 en fazla direnci 8, 9, 11 ve 13 nolu izolatlar
gosterirken, en fazla duyarliligi ise 1 ve 15 nolu izolatlarin gosterdigi belirlenmistir
Piperasillin’e kars1 olusan inhibisyon zon ¢aplari 10 mm ile 20 mm arasinda degiskenlik
gostermektedir. Piperasillin antibiyotigine karsi izolatlarin % 63.’i (12/19) direng
gosterirken % 36,9 unun (7/19) ise duyarl oldugu tespit edilmistir.

Izolatlardan 3,11 ve 16 nolu suslar Kanamisin e kars1 en fazla duyarliligi 20
mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmis olup, en az duyarliligi ise 7 nolu
izolat 10 mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir. Kanamisin ’e karsi

olusan inhibisyon zon ¢aplar1 20 mm ile 10 mm arasinda degisim gostermektedir.

Bu c¢alismamizda S. aureus suslarinin tamami ve standart sus olarak
kullandigimiz  S. aureus ATCC 25923 bakterileri Penisillin, Seftazidim ve
Trimethroprim antibiyotigine kars1 direngli olduklar1 belirlenmistir. S. aureus suslarinda
en fazla duyarliligt 6 nolu izolat siproflaksasin antibiyotigine karst 34 mm ¢apinda
inhibisyon zonu olustururken, en az duyarlilig1 8, 9, 11,14 nolu izolatlar piperasilin’e ve
7 nolu izolat kanamisin antibiyotigine karst 10 mm ¢apinda inhibisyon zonu
olusturdugu tespit edilmistir.

Izolatlarin antbiyotiklere karsi gostermis olduklar: direnglilik, orta derece
direnglilik ve duyarlik araliklar Cizelge 3.4’ de verilmistir.
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Cizelge 3. 5. CLSI’ya gore disk difiizyon yontemine gore zon ¢aplariin degerlendirilmesi

Zon Capi, mm

ANTIBIYOTIK Disk Icerigi Direncli (R) Orta Derecede Duyarh (S)
Duyarh (1)
Eritromisin 15 pg <13 14-22 223
Siproflaksasin 5pug <15 16-20 221
Penisillin 10 pg <28 - 229
Gentamisin 10 pg <12 13-14 215
Seftazidim 30 g <14 15-17 218
Kloramfenikol 30 ug <12 13-17 218
Piperasillin 100 pg <14 15-20 221
Trimethroprim 5ug <10 11-15 216
Kanamisin 30 pg <13 14-17 218

Kullanilan antibiyotiklere karst S. aureus izolatlarinin gostermis oldugu 3
(direnglilik, orta derece direncglilik ve duyarliginl) parametrenin yiizde (%)

hesaplamalar1 Cizelge 3.5’ te verilmistir.

Cizelge 3. 6. Dogal siitlerden izole edilen S. aureus suslarinin direng-duyarlilik durumlarinin standart
antibiyotiklerle karsilagtirmas1 (%) n=19

. 7o
Antibiyotikler Duyarh (%) Odrﬁ?rfrehri?’/?ge Direncli (%)
Eritromisin 52.6 47.4 0.0
Siproflaksasin 100 0.0 0.0
Penisillin 0.0 0.0 100
Gentamisin 68 10.5 21.5
Seftazidim 0.0 0.0 100
Kloramfenikol 84.2 15.8 0.0
Piperasillin 0.0 36.9 63.1
Trimethroprim 0.0 0.0 100
Kanamisin 26.3 52.7 21

Cizelgede goriildiigl gibi S. aureus suslar1 en yiiksek duyarlilig: siproflaksasin’e
kars1 (%100) gosterirken, en diisiik duyarlilik ise penisillin, seftazidim, piperasillin ve
trimethroprim’e (% 0.0) karsi gosterdigi tespit edilmistir. Izolatlar en yiiksek orta
dereceli duyarliligi kanamisin’e (% 52.7) kars1 gostermis olup, gentamisin’e karsi ise
(% 10.5) en diisiik orta dereceli duyarlilik gosterdikleri belirlenmistir. Suslar en yiiksek
direnci penisillin, seftazidim ve trimethroprim antibiyotigine karsi (%100) gosterirken,

en diigiik direnci ise Kanamisin’e (% 21) kars1 gosterdigi tespit edilmistir.

Stafilokoklarda antibiyotiklere direngle ilgili yapilan ¢alismalarda, her
antibiyotik grubundan farkli antibiyotikler se¢ildiginden elde edilen sonuglarin bu
derlemede karsilastirilmalar1 zor olmustur. Tiirkiye’de mastitisli inek ve koyunlardan

izole edilen stafilokoklarin gesitli antibiyotiklere diren¢ durumlari son yillarda yapilan
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calismalarda S. aureus izolatlarinin penisiline %19.0-90.7, eritromisine %3.3-21.5,
gentamisine  %0-56.3, trimetoprim %1.8-45.6 oranlarinda direngli olduklari
belirlenmistir. Mastitislerin en yaygin etkenlerinden olan S. aureus izolatlarina karsi
Tirkiye’de belirlenen direng oranlari incelenecek olursa en yiliksek diren¢ penisilin
(%19.0-90.7) gibi B-laktam grubu antibiyotiklere kars: tespit edilmistir (Unal, 2012).
Ayrica penisilin grubu kombinasyonlarina kars1 direng ise %6.8-18.5 arasinda rapor
edilmistir (Tel, 2011). Penisiline karsi belirlenen en yiiksek direnci oksitetrasiklin
(%5.8- 61.2) takip etmektedir. Ugiincii sirada ise gentamisin (%0-56.3), 4. sirada
trimetoprim (%1.8-45.6), 5. sirada %3.3-26.1°1lik degerlerle tetrasiklin, 6. sirada %3.3-
21.5 ile bunlan eritromisin takip ederken, enrofloksasin direnci ise %13 olarak

bildirilmistir (Celik, 2010; Macun, 2011).

Tirkiye’de yapilan bir ¢alismada, sigir karkaslarindan alinan 6rneklerden elde
edilen toplam 22 S. aureus izolatin % 40.9’u eritromisine ve % 22.7'sinin de
trimetoprim'e  yliksek oranda direngli oldugu saptanmistir. Bu antibiyotikleri
Kloramfenikol ve gentamisin izlemistir. Ayrica izolatlarin tamami seftazidim’e duyarli
bulunmustur. Buna ek olarak 16 izolat en az iki, 9 izolat en az li¢, 6 izolat da en az dort
farkli antibiyotige direncli ya da orta diizeyde direngli olarak saptanmistir (Keyvan,
2014).
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4. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, hayvanlarda mastitise neden olan bakteriler Mus ilinin farkli
bolgelerinden toplanan siit drneklerinden izole edilmistir. izole edilen 99 adet mastitis
etkeni bakterilerin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal tanimlanmas: yapilarak

stoklara alinmastir.

On tamimlanmas: (koloni morfolojisi, katalaz, gram boyama) yapilan siipheli P.
aeruginosa suslari i¢in algD (VicF-VicR) geni ve S. aureus suslar i¢in Nuc gen dizisi
kullanilarak PCR ile tanimlanmas1 yapilmistir. PCR sonucu olarak 520 b¢ bolgesinde
bant varligi gézlemlenmediginden P. aeruginosa varlig: tespit edilmemistir. S. aureus

icin 267 bg bolgesinde 19 siipheli susun bant varligi gézlemlenmistir.

Nuc gen varligi ile tespit edilen 19 siipheli S. aureus suslariin plazmit DNA
izolasyonu sonucunda plazmit sayilar1 1 ila 3 arasinda degismektedir. Plazmitler
biiyiikliikleri yoniinden degerlendirildiginde, en biiyiik plazmitin yaklagik 10000 bg’nin
tizerinde oldugu belirlenmistir. S. aureus izolatlarinda toplam 3 (1,11 ve 19) tanesinde
tek plazmit var iken 4, 5, ve 7 nolu izolatlarda ise higbir plazmit varligi tespit
edilmemistir. Izolatlar plazmit igerikleri bakimindan degerlendirildiginde; S. aureus

izolatlarinin ortalama 2 plazmit icerdigi tespit edilmistir.

Izolatlarin antibiyotiklere karsi en yiiksek duyarlilig: siproflaksasin’e karsi
(%100) gosterirken, en diisiik duyarlilik ise penisillin, seftazidim, piperasillin ve
trimethroprim’e (% 0.0) kars1 gosterdigi tespit edilmistir. izolatlar en yiiksek orta
dereceli duyarliligi kanamisin’e (% 52.7) kars1 gostermis olup, gentamisin’e karsi ise
(% 10.5) en diisiik orta dereceli duyarlilik gosterdikleri belirlenmistir. S. aureus Suslar
en yiiksek direnci penisillin, seftazidim ve trimethroprim antibiyotigine karsi (%2100)

gosterirken, en diisiik direnci ise Kanamisin’e (% 21) kars1 gosterdigi tespit edilmistir.

Hayvanlarda mastitis etkeni olan S. aureus suslarinin molekiiler diizeyde
tanimlanmast daha saglikli olacagi kanisindayiz. Bu gibi izolatlarin antibiyotik
direnglilik degerleri g6z onlinde bulundurarak en uygun antibiyotigin secilmeside ve

yapilacak benzer ¢aligmalar katk: saglayacag: diisiiniilmektedir.
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