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ONSOZ

Meme dokusundaki patolojik degisiklikler ve siitteki somatik hiicre sayisindaki artig
ile karakterize, meme bezlerinin infeksiyonu olarak tanimlanan mastitis, fizyolojik ve
metabolik degisiklikler, travmalar ve mikroorganizmalar gibi her tiirli irritan etkiye
karst meme dokusunun olusturdugu yangisal bir cevaptir. Hastalik, siirekli yapilan
arastirmalar ve gelistirilen kontrol metotlarina ragmen; tiim diinyada modern
isletmeler de dahil olmak iizere tiim isletmelerde goriilebilen, siit yonli
yetistiriciligin en 6nemli problemi olmaya devam etmekte, ekonomik kayba neden
olan sorunlarin da basinda gelmektedir. Stafilokok tiirleri gerek lilkemizde, gerekse
diinyada sigir mastitislerinden en sik izole edilen tiirler olarak bilinmektedir.
Mastitislerinin sagaltiminda ¢esitli antibiyotik ya da antibiyotik kombinasyonlari
terapotik veya proflaktik amacgla yaygin olarak kullanilmakta ve mastitisin
kontroliinde 6nem tasimaktadir. Ancak, tedavi amacgli kullanilan bu ilaglara karsi
gelisen direnclilik, hastalik etkenleri ile miicadeleyi giiclestiren, sagaltimdaki
basariy1 azaltan, tedavi etkinliklerini sinirlayan ve giderek yayginlasan onemli bir
problem haline donligsmiistiir. Sunulan ¢alismanin temel amaci, sigir mastitislerinin
Stafilokok tiirlerine bagli etiyolojilerinin belirlenmesi, izole edilen suslarda metisilin
direngliliginin ve 6nemli virulens faktorlerinden PVL toksin varligmin genotipik
diizeyde arastirilmasidir. Arastirmanin drneklemenin yapildigi izmir ili Odemis ilgesi
bolge hayvanlarinda mastitis etkeni patojen Stafilokok tiirlerinde bu genlerin
arastirilacagi ilk ¢alisma olmasi ayrica dnem tasimaktadir. Bu anlamda, ¢alismamin
bolge hayvanciligina da faydasi olacag: diistiniilmektedir.

Sigir mastitislerinden izole edilen Stafilokoklarda metisilin direnci ve Panton-
Valentine 16kosidin varliginin arastirilmasi: konulu yiiksek lisans tez calismamda,
degerli destekleriyle her zaman yanimda olan danismanim Afyon Kocatepe
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi Dog. Dr.
Esra SEKER basta olmak iizere, bu giine gelmemde katkida bulunarak, yiiksek lisans
egitimimde degerli bilgilerini benimle paylasan Afyon Kocatepe Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Yahya
KUYUCUOGLU’na ve Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali 6gretim {iyesi Dog. Dr. Beytullah KENAR’a tesekkiir
ederim. Ayrica PZR c¢aligmalar1 sirasinda yardimci olan Veteriner Hekim Miiesser
YILMAZ’a tesekkiir ederim. Son olarak; daima yanimda olan ve beni hep
destekleyen yol arkadasim, meslektasim Caner GEZGEN e tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Meme dokusundaki patolojik degisiklikler ve siitteki somatik hiicre sayisindaki artis
ile karakterize, meme bezlerinin yangist olarak tanimlanan mastitis (IDF, 1987;
Bradley, 2002; Blowey ve Edmondson, 2010), Yunancada meme anlamina gelen
‘mastos’ ve yangiyl ifade eden ‘itis’ kelimelerinin birlestirilmesi ile olusmus bir
terimdir (Bastan, 2007). Mastitis; fizyolojik ve metabolik degisiklikler, travmalar ve
mikroorganizmalar gibi her tiirlii irritan etkiye karsi meme dokusunun olusturdugu
yangisal bir cevaptir (Albenzio ve ark., 2002; Macun ve ark., 2011). Hastalik, siirekli
yapilan arastirmalar ve gelistirilen kontrol metotlarina ragmen; tiim diinyada modern
isletmeler de dahil olmak {izere tiim isletmelerde goriilebilen, siit yonli
yetistiriciligin en 6nemli problemi olmaya devam etmekte, ekonomik kayba neden
olan sorunlarin da basinda gelmektedir (Bradley, 2002; Halasa ve ark., 2007; Hata ve
ark., 2008; Bhutto ve ark., 2012). Mastitis nedenli ekonomik kayiplarin biiyiik bir
kismu siit kayb1 kaynakli iken, hastaligin reprodiiktif sisteme, inek ve buzagiya, halk
sagligina etkileri ile teshis ve sagaltim giderleri, veteriner hekim ve laboratuvar
ticretleri de goz Oniine alindiginda ekonomik kayiplar daha da artmaktadir
(Kossaibati, 2000; Halasa ve ark., 2007; Blowey ve Edmondson, 2010).
Infeksiyonlar diinya c¢apinda ciftlikler arasinda farklilik gostermekle birlikte,
mastitislerin yillik olarak inek basina ortalama 61€-97€ zarara neden oldugu

bildirilmektedir (Hogeveen ve ark., 2011).

Mastitisin etiyolojisinde c¢ok ¢esitli mikroorganizmalar rol oynamakla
birlikte, major patojenler geleneksel olarak bulasici (kontagiydz) ve ¢evresel mastitis
etkenleri olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir. Bulasic1 patojenler (Staphylococcus
aureus, Koagulaz negatif Staphylococcus spp., Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae, Arcanobacterium pyogenes, Mycoplasma spp.)
konak¢ida, Ozellikle meme bezinde hayatta kalmaya adapte olabilmis
mikroorganizmalar olarak degerlendirilmektedir. Bu grup mikroorganizmalar, tipik

olarak epitel hiicre ve somatik hiicre sayisindaki (lokositler, agirlikli olarak



nétrofiller) artisla ortaya ¢ikan subklinik infeksiyonlara yol acarlar. infeksiyon,
hijyenik olmayan sagim sirasinda inekten ine§e ve memeden memeye geger.
Cevresel patojenler (Streptococcus uberis, koliform grubu bakteriler O6zellikle
Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus lincheniformis, Streptococcus faecalis,
mantar ve mayalar), meme bezinin en iyi firsatgr mikroorganizmalari olarak
tanmimlanirlar. Etkenler, konakg¢i viicudunda hayatta kalmaya adapte olmazlar,
genelde memeyi istila ettikten sonra, burada ¢ogalarak immun yanita neden olurlar
ve kolaylikla bertaraf edilirler (Bradley, 2002; Blowey ve Edmondson, 2010; Scott
ve ark., 2011). Ancak son yillarda yapilan arastirma bulgularinda, bulasict ve
cevresel mastitis etkenlerinin ayrimi1 konusunda net olmayan veriler vardir. Cevresel
patojen olarak kabul edilen E. coli ve S. uberis'in tekrarlayan kronik infeksiyonlarda
konak¢1 viicuduna adapte olabildigi ve bulasici patojen olarak kabul edilen S.

dysgalactiae’nin ise ¢evrede persiste kalabildigi bildirilmistir (Scott ve ark., 2011).

Diinyada ve iilkemizde en Onemli mastitis patojenleri arasinda yer alan
Stafilokoklar, geleneksel olarak, tavsan ve insan plazmasint koagule etme
yeteneklerine goére koagulaz pozitif Stafilokoklar (KPS) ve koagulaz negatif
stafilokoklar (KNS) olarak 2 grupta incelenmektedirler (Brown, 1999; Quinn ve ark.,
2004; Kaliwal ve ark., 2011). KPS grubunda mastitis etkeni olarak S. aureus,
Staphylococcus intermedius ve Staphylococcus hyicus bulunurken (Quinn ve ark.,
2004), 50°den fazla tiir ve alt tiirii igeren KNS grubunda ise 10°dan fazla tiiriin
mastitis vakalarindan izole edildigi bildirilmistir (Gillespie ve ark., 2009; Pyoréla ve

Taponen, 2009; Thorberg ve ark., 2009).

Memenin, mastitise yol agan etkiyi nétralize etmek, yikimlamak, kendini
yenilemek ve normal fonksiyonlarina yeniden donebilmek igin gosterdigi fiziksel,
kimyasal, bakteriyolojik ve patolojik degisiklikler ¢esitli mastitis formlarinin ortaya
¢ikmasina neden olur. Mastitisler, hastaligin meme dokusunda ve siitte olusturdugu
degisikliklere gore klinik ve subklinik mastitisler olarak siniflandirilmaktadir.
Klinik mastitisler, hem meme dokusunda, hem de siitte gozle goriilebilir
degisikliklerin oldugu mastitislerdir. Meme dokusunda sislik, agri, kizariklik ve siit

veriminde azalma vardir. Siitte de renk degisimleri, koku, sulanma ve pihti



goriilebilmektedir. Klinik mastitisler olgunun siiresine gore perakut, akut, subakut ve
kronik mastitisler olarak klasifiye edilirler. Subklinik mastititisler, infeksiyon
etkenlerinin meme dokusunda bulunmasina karsin, memede ve siitte gézle goriilebilir
bir bozuklugun olmadig1 mastitislerdir. Ancak siitte somatik hiicre sayisinin (SHS)
artmasi, siit veriminde %15-45’lik bir diisiis ve patojen etkenlerin izolasyonu ile
teshis edilebilen, infeksiyoz etkenleri tasiyan ve yayan bir kaynak durumundadirlar
(Ak, 2000; Bhutto ve ark., 2012). Kolay teshis edilemedikleri igin siirii i¢inde hizla
yayilir, siit verimini distirtirler ve sagaltimlar1 zordur (Bradley ve ark., 2002). Siit¢ii
isletmelerde oldukea biiyiik ekonomik kayiplara yol agan mastitislerde, kaybin %70-
80’1 subklinik mastitislere baglanmaktadir (National Mastitis Council, 1996; Akan,
2006; Bastan, 2007, Halasa ve ark., 2007). Siitiin mililitresindeki SHS'nin
belirlenmesinde kullanilan yontemlerden biri olan California Mastitis Test (CMT),
reaksiyonlarin gozle goriilebilmesine imkan tanimasi, yorumlanmasinin kolay
olmasi, karmasik ekipmanlara gerek duyulmamasi ve siirii bazinda taramada
kullanilabilmesi nedeniyle subklinik mastitisli hayvanlarin tanisinda hizli, ucuz ve

etkili bir test olarak kabul edilmektedir (Bhutto ve ark., 2012).

Bakterilerin neden oldugu laktasyon ve kuru doénem mastitislerinin
sagaltiminda beta laktam grubu antibiyotik ya da antibiyotik kombinasyonlar1 yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak, son yillarda tedavi amach kullanilan bu grup
antibiyotiklere karsi artan direng oranlari bildirilmektedir (Lowy, 2003; Sawant ve
ark., 2005; Saldago, 2010). Stafilokoklarda beta-laktamaz enzimine dayanikli
penisilinlere kars1 sekillenen direng, genel olarak metisilin direnci olarak
adlandirilmakta ve bu direng, tiim beta-laktam grubu antibiyotiklere karsi genel
direncin ifadesi olarak kabul edilmektedir (Lowy, 2003; Vanderhaeghen ve ark.,
2010; CLSI, 2013).

Baz1 Stafilokok tiirleri, 6zellikle S. aureus, tarafindan sentezlenebilen, insan ve
tavsan polimorf niikleer 10kositleri ve makrofajlar1 tizerinde litik etkiye sahip bir
16kosidin olan Panton-Valentine Lokosidini (PVL), Stafilokoklarin neden oldugu

infeksiyonlarin ~ patogenezinde  6nemli  bir  virulens  faktdrii  olarak



degerlendirilmektedir (Rainard ve ark., 2003; Barrio ve ark., 2006; Boyle-Vavra ve
Daum, 2007; Lo ve Wang, 2011).

Tim hijyenik uygulamalara ragmen, modern isletmeler de dahil olmak iizere
mastitis probleminin stirmesi, medikal koruma yollarin1 giindeme getirmis ve asi
uygulamalarin1 da igeren kontrol programlarinin gelistirilmesini zorunlu kilmistir.
Ancak bir infeksiyona karst etkili bir miicadele yiiriitebilmek igin, kesin
etiyopatogenezisin ve bununla iligkili epidemiyolojinin, bolge hatta siirii bazinda

bilinmesi gerekmektedir.

1.1. Staphylococcus Tiirleri

Insan ve hayvanlarda gesitli hastaliklara yol agabilen Stafilokoklarin, ilk kez 151k
mikroskobunda goriiliip tanimlanmasi 1878’de Robert Koch tarafindan, sivi besi
yerinde tretilmesi ise 1880°de Pasteur tarafindan gergeklestirilmistir. Etkenlerin,
1881°de Alexander Ogston tarafindan fare ve kobaylar i¢in patojen oldugu
vurgulanmis ve 1884’te Rosenbach tarafindan iiretilen beyaz renkli koloniler
Staphylococcus albus, sari-portakal rengi kolonilerse Staphylococcus aureus olarak
isimlendirilmistir (Altemeier ve ark.,, 1981). Daha sonra S. albus’un ismi
Staphylococcus epidermidis olarak degistirilmistir (Winn ve ark., 2006). Bakteriler,
mikroskobik olarak iiziim salkimina benzeyen diizensiz kiimeler olusturmalari
nedeniyle, Yunancada iiziim salkimi1 anlamina gelen “Staphyle” kelimesi tiiretilerek
Staphylococcus ismini almistir (Altemeier ve ark., 1981; Akan, 2006). Takip eden
yillarda yapilan arasgtirmalarin temeli, patojen S. aureus’un patojen olmayan
Stafilokoklardan ayrimi {izerine kurulmus ve 1930'lu yillarda koagulaz reaksiyonu S.
aureus’un ayrmminda kullanilabilecek bir test olarak kabul gdrmiistiir. Diger
Stafilokok tiirlerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar ise 1960’11 yillarin ortalarinda
Baird-Parker ile baslamig, 1970'li yillarin ortalarina kadar apatojen olarak kabul
edilen KNS tiirlerinin klinik vakalardan siklikla izolasyonu sonrasi, bu bakterilere

bakis agis1 degigmistir. Stafilokok cinsi i¢inde 1994 yili itibariyle 31 tiir belirlenmis



iken, bugiin 50’nin {izerinde tiir ve alt tiir tamimlanmistir (Kloos ve Bannerman,

1994; Winn ve ark., 2006).

Stafilokok tiirleri; Eubacteria alemi, Firmicutes subesi, Bacilli sinifi, Bacillales
takimi, Staphylococcaceae ailesi ve Staphylococcus cinsi igerisinde yer alirlar (Akan
2006; Winn ve ark., 2006). Giiniimiize kadar Staphylococcus genusunda 50'yi askin
tiir ve alt tiir tanimlanmasina karsin insan ve hayvanlar i¢in en patojen tiir S. aureus

olarak kabul edilmektedir (Holt ve ark., 1994; Akan, 2006; Peacock, 2006).

Stafilokoklar, Gram pozitif, 0,5-1,5 um capinda yuvarlak sekilli, hareketsiz,
sporsuz, bazi suslar1 kapsiillii, Staphylococcus saccharolyticus ve S. aureus subsp.
anaerobius hari¢ fakiiltatif anaerobik oOzellikte bakterilerdir. Mikroskobik olarak
tekli, ikili, dortlii koklar halinde bulunabilir, ti¢ veya dort koktan olusan kisa zincirler
yapabilir veya diizensiz liziim salkimi benzeri sekiller olusturabilirler (Holt ve ark.,

1994; Quinn ve ark., 2004; Akan, 2006; Peacock, 2006).

Etkenler, nutrient agar ve kanli agar gibi genel besiyerlerinde 37 °C’de 24-48
saat igerisinde hafif konveks, kenarlar1 diizgiin, parlak, piiriizsiiz, S-tipli (smooth) ve
gozle goriilebilir biiylikliikte koloniler olustururlar. S. aureus suslarinin bazilari sari
ve sari-portakal renginde pigment olusturabilirken, bazilar1 ise beyaz-gri renkte
koloni olustururlar. Staphylococcus simulans, S. intermedius, S. epidermidis, S.
hyicus, Staphylococcus capitis, S. saccharolyticus ve Staphylococcus cohnii pigment
olusturmayan tiirlerdir. S. aureus suslarinin ¢ogu ve KNS tiirlerinin bazilar1 koyun
kanli agarda hemolitik koloniler olustururken, tiim tiirler buyyonda homojen
bulaniklik olusturarak iirerler (Quinn ve ark., 1999; Akan, 2006; Peacock, 2006).
Aerobik kosullarda optimal tireme 1s1lar1 37 °C, optimal iireme pH’s1 ise 7,4 olmakla
birlikte, 7,0 °C-48,5 °C’ler arasinda ve pH 4,2-9,3 arasinda da iireyebilmektedirler.
Etkenler, yiiksek tuz konsantrasyonlarina dayaniklilik gostermekte ve icerisinde %

7,5-10 sodyum kloriir (NaCl) iceren ortamlarda canliligini siirdiirebilmektedirler

(Quinn ve ark., 2004; Peacock, 2006).



Biyokimyasal o6zellikleri agisindan oksidaz negatif (Staphylococcus sciuri,
Staphylococcus lentus, Staphylococcus vitulinus ve Staphylococcus fleurettii harig)
ve katalaz pozitif olan Stafilokoklar, insan ve tavsan plazmasini koagule etme
yeteneklerine gore KPS ve KNS olarak iki gruba ayrilirlar (Quinn ve ark., 2004;
Kaliwal ve ark., 2011). S. aureus ve S. intermedius koagulaz pozitif, S. hyicus %11-
89 oraninda pozitif olmak iizere; diger Stafilokok tiirleri koagulaz negatiftir (Quinn
ve ark., 1999; Akan, 2006). Stafilokoklar glukozu fermentatif olarak pargalayip, gaz
olusturmaksizin son iirlin olarak laktik asit agiga cikartirlar. Genellikle nitratlari

nitritlere indirgeyen bakterilerdir (Quinn ve ark., 2004; Winn ve ark., 2006).

Stafilokok tiirlerinin identifikasyonunda, oksidaz, katalaz, lamda (clumping
faktor) ve tiipte koagulaz testleri, karbonhidrat fermentasyon testleri (glukoz,
mannitol, maltoz, sukroz, laktoz, mannoz, arabinoz, trehaloz, ksiloz, rafinoz,
sellobiyoz, ve N-asetil glukozamin), VVoges-Proskauer (Asetoin testi, VP), iireaz,
oksidasyon/fermentasyon (O/F), nitrat indirgenme, eskiilin hidrolizasyon, DNaz,
beta-glukuronidaz, beta-galaktosidaz, beta-glukosidaz, alkalin fosfataz, ornitin
dekarboksilaz, arjinin dihidrolaz testleri, novobiosin ve polimiksin B’ye duyarlilik
testleri ile hemoliz ve pigment olusturma yetenekleri gibi 06zelliklerden

yararlanilmaktadir (Holt ve ark., 1994; Quinn ve ark., 1999; Winn ve ark., 2006).



Tablo 1.1. Gram pozitif koklarin ayirt edilmesinde kullanilan baslica 6zellikler
(Quinn ve ark., 1999).

~ = c i
s N N § = z 2|32 %
. > = =] = o S ) o &0
Gram pozitif kok | & g 2 2 5 2 3 | B 2
o) w T o] o s S
X o) @ S L 8
Patojenik
_ + + - F +(-) R S
Stafilokoklar
Patojenik olmayan
_ _ + _ F —+) R S
Stafilokoklar
Enterokoklar - - - F (+) R S
Streptokoklar - - - F (+) R S
Mikrokoklar - + + o] —(+) S R

+: %90 ya da daha fazlasi pozitif, — %90’dan daha fazlasi negatif; (+): Bazilar1 pozitif; (—): Bazilar
negatif; F: Fermantatif; O: Oksidatif; R: Direngli (Resistant); S: Duyarli (Susceptible); * Modifiye
oksidaz testi; Basitrasin duyarliligi: Zon 10-25 mm; Furazolidon duyarliligi: Zon 15-35 mm



Tablo 1.2. Hayvanlardan izole edilen Stafilokoklarin ayriminda kullanilan
biyokimyasal reaksiyonlar ve ozellikler (Holt ve ark., 1994; Quinn ve ark.,

1999).
N m
g 2
y— o - =
Stafilokok tiirleri N O U =2 _|gz 52
= = c c S 2| g N[ = & X
=) 3 =) & E = N =5l ==e3s| D
T |2 |5 |52/ 2|2 |EEZSl22%s8
¥ |6 | |&e| T |5 |=g|&E|2282
S. aureus + + + + + d + - S R
S. intermedius + + + - + + (d) - S S
S. hyicus d + + - + d - - S R
S. epidermidis - d (d) - d + - - S R
S. saprophyticus - - - (d) - + d - R S
S. aureus subsp. anaerobius N N N B + ” " B s 5
S. caprae - - (d) - +) + d - S S
S. gallinarum - - (@ | d | (B + + + R S
S. arlettae - - - + (+) - + — R ?
S. lentus - — — d (€3] - + + R S
S. equorum — — (d) — +) + + d R ?
S. simulans — — (d) — (d) + + - S S
S. delphini ? - + - + + +) ? S ?
S. chromogenes - - - + + + d — S R

+: %90 ya da daha fazlasi pozitif; + :%90 ya da daha az1 pozitif; d: %11-89 pozitif;, —: %90’dan daha
fazlasi negatif; (d): gecikmis reaksiyon; ?: Bilinmiyor; * Kopeklerden izole edilen koloniler genellikle
beyaz; R: Direngli (Resistant); S: Duyarli (Susceptible); Novobiosine direnglilik: Zon <l16mm.;
Polimiksin B’ye direnglilik: Zon < 10mm.



Tablo 1.3. Patojen Stafilokok tiirlerinin neden oldugu hastaliklar (Quinn ve ark.

1999; Quinn ve ark., 2004).
Tiir Konake1 Hastalik

Mastitis: subklinik, kronik, akut perakut
veya gangrenoz

Meme impetigosu

Meme baginda kiigiik piistiiller

Sigir

Mastitis: akut, perakut veya gangrendz
Kene piyemisi

Periorbital egzama

Stafilokokkal dermatitis

Mastitis: subakut veya perakut
Stafilokokal dermatitler

Mastitis:  akut, subakut ve kronik
Botriyomikoz

Nekrotik stafilokokal endometritis

Meme impetigosu

Mastitis: akut

Botriyomikoz (kastrasyonu takiben)

Yeni doganlarda eksudatif dermatitis
Apse, konjuktivitis, piyemi

Bumble-foot: Subkutan dokunun
graniilomatdz infeksiyonu

Hindilerde artritis ve septisemi

Omfalitis (nadir)

S. intermedius nedenli hastaliklara benzer

Koyun

Kegi

S. aureus Domuz

At

Tavsan

Kiimes hayvanlari

Kedi-Kopek supuratif lezyonlar
S. aureus subsp. anaerobius Koyun Kaze6z lenfadenitise benzer lezyonlar
Piyoderma,  piyometra,  endometritis,
sistitis
R Otitis eksterna (diger patojenler ile
S. intermedius Kedi-Kopek birlikte) (der patel
Solunum yolu, kemik, eklem, yara, goz
kapag1 ve konjuktiva infeksiyonlari
At, sigir Nadir infeksiyonlar
. Domuz Eksudatif epidermidis, septik poliartritis
S. hyicus — -
Sigir Mastitis (nadir)
S. schleiferi subsp. coagulans | Kopek Otitis eksterna

S. delphini Yunus Supuratif deri lezyonlari
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Tablo 1.4. Hayvanlardan izole edilen bazi KNS tiirleri ve kaynaklar1 (Quinn ve ark.,

2004).
Tiirler Konakg¢1 Kaynak
S. arlettae Kegi Burun
Kanath Deri
S. capitis Kegi Siit
S. caprae Kegi Deri
S. caseolyticus Sigir Siit ve siit tirtinleri
S. chromogenes Sigir Siit
Domuz Deri
Kanath Deri
S. cohnii Sigir Siit
S. epidermidis Sigir Siit
Kopek Yara infeksiyonlari
At Yara infeksiyonlari
S. equorum At Deri
S. felis Kedi Otitis eksterna, deri infeksiyonu
S. gallinarum Kanath Deri infeksiyonu
S. haemolyticus Sigir Siit
S. hominis Sigir Siit
S. lentus Domuz Deri infeksiyonu
Koyun Deri infeksiyonu
Kegi Deri infeksiyonu
S. saprophyticus Kedi Deri
S. sciuri Kedi Deri infeksiyonu
S. simulans Sigir Siit
Kopek Deri
Kedi Deri
Domuz Deri
S. vitulinus Sigir Deri
Koyun Deri
Domuz Deri
S. warneri Sigir Siit
S. xylosus Sigir Stit
Koyun Siit
Kedi Deri
Kanatl Deri
Domuz Deri
At Deri

Stafilokok tiirleri, iki onemli mekanizma ile infeksiyona neden olmaktadir.

Bunlardan birisi, etkenlerin konak hiicre ve dokularina kolonizasyonu ve konak

savunma mekanizmalarindan kacisin1 saglayan ekstraseliiler molekiillerin sentezini

kapsayan invazyon ve sonrasinda yangi, digeri ise toksin {iiretimidir (Gordon ve
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Lowy, 2008; Liu, 2009). Etkenler, bu mekanizmalarin iglemesini saglayarak
infeksiyonlarin patogenezinde genellikle kombine olarak rol alan ve duyarh
konakgisinda klinik hastaliklar1 olusturma becerisinde pay1 bulunan birbirinden farkl
virulens faktorlerine sahiptir. Bu virulens faktorlerine, hiicre duvarinda bulunan
toksik sok sendrom toksini gibi ekzotoksinler, 16kosidin gibi fagositlerin
yikimlanmasina aracilik eden endotoksinler, katalaz, koagiilaz enzimleri ve etkenin
dokulara invazyonunu, buralarda hayatta kalmasini1 destekleyen hiyaluronidaz enzimi
dahildir. Ozellikle ilgi ¢ekici olan doku nekrozu ve 16kosit yikimlanmasindan sorumlu
olan sitotoksinin serbest birakilmasini kodlayan Panton-Valentine 16kosidin (PVL)
genidir. Bu genin varlig1 infeksiyonun daha ciddi seyretmesi ile iligkilidir (Quinn ve

ark., 2004; Peacock, 2006).

Diger Gram pozitif bakterilerde oldugu gibi Stafilokoklarin hiicre duvari
virulens faktorlerinden olan peptidoglikan tabakasi, hiicre duvar1 kuru agirliginin
%50’sini olusturur. N-asetilglukozamin (NAGA) ve N-asetilmuramik asit (NAMA)
polimerlerinden olusan bu tabaka, mikroorganizmalarin ozmotik stabilitesini saglar
ve bakteriye seklini verir. Ayrica, Stafilokoklarin peptidoglikan tabakasi, insanda
Gram negatif bakterilerin endotoksinlerine benzer aktivite gosterir. Yani
makrofajlardan sitokin salinimini uyararak, komplementin aktivasyonuna ve
trombosit agregasyonuna neden olur. Ayrica, monositlerden interlokin (IL)-1
salinimini uyararak polimorfniikleer 16kositlerin infeksiyon bolgesine toplanmalarina

ve sonugta apse olusumuna da yol agar (Peacock, 2006).

Sadece Gram pozitif bakterilerde bulunan teikoik asit, Stafilokoklarin hiicre
duvar1 peptidoglikan tabakasi igerisinde yer alir ve mukozalarda bulunan spesifik
reseptorler (fibronektin, fibrinojen, laminin, elastin ve kollajen) ile birleserek
Stafilokoklarin konaga adherensini saglar. S. aureus’ta iki tiir teikoik asit bulunur.
Birincisi, peptidoglikan tabakaya kovalent baglarla tutunmus olan hiicre duvari
teikoik asididir. Digeri ise, stoplazmik membranin lipitleri ile iliskilidir ve membran
teikoik asidi olarak isimlendirilir. Teikoik asit tek basina zayif bir immunojendir,
ancak peptidoglikan ile birlikte bulundugunda spesifik antikor yanitini uyarabilir
(Tiinger, 2004; Peacock, 2006).
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Birgok S. aureus susunda hiicre duvarini saran bir tabaka halinde, polisakkarit
yapida bir mikrokapsiil bulunur. Bu ekzopolisakkarit yap1 bakteriyi fagositozdan
korudugu gibi, etkenin konak hiicrelerine ve oOzellikle de kateterler gibi yabanci
cisimlere tutunmasini saglar (Sutra ve Poutrel, 1994; Tinger, 2004). S. aureus
suslarinda 11 farkl kapstiler serotip arasinda 6zellikle tip 8 ve tip 5’in, insanlardaki
klinik hastaliklarin ve sigir mastitislerinin  %70-80’inden sorumlu olabilecegi

bildirilmistir (Sutra ve Poutrel, 1994; Dego ve ark., 2002; Verdier ve ark., 2007).

Yiizey proteinleri, MSCRAMM (microbial surface proteins recognizing
adhesive matrix molecules) olarak tanimlanir ve Stafilokoklarin konak dokularinda
kolonize olmasinda en 6nemli faktorlerdir. Protein A, elastin, kollajen ve fibronektin
baglayan proteinler ve kiimelestirme faktorii (clumping factor), kimyasal yapilar1 ve
hiicre duvart yerlesimleri birbirine benzeyen Stafilokokal ylizey proteinleridir
(Tinger, 2004). Protein A’nin en O6nemli 6zelligi bazi immunglobulinlerin (IgGj,
19G,, 19G4) Fc (kristalize fragment) reseptorleri ile birlesebilmesidir. Bu nedenle
protein A’nin antikomplementer ve antifagositer etkinligi vardir, opsonizasyonu
onler (Gordon ve Lowy, 2008). Yani protein A immunglobinlerin Fc reseptorlerine
baglanarak bakteriyi antikora bagli fagositozdan, ayrica hiicre disina salgilanan
protein A da aym reseptorlere baglanarak bakteriyi komplemente bagl viicut
savunmasindan korur (Sutra ve Poutrel, 1994; Dego ve ark., 2002; Tiinger, 2004).
Sigir mastitislerinden izole edilen suslarda kollajen ve fibronektin baglayan

reseptorlerin varligr gosterilmistir (Sutra ve Poutrel, 1994).

Stafilokoklar, hiyaluronidaz, fosfataz, niikleaz, lipaz, katalaz, stafilokinaz,
DNagz, fibrinolizin, penisilinaz (beta laktamaz) ve proteaz gibi pek ¢ok infeksiyonda
oldugu gibi, sigir mastitislerinin patogenezinde de Onemli yer tutan enzimler
tiretirler. Bu enzimler Stafilokoklarin komsu dokulara yayilmasini kolaylastirarak
infeksiyonlarin olusumunda rol alirlar (Peacock, 2006). S. aureus’un siit i¢inde hizla
¢ogalabilmesinde de bu enzimlerin 6nemli katkis1 vardir (Sutra ve Poutrel, 1994).
Tiim Stafilokok tiirleri toksik hidrojen peroksidi toksik olmayan hidrojen ve suya
ayristiran katalaz enzimini tretir. Stafilokoklarin benzer sekilde Gram pozitif kok

goriinlimiinde olan Streptokoklardan en Onemli ayrim yontemi katalaz testidir.
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Ayrica bakteriler bu enzim sayesinde fagositlerin icinde toksik oksijen radikalleri
tarafindan oldiirlilmeye kars1 da direng kazanirlar (Peacock, 2006). Stafilokoklarda
bagh koagiilaz (clumping faktor) ve serbest koagulaz olmak {izere iki sekilde
bulunabilen bir diger 6nemli enzim koagiilaz enzimidir. Bagli koagiilaz (clumping
faktor) S. aureus’un hiicre duvarinda bulunur ve fibrinojene baglanarak onu fibrine
dontistiiriir. Ayrica bu enzim Stafilokoklarin birbirine yapigsmasini da saglar ve
kolonizasyona aracilik ederek infeksiyonlarin patogenezinde onemli bir rol oynar
(Fitzgerald ve ark., 2000). Serbest koagiilaz ise bakteriden disariya salgilanarak,
globulin yapisindaki bir plazma faktorii ile birlesip trombine benzer yapidaki
stafilotrombini olusturur. Stafilotrombin de fibrinojeni fibrine doniistiirerek plazmay1
pihtilastirir (Peacock, 2006). Lipaz, yaglari hidrolize ederek viicudun lipid igeren
bolgelerinde Stafilokoklarin yasamalarini saglar. Etkenin yilizeysel dokular1 invaze
ederek fronkiil ve karbonkiil gibi lezyonlar1 olusturmasina olanak saglar (Akan,
2006). Etkenlerin sahip olduklar1 hiyaluronidaz enzimi ise, bag dokunun mukoid
koruma maddesi olan hiyaluronik asidi hidrolize ederek, etkenlerin dokulara
yerlesmesi ve yayilmasini kolaylastiran ve bu nedenle de uzun yillardir “yayilma
faktorii” olarak da bilinen bir enzimdir (Akan, 2006). DNaz enzimleri endo ve
ekzoniikleaz aktivitesine sahip, niikleik asitleri pargalayan fosfodiesterazlardir
(Peacock, 2006). Rezistanslik plasmidleri (R-plasmidi) tarafindan kodlanan beta-
laktamaz (penisilinaz) enzimi, penisilin, sefalosporin, ampisilin, kloksasilin gibi
antibiyotiklerin yapisinda bulunan B-laktam halkasindaki C-N bagmi hidrolize
ederek, antibiyotiklerin etkisini inaktive eden ve Stafilokoklarda penisilin direncine
neden olan bir enzimdir (Fuda ve ark., 2005).

Bakteri yiizeyine gevsek olarak baglanmis bir ekzopolisakkarit olan slaym
faktor bakteri icin 6nemli bir kolonizasyon faktoriidiir (Sutra ve Poutrel, 1994).
Slaym karakterinden dolayr Stafilokoklar tibb1 aletlere tutunup kolonize olabilmektedir.
S. aureus’un slaym faktorii bakterinin meme dokusu epitel hiicrelerine, slaym faktorii
tiretmeyen Stafilokoklara gore daha hizli adezyonunu saglar. Cok gii¢lii antijenik
yapida olup, yiiksek titrede antikor olusumuna yol agar. Slaym pozitif Stafilokok

suslar1 daha viriilenttir, fagositoza daha direnclidirler ve antibiyotiklerin bakteri i¢ine
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difiizyonunu inhibe ettiklerinden daha fazla oranda antibakteriyellere direng

gostermektedirler (Gordon ve Lowy, 2008).

S. aureus, alfa, beta, gama ve delta olarak dort sinifa ayrilabilen birtakim
hemolizinler ve Panton-Valentine Lokosidin (PVL) adi verilen ve o6zellikle
toplumdan kazanilmis metisiline direngli S. aureus (TK-MRSA) infeksiyonlarindan
siklikla izole edilen (Boyle-Vavra ve Daum, 2007; Lo ve Wang, 2011) sitotoksik
molekiilleri iretir (Dinges ve ark., 2000). Bunlardan bir kismi toksik etkilerini
enzimatik aktivite ile gosterirken, digerleri siiper antijen 6zellikleri nedeniyle sitokin
saliimini indiikler. Ayrica bu toksinler sayesinde Stafilokoklar yogun yangisal yanit

olan bolgelerde bile tiremelerini siirdiirebilirler (Dinges ve ark., 2000; Tiinger, 2004).

Direkt olarak enzimatik hasara yol agan dort toksin (alfa, beta, gama ve delta)
icinde en O6nemlisi ve en patojeni alfa-toksindir. Bu toksinler memeli hiicrelerinde
(eritrositler, 10kositler, trombositler, fibroblastlar gibi) por olusumuna neden olarak
yangisal yanit1 indiikler. Ayrica tavsanlara subkutan olarak verildiginde nekroza yol
acar, dermonekrotiktir ve potansiyel norotoksin etkisi de vardir. Eritrositler alfa-
toksine en duyarl hiicrelerdir. Ozellikle tavsan eritrositlerine kars1 giiclii litik etkiye
sahiptir ve kanli agarda iireyen S. aureus kolonilerinin g¢evresinde goriilen tam
hemolizden bu toksin sorumludur. Alfa-toksin hasarina sigir meme epitel hiicreleri
en direngli hiicreler olarak bilinmesine ragmen, meme infeksiyonlarina neden olan
Stafilokoklarin yaklagik %20-50'sinin alfa-toksin rettigi bildirilmistir. Antijeniktir
ve formol ile toksoid haline getirilebilir (Dinges ve ark., 2000; Dego ve ark., 2002;
Tilinger, 2004; Ebrahimi ve Taheri, 2009). Alfa-toksin sigirlarin gangrendz mastitisi
ile iliskilendirilir. Bu toksin, 16kositlerde lizozomal pargalanmaya neden olarak, diiz
kaslan etkiler, kasilma, paraliz ve sonunda kan damarlar1 duvarlarinin diiz kas

epitellerinin nekrozuna yol agar (Quinn ve ark., 2004).

Beta-toksin (sfingomiyelinaz C), alfa-toksin ile birlikte sfingomiyelin {izerine
etkilidir ve invaziv Stafilokok infeksiyonlar1 igin tipik olan doku hasar1 ve apse

olusumundan sorumlu toksindir (Tiinger, 2004). ilk kez Glenny ve Stevens (1935)
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tarafindan 1935 yilinda tanimlanmis ve toksinin hemolitik aktivitesini 10 °C'nin
altindaki inkubasyondan sonra artirmasi nedeniyle "sicak-soguk hemolizin" olarak
kaydedilmistir. Baslangigta belli bir miktar hemoliz olusturan Stafilokoklarin
hemoliz yapma aktiviteleri bu toksin nedeniyle soguk 1silarda artar. Beta-toksin,
sigirlarin meme bezlerindeki sekresyon yapan epitel hiicrelerini yikimlar, alfa-
toksinin yikimlayici etkisini arttirir, bakterinin meme epitel hiicrelerine adezyonunu
kolaylastirir ve Stafilokoklarin bolgede proliferasyonunu arttirir. En giiclii sekilde
koyun ve sigir eritrositlerine karsi litik etki gosterir. Sigirlarin mastitis vakalarinda
rol oynayan 6nemli bir viriilens faktorii olup alfa-toksin ile birlikte sitotoksiktir, doku
yikimi ve apse olusumundan sorumludur (Sutra ve Poutrel, 1994; Dinges ve ark.,

2000; Dego ve ark., 2002).

Gama-toksinin etki mekanizmasi1 tam olarak anlasilmasa da insan da dahil
olmak {iizere bircok canlinin eritrositleri {izerine toksik etkili oldugu bilinmektedir
(Prevost ve ark., 1995; Tiinger, 2004). Hemolitiktir ve l6kositleri lize edebilir. Bu
toksin, polimorfniikleer notrofillere olan sitolitik etkisinden dolayr infeksiyonun

erken safthalarinda onemli rol oynar (Fitzgerald ve ark., 2000).

Delta-toksin, farkli memelilerin hiicrelerinde deterjan benzeri bir etki ile
biyolojik membranlarda hasar olusturur. Bu toksin ayrica kolera toksinine benzer bir
etki gostererek adenilat siklazi aktive eder ve cAMP salinimina neden olur. Bu
enzimatik aktivitenin toksik sok sendromu ve Stafilokokal besin zehirlenmeleri gibi
hastaliklarda goriilen diyarenin olusumunda rol aldig: diisliniilmektedir (Dinges ve

ark., 2000; Tiinger, 2004).

Lokosidinler, diger bir deyisle 16kotoksinler; olasi immun savunmada gorev
alan fagositik hiicreleri hedef alarak gozenek olusturan toksinler (pore-forming
toxins) ailesini olustururlar (Dinges ve ark. 2000, Prévost ve ark 2001; Barrio ve ark.,
2006). Sigir polimorf niikleer nétrofiller ve makrofajlar {izerine sitolitik ve 16kositik
etkiye sahip toksinlerdir (Loeffler ve ark., 1986; Dego ve ark., 2002). Baz1 Stafilokok

tiirleri tarafindan sentezlenen ve bu toksin ailesinde yer alan l6kosidinlerden en



16

onemlisi insan ve tavsan polimorf niikleer 16kositleri ve makrofajlar1 tizerinde litik
etkiye sahip Panton-Valentine Lokosidinidir (PVL). Bu gozenek acan toksinlerin
litik etkisi 100 yildir bilinmesine ragmen, toksin, adin1 Panton ve Valentine adl
arastirmacilardan alir (van de Velde, 1894; Prévost ve ark., 2001; Lo ve Wang,
2011). PVL, hedef hiicrelerde por olusumuna neden olarak hiicrenin basta potasyum
olmak tizere katyonlara gegirgenligini arttirmaktadir. Buna bagli olarak da 16kosidin
insan graniilosit stoplazmalarinda degraniilasyona ve hiicrenin lizisine neden olur.
Insanlarda nekrotizan primer kutandz infeksiyonlar, deri ve yumusak doku
infeksiyonlari, nekrotizan pndmoni ve tekrarlayan osteomyelitisler ile
iliskilendirilmesi nedeniyle o0zellikle S. aureus ve MRSA infeksiyonlarinin
patogenezinde rol alan virulens faktorleri arasinda en Onemlilerinden biri olarak
kabul edilmektedir (Lina ve ark., 1999; Gillet ve ark., 2002; Vandenesch ve ark.,
2003; Lo ve Wang, 2011). Panton ve Valentine, ciddi deri infeksiyonlarinda 6zellikle
karbonkiilde (biiyiik apse) antibiyotik kullanilmadiginda PVL’nin oldiiriicii etkiye
sahip olabilecegini sdylemislerdir (Lo ve Wang, 2011). lukS-PV ve lukF-PV genleri
tarafindan kodlanan, molekiiler agirliklar sirasiyla 32 ve 35 Kilodalton (kDa) olan F
(fast) ve S (slow) adi verilen 2 protein komponentinden meydana gelen PVL,
genellikle ard arda dizilmis asil ve yardimci kopya genler seklinde kodlanmistir
(Prévost ve ark, 2001; Kaneko ve Kamio, 2004). Stafilokokal toksin ailesi uzun
zamandir bilinen PVL (lukS-PV + IukF-PV), hemolizinler (HIgA+HIgB ve
HIgC+HIgB) ve yakin yillarda tanimlanan IukM (lukM+IukF-PV) ve IukE/D
(IUKE+lukD)'den olugsmaktadir (Rainard ve ark., 2003). Ruminant mastitislerinden
izole edilen suslarda da LUKM/LUKF-PV genlerinin varlig1 bildirilmistir (Prévost ve
ark., 2001; Rainard ve ark., 2003; Barrio ve ark., 2006). Polimorf niikleer 16kositler
tarafindan yapilan fagositozun meme bezlerinin savunma mekanizmalarinin en
onemlilerinden biri oldugu dikkate alindiginda; Stafilokoklar tarafindan tretilen ve
meme savunmasina miidahale eden toksinlerin, Stafilokokal mastitislerin
patogenezinde potansiyel onemi olabilecegi diisiiniilmektedir (Rainard ve ark.,
2003).

Epidermolitik toksin, enterotoksinler ve toksik sok sendrom toksin-1

(TSST-1) gibi pirojenik ekzotoksinler siiper antijen yapisindadir. Siiper antijenler,
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antijen sunan hiicreler tarafindan peptidlerin sunulma asamalarina gerek
duyulmadan, yani MHC sinif II reseptorlerine klasik antijen baglanma bdlgesinden
degil, T-hiicre reseptorlerinin degisken bolgesine (VP bolgesine) baglanarak asiri
miktarda IL-1, timor nekrozis faktér ve interferon-y salinimina neden olur. Bu
nedenle, viicutta bulunabilecek kiigiik bir siiper antijen iireten S. aureus odagi bile
ciddi sistemik etkilere neden olabilir (Tinger, 2004). Epidermolitik toksinler
(eksfoliyatin), Stafilokokal haslanmis deri sendromuna neden olur. Eksfoliyatif
toksinler, protein karakterinde, ET-A ve ET-B olmak {izere yapilar1 ve immunolojik
Ozellikleri birbirinden farkli, ancak ayni molekiiler agirlikta (24 kDa) ve aym
biyolojik aktiviteye sahip iki bolimden olusur. ET-A kromozomal kokenli, 1siya
dayanikli (100 °C’de 20 dakika), ET-B ise plazmid kokenli ve 1siya dayaniksizdir.
Her iki toksin de insan i¢in immiinojenik Ozelliktedir ve toksinlere karsi iiretilen
antikorlar noétralizan ve koruyucu etkiye sahiptir (Akineden ve ark., 2001; Tiinger,
2004). Enterotoksinler, genel olarak besin zehirlenmelerinden sorumlu olan
toksinlerdir. Baz1 Stafilokokal enterotoksinler (SEs), klasik enterotoksinler gibi
primatlar {izerinde kusmaya neden olmadiklarindan dolay: Stafilokokal enterotoksin
benzeri toksinler (SE-like, SEl) olarak tanimlanmislardir. Gliniimiizde toplam 19 SE
ve SEIl toksin belirlenmistir. Bunlardan 5’1 iyi tamimlanmis klasik Stafilokokal
enterotoksinler (SEA, SEB, SEC (C1, C2, C3), SED ve SEE) ve 14’ yeni
Stafilokokal enterotoksinler (SEG, SEH, ve SEI) veya Stafilokokal enterotoksin
benzeri toksinler (SEIJ, SEIK, SEIL, SEIM, SEIN, SEIO, SEIP, SEIQ, SEIR, SEIU ve
SELV) olarak ayrilmaktadirlar (Balaban ve Rasooly, 2000; Wang ve ark., 2009).
Stafilokokal enterotoksinler ile kontamine gidalarin tiiketimi ile ortaya c¢ikan
Stafilokokal gida zehirlenmeleri, insanlarda goriilen en yaygm gida kaynakli
hastaliklardandir ~ (Balaban ve Rasooly, 2000). Bunlar arasinda, besin
zehirlenmelerinde A ve D, hastane infeksiyonlarinda B, koyun ve inek
mastitislerinde ise C varyantlari en sik karsilasilan enterotoksinlerdir (Dinges ve ark.,
2000). Enterotoksinler mide asiditesine, enzimlere ve 100 °C’de 30 dakika 1sitilmaya
direnglidirler (Tiinger, 2004). TSST-1, insanlarda, ates, diyare, eritrodermi, mental
konfilizyon ve refrakter hipotansiyonla karakterize bir tablo olusturur. Toksin tiim T-
hiicrelerine baglanabilir ve T-hiicrelerinde adeta bir patlamaya yol acar. Sonucta, T-

hiicreleri ve makrofajlardan bol miktarda sitokin salgilanir ve endotoksik soka
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benzeyen toksik sok sendromu ortaya ¢ikar (Tiinger, 2004). TSST-1'in, S. aureus’un
meme infeksiyonlarindaki patojenitesini arttirmasinin yani sira, etkenin adezyon ve

invazyonuna da katkis1 vardir (Dego ve ark., 2002).

Hi¢ kuskusuz, S. aureus karsilasilan en patojen Stafilokok tiiriidiir (Quinn ve
ark., 2004; Akan, 2006; Peacock, 2006). S. aureus hayvanlarda hayvan tiirline gore
degismekle birlikte; mastitis, dermatitis, irinli infeksiyonlar, osteomyelitis, artritis ve
tenosinovitis gibi ¢esitli infeksiyonlara neden olmaktadir (Quinn ve ark., 1999; Akan,
2006). Hayvanlarin yani sira insanlarda da impetigo, apse, endokarditis, hematojen
osteomyelitis, septik artritis, pnOmoni, toksik sok sendromu, gida kaynakli
hastaliklar, haglanmis deri sendromu ve nozokomiyal infeksiyonlar gibi ¢ok ¢esitli ve
ciddi hastaliklara yol agar (Sutra ve Poutrel, 1994; Barrio ve ark., 2006; Hata ve ark.,
2008).

1.2. Staphylococcus Mastitisleri

Stafilokok tiirleri gerek iilkemizde, gerekse diinyada sigir mastitislerinden en sik
izole edilen tiirler olarak bilinmektedir (Bradley, 2002; Tenhagen ve ark., 2006;
Macun ve ark., 2011; Yesilmen ve ark., 2012; Middleton, 2013). Mastitis nedeni
Stafilokoklar arasinda en patojen tiir olan S. aureus, ¢ogunlukla sagaltima yanit
vermemesi nedeniyle siitcii siiriilerde siirii yonetimi problemlerine ve ciddi ekonomik
kayiplara yol agan akut ve subklinik mastitislerin en yaygin kontagiyéz ajanidir
(Dego ve ark., 2002; Middleton, 2013; Scali ve ark., 2015). Ustelik siit endiistrisinde,
S. aureus’un bulundugu ¢ig siitiin kullanilmasi da 6énemli bir halk saglig1 problemidir
(Sutra ve Poutrel, 1994; Scali ve ark., 2015). Etkenler, sagim sirasinda infekte
memeden digerine ya da infekte inekten digerine kolaylikla bulasir (Akineden ve
ark., 2001; Rainard ve ark., 2003). Diger bir KPS tiirii olan S. intermedius ve
koagulaz degisken S. hyicus da mastitislerden izole edilebilmektedir (Quinn ve ark.,
1999; Bradley, 2002; Pehlivanoglu ve Yardimei, 2012).
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En patojen tiir olan S. aureus’tan, temel olarak koagiilaz testinin negatif
olmasiyla ayrilan KNS'lar arasinda 10’dan fazla tiirlin mastitis vakalarindan izole
edildigi bildirilmistir (Pitkdld ve ark., 2004; Pyordld ve Taponen, 2009; Supré ve
ark., 2011; Frey ve ark., 2013; Vishnupriya ve ark., 2014). KNS tiirlerinin neden
oldugu mastitislerin kontrolii, bu gruptaki bakterilerin ¢ok farkli tiirleri icermesi
nedeniyle zordur (Pitkéld ve ark., 2004; Tenhagen ve ark., 2006). En yaygin tiirler S.
chromogenes, S. simulans, S. epidermidis, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus
haemolyticus olarak rapor edilmistir (Trinidad ve ark. 1990; Taponen ve ark., 2006;
Thorberg ve ark., 2009; Supré ve ark., 2011). Bununla birlikte, mastitisli siitlerden
izole edilebilen diger tiirler Staphylococcus hominis, Staphylococcus warnerti,
Staphylococcus  sciuri, Staphylococcus auricularis, Staphylococcus capitis,
Staphylococcus  cohnii  subsp. cohnii, Staphylococcus saprophyticus ve
Staphylococcus lentus olarak bildirilmistir (Taponen ve ark., 2006; Gillespie ve ark.,
2009; Macun ve ark., 2011; Vishnupriya ve ark., 2014).

KNS’lar, geleneksel olarak; mastitisin major etkenleri olarak kabul edilen S.
aureus, Streptokoklar ve koliform mikroorganizmalarin neden oldugu mastitislerle
karsilastirildiginda, hafif seyirli ve subklinik mastitislere neden olurlar (Taponen ve
ark., 2006; Thorberg ve ark., 2009). Bu bakterilerin 6nemi, mastitisin ¢ok yaygin
sebeplerinden biri olmasindandir (Pitkdld ve ark., 2004; Tenhagen ve ark., 2006). S.
chromogenes, hi¢ dogum yapmamis ya da bir dogum yapmis diivelerde major KNS
tiirliyken, S. simulans siklikla daha yagli ineklerden izole edilen tiirdiir. Coklu dogum
yapmis inekler laktasyonun daha sonraki donemlerinde, bir dogum yapmis geng
hayvanlar ise buzagilamadan 6nce ya da hemen sonra KNS tiirleri ile infekte olurlar
(Trinidad ve ark., 1990; Grohn ve ark., 2004; Taponen ve ark., 2006; Pyordld ve
Taponen, 2009). S. chromogenes, S. simulans ve S. xylosus somatik hiicre sayisina
yaptiklar1 etki bakimindan S. aureus’a benzediginden Onemlidir (Myllys, 1995).
KNS’larin neden oldugu mastitislerin prevalansi, yeni dogum yapmis geng
hayvanlarla kiyaslandiginda, kuru donem sonrasi1 ineklerde daha yiiksektir (Green ve
ark., 2005). KNS tiirlerinin hafif seyirli ve subklinik mastitislere neden olsalar da;
ciddi lokal ve sistemik semptomlarin da sebebi oldugu rapor edilmistir. Etkenler,

persiste infeksiyonlara yol agarak, somatik hiicre sayisindaki artisa bagh siit kalitesi
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ve siit veriminde de diisiise neden olurlar (Jarp, 1991; Pyo6réld ve Taponen, 2009).

S. aureus mastitislerinin sagaltiminda hem meme i¢i hem de parenteral yolla
antibiyotikler kullanilmakta, ancak genellikle sagaltima yanit alinamamaktadir. S.
aureus ile karsilastinnldiginda KNS’larin neden oldugu mastitislerde meme igi
antibiyotik uygulamalarinin yeterli, tedavi siiresinin daha kisa ve antimikrobiyal
tedavi sonrasi iyilesme oranlarinin da yiiksek oldugu bildirilmektedir (Trinidad ve
ark., 1990; Green ve ark., 2005; Taponen ve Pyorild, 2009). Ancak, KNS suslarinin
antibiyotiklere S. aureus suslarina gore daha yiiksek oranda direnglilik gelistirme
egiliminde olduklar1 ve ayrica ¢oklu antibiyotik direncliliginin KNS’larda daha kolay
gelistigi de vurgulanmaktadir (Pitkéld ve ark., 2004; Taponen ve Pyorild, 2009).

1.3. Stafilokoklarda Metisilin Direnci

Antimikrobiyal direnclilik, ¢ok ¢esitli infeksiydz ajanlarda goriilen, bircok sektdr ve
iilkede genis capta endiseye yol acan ve giderek biiyiiyen bir halk sagligi tehdidi
olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle son yillarda, tiim diinyada hiikiimetler modern
tibbin basarilarini tehdit eden bu ¢ok ciddi probleme dikkat cekmeye baslamislardir
(WHO, 2014).

Bakterilerin neden oldugu laktasyon ve kuru donem mastitislerinin
sagaltiminda cesitli antibiyotik ya da antibiyotik kombinasyonlar1 terapétik veya
proflaktik amagla yaygin olarak kullanilmakta ve mastitisin kontroliinde 6nem
tasimaktadir (Quinn ve ark., 2004; Sawant ve ark. 2005; Akan, 2006). Ancak, tedavi
amagh kullanilan bu ilaglara kars1i gelisen direnclilik, hastalik etkenleri ile
miicadeleyi gii¢lestiren, sagaltimdaki basariy1 azaltan, tedavi etkinliklerini sinirlayan
ve giderek yaygimlasan 6nemli bir problem haline doniismiistiir (Gianneechini ve
ark., 2002; Pitkdla ve ark. 2004; Tenhagen ve ark. 2006).
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[lk kez 1896 yilinda Fransiz tip Ogrencisi Ernest Duchesne tarafindan
Penicillium notatum'un S. aureus kolonileri {izerine yikimlayict etkisi gosterilmis,
ardindan 1928 yilinda Alexander Fleming bu etkiyi yeniden incelemis ve
arastirmalariin sonuglarmi 1929°da yayimlanmasini takiben, 10 yil sonra Oxford
Universitesi'nde sirli olarak penisilin iiretilmeye baslanmistir. ABD’de 1943’te
"mucize ila¢" olarak isimlendirilen penisilinlerin iiretimi artmistir. Bu yillarin
basinda Stafilokoklara karsi ¢ok etkili olan ve yaygin bir kullanim alani bulan
penisilinler, 1944 yilinda Kirby (1944) tarafindan penisilinaz (beta laktamaz) enzimi
yapimina bagli ilk penisilin direncinin bildirilmesiyle etkinligini kaybetmistir
(Waness, 2010). Bu nedenle penisilinaz lireten S. aureus suslarinin neden oldugu
infeksiyonlarin tedavisinde eritromisin, tetrasiklin ve gentamisin gibi yeni
antibiyotikler kullanilmaya baglanmis; fakat 1951 yilinda pek c¢ok iilkeden
antibiyotiklere karsi ¢oklu direng gosteren S. aureus suslarinin varligi bildirilmistir
(Chambers, 2001; Lowy, 2003). Penisilinazin amid baga baglanmasin1 engellemek
amactyla 1959 yilinda, benzil penisilindeki fenoksi grubunun yerine metoksi
grubunun eklenmesiyle elde edilen, S. aureus tarafindan iiretilen beta laktamaz
enzimine direngli semisentetik bir penisilin olan metisilin klinik kullanima sunulmus,
ancak bu yeni ilag ¢ok kisa Omiirlii olmustur. Jevons (1961) tarafindan metisiline
direncli ilk S. aureus (MRSA) suslar1 1961 yilinda Ingiltere’den bildirilmistir
(Jevons, 1961, Enright ve ark., 2002; Waness, 2010). Takip eden yillarda pek ¢ok
tilkeden MRSA suslar bildirilmis ve direng giderek artan oranda yayilmistir (Enright
ve ark., 2002). Ilk izole edilen MRSA suslar1 hastane kaynakli (HK-MRSA) iken,
19901 yillardan itibaren toplumdan kazanilmis (TK-MRSA) suslar 6nce halk
arasinda, sonra da saglik merkezlerinde yayginlasmistir (Enright ve ark., 2002;
Waness, 2010).

Beta-laktam grubu antibiyotikler; bakteri stoplazmik membraninda yer alan
penisilin baglayan proteinlere (PBPs) baglanip, spesifik olarak karboksipepsidaz ve
ozellikle de transpeptidazlari inhibe ederek Stafilokokal hiicre duvar1 ana yapisi olan
peptidoglikan  sentezini  durdururlar. Bu durumda, peptidoglikan sentezi
tamamlanamayan bakterilerin dis ortama kars1 direnci azalir ve stoplazmik

membranin da pargalanmasi ile bakteri canliligini kaybeder. Stafilokoklarin beta-
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laktam grubu antibiyotiklere direng¢ gelistirmesinde en sik karsilasilan mekanizma,
bakteriler tarafindan beta laktamaz (penisilinaz) iiretimidir. Ancak, Stafilokokal
penisilinaz enziminin hidrolizine direngli penisilin grubu antibiyotikler igerisinde ilk
elde edilen semisentetik antibiyotik metisiline (2,6-dimetoksifenilpenisilin) karsi
direng, beta laktamaz iiretiminden farkli bir mekanizma ile ortaya g¢ikmaktadir
(Mulligan ve ark., 1993; Pinho ve ark., 2001; Gordon ve Lowy, 2008; Saldago,
2010). Bu farkli mekanizmanin temeli, beta laktam grubu antibiyotiklere kars: diisiik
affinite gosteren ve PBP2a olarak isimlendirilen yeni bir PBP'min bakteriler
tarafindan sentezlenmesi ile iliskilidir. Beta laktam antibiyotiklere karst diisiik
affinite, PBP2a varliginda da bakteri hiicre duvari peptidoglikaninin sentezinin
devam etmesi, buna bagli olarak da bakterinin canliligin1 devam ettirmesi seklinde
ortaya ¢ikmaktadir. Bu diislik affiniteli PBP2a'nin sentezinden kromozomal DNA
tizerinde “mec” olarak adlandirilan bolgede yer alan ve 21-67 kb’lik Stafilokokal
kromozom kaseti (SCC) igerisinde taginan mecA geni sorumludur. Yani, metisiline
direncli  Stafilokoklar (MRS), metisiline duyarli Stafilokoklardan (MSS),
kromozomlarinda bulunan mec elemani olarak tanimlanmis 40-60 kb’lik bir DNA
pargast ve 76 kDa’luk PBP2a’y1 kodlayan mecA geni varligi ile ayrilirlar (Pinho ve
ark., 2001; Gordon ve Lowy, 2008; Saldago, 2010). Bu nedenle, siipheli Stafilokok
izolatlarinda metisilin direncinin belirlenmesinde, mecA geni vel/veya PBP2a
varliginin belirlenmesini amaglayan Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PZR) dayali
teknikler giivenilirligi agisindan en ¢ok kullanilan ve onerilen yontemler olarak kabul
edilmektedir (Lowy, 2003; Zhang ve ark., 2004; Krause ve Cavaco, 2009; Liu,
2009).

Stafilokoklarda mecA geninin varligina bagli olarak gelisen bu direncin,
fenotipik olarak iki farkli sekilde ortaya ciktigi bildirilmektedir (Jacoby ve Archer,
1991; Chambers, 1997). Bunlardan ilki, koloniyi olusturan tiim bakterilerin
fonksiyonel mecA genini tasimasi seklinde ifade edilen homojen direngtir. Nadir
olarak goriilen bu diren¢ seklinde, direnglilik ¢ok yiiksek orandadir. Olusan yiiksek
direncin, ortam pH’s1, tuz konsantrasyonu, 1s1, inkiibasyon siiresi gibi c¢evresel
faktorlerle iliskisi bulunmadig: bildirilmektedir (Jacoby ve Archer, 1991; Chambers,

1997; Hiramatsu ve ark., 2001). Fenotipik izolasyon uygulamalar1 sirasinda en sik
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karsilasilan ve koloniyi olusturan tiim bakterilerin mecA genini tagimalarina karsin,
yiiksek orandaki direncin 10°-10% bakteriden birinde belirlenebilmesi olarak ifade
edilen ikinci direng sekli ise heterojen direngtir. Izole edilen suslarm mecA genini
tasimalaria karsin, suslarda heterojen direng goriilme sebebinin, femA ve femX gibi
mecA geninin fonksiyonlarini kontrol ettigi diisliniilen genlerden bir veya birkaginin
mecA geninin ekspresyonunu inhibe etmesi ile iligkili olabilecegi belirtilmektedir.
Heterojen direncin, besiyerinin igerdigi NaCl konsantrasyonu, pH, inkiibasyon
sicakligi ve siiresi gibi ortam faktorlerinden etkilendigi bildirilmektedir (Jacoby ve
Archer, 1991; Chambers, 1997; Hiramatsu ve ark., 2001).

Metisiline karsi direncin ortaya ¢ikmasinda diger bir mekanizma ise asir1 beta
laktamaz tretimi olarak bildirilmistir (McDougal ve Thornsberry, 1986). Normalde
Stafilokoklara karsi gelistirilen antistafilokokal penisilinler, etkenler tarafindan
sentezlenen beta laktamazin hidrolitik etkisine direnglidirler. Ancak, bazi suslarin
asirt miktarda beta laktamaz sentezledigi, bunun da metisilin ve oksasilini yavag, ama
anlamli Sl¢iide hidrolize ettigi belirlenmistir. Heterojen metisilin direncine sahip
suslarda, asir1 beta laktamaz {iretimine bagli olarak ortaya c¢ikan bu dirence
borderline (simirda) diren¢, metisiline sinirda direng gosteren bu suslara da
BORSA (borderline resistant S. aureus) ismi verilmistir (Montanari ve ark., 1990;
Chambers, 1997).

MRS tiirlerinin insanlarda yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olan
infeksiyonlardan izolasyonunu takiben, etkenlerin hayvan populasyonlarinda da
teshisi ile MRS infeksiyonlar1 farkli bir epidemiyolojik boyut kazanmistir. Bu
nedenle aragtirmalar, veteriner hekimligi alanin1 da igerecek sekilde tasarlanmaya
baslanmustir. Ozellikle ¢iftlik hayvanlar1 ve pet hayvanlari gibi evcil hayvanlarimn,
temas halinde bulunduklar1 insanlar i¢in kolonizasyon kaynagi olabilecekleri, buna
bagli olarak da insanlardaki infeksiyonlar agisindan potansiyel rezervuar olarak kabul
edilebilecekleri bildirilmistir (van Loo ve ark., 2007; van Duijkeren ve ark., 2010;
Huber ve ark., 2010; Weese ve ark., 2012; Harrison ve ark., 2014). Hayvanlar ve
hayvanlar ile yakin temas halindeki insanlardan benzer ya da aynt MRSA klonlarinin

izole edilmesi ile, bu etkenlerin hem humanoz hem de zoonoz karakterde oldugu
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ortaya konmustur (Morgan, 2008; Huber ve ark., 2010; Park ve ark., 2011; Harrison
ve ark., 2014).

Mastitisli ineklerden MRSA izolasyonu ilk kez 1972 yilinda Belgika’dan
bildirilmistir (Devriese ve ark., 1972). Etkenin, sagicilarin 1slak ellerinde kolonize
olan suglar aracilig1 ile horizontal olarak bulagmis olabilecegi belirtilmistir (Morgan,
2008). Ineklerden ilk izolasyonu takiben, bircok iilkede mastitisli siitlerde MRSA
prevalansini belirlemeye yonelik arastirmalar yapilmis ve farkli prevalans oranlari
bildirilmistir (Turutoglu ve ark., 2009; Vanderhaeghen ve ark., 2010; Spohr ve ark.,
2011; Pehlivanoglu ve Yardimci, 2012; Gindonis ve ark., 2013) Metisilin direnci S.
aureus'un yani sira, pek ¢ok iilkede mastitisli hayvanlardan izole edilen KNS
tirlerinde de rapor edilmistir (Gentilini ve ark. 2002; Sawant ve ark. 2005; Turutoglu
ve ark. 2006; Moon ve ark. 2007; Seker ve Ozeng, 2010; Huber ve ark., 2011; Frey
ve ark., 2013). Yapilan ¢aligmalarda, baz1 arastiricilar tarafindan metisilin direncinin
KNS tiirlerinde, S. aureus’a gore daha yiiksek oranda belirlendigi vurgulanmistir
(Pitkélad ve ark. 2004; Taponen ve Pyoréld 2009). Son yillarda, 6zellikle, S. sciuri ve
S. fleuretti’nin metisilin direncine yol agan mecA geninin dogal rezervuari oldugu da

tartisilmaktadir (Huber ve ark., 2011).

Metisiline direngli Stafilokoklarin, tim beta laktam grubu antibiyotiklere
direngli olduklar1 kabul edilmekte ve bu durum, beta laktam grubu antibiyotiklere
kars1 genel direncin ifadesi olarak tanimlanmaktadir (Witte, 1999; Pinho ve ark.,
2001; Lowy, 2003; Saldago, 2010). Ayrica, MRS suslarinda beta laktam
antibiyotiklere diren¢ disinda saptanan ¢oklu antibiyotik direnci, bu etkenlere bagh
infeksiyonlarin sagaltiminda tedavi seceneklerini sinirlayan bir sorun olarak
goriilmektedir (Lowy, 2003; Saldago, 2010). Mastitisli siitlerden izole edilen MRS
suslarinda antibiyotik direncliliklerinin arastirildigr c¢alismalarin  bir ¢ogunda,
izolatlarin ¢oklu antibiyotik direncine sahip olduklar1 vurgulanmaktadir (Kaynarca
ve Tiirkyilmaz, 2010; Vanderhaeghen ve ark., 2010; Kreausukon ve ark., 2012).
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Sunulan ¢alisma ile Izmir ili Odemis ilgesinde orneklenen mastitisli
ineklerden Stafilokok tiirlerinin izolasyonu, izole edilen tiirlerde mecA ve pvl
genlerinin PZR ile arastirilmasi ve metisilin direnci belirlenen suslarin veteriner
sahada yaygin olarak kullanilan ¢esitli antibiyotiklere direngliliklerinin belirlenmesi

amaglanmustr.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Hayvanlarin Secimi ve Siit Orneklerinin Toplanmasi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan 6rnekler, Mayis 2014 ve Eyliil 2014 tarihleri
arasinda, Izmir ili Odemis ilgesi merkez ve kdylerinde bulunan aile tipi (kiigiik) ve
ticari tipte (orta ya da biiyiik 6lcekli) isletmelerden saglandi. Calismada, 34 farkli
isletmede bulunan, laktasyonun farkli dénemlerinde olan, en az bir dogum yapmis, son
lic ayda antibiyotik tedavisi uygulanmamis 251 bas sagmal inekten temin edilen 972
meme lobu siit numunesi materyal olarak kullanildi. Meme loblarinin dncelikle fiziksel
muayenesi yapilarak, meme loblarinda siskinlik, sicaklik, agr1, kizariklik ya da sulu,
kanli, pihtil1 siit gibi anormallikler degerlendirilip, kayit altina alindi. Daha sonra ise;
her bir meme lobuna CMT uyguland1 ve test skorlamalar1 (+1, +2, +3, silipheli ve
negatif) Schalm ve ark. (1971) tarafindan Onerildigi sekilde degerlendirilip, kayit
edildi. CMT skorlamasi sonrasinda, teste pozitif, siipheli ve negatif reaksiyon veren
hayvanlardan aseptik kosullarda siit 6rnekleri alindi. Bu amagcla, her bir meme basi
%70’lik alkolle temizlenip kuruland:. Ilk sagim siitii uzaklastirildiktan sonra, her bir
memeden steril tiiplere 10 ml siit 6rnegi alindi. Alinan 6rnekler zaman gegirilmeden

soguk zincirde laboratuvara ulastirildi.

2.1.2. Standart Suslar

Tiim test ve uygulamalarda S. aureus ATCC 33591 (MRSA) ve S. aureus ATCC
49775 (PVL) pozitif kontrol suslar1 olarak, S. aureus ATCC 25923 (MSSA) ise

negatif kontrol susu olarak kullanildu.
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2.1.3. Besiyerleri, Soliisyonlar, Cozeltiler, Identifikasyon Kitleri ve Antibiyotik
Diskleri:

Columbia Blood Agar Base (Oxoid, ingiltere)

Trypticase Soy Broth (TSB) (Oxoid, Ingiltere)

Trypticase Soy Agar (TSA) (Oxoid, Ingiltere)

Nutrient Broth (NB) (Oxoid, ingiltere)

Mueller Hinton Agar (MHA) (Oxoid, ingiltere)
Oksidasyon/ Fermentasyon (O/F) Basal Medium (Merck, Almanya)
Gram boyama soliisyonlar1

Fizyolojik tuzlu su (%0,9'luk FTS)

Hidrojen peroksit (%3’likk ve %30’luk, H,0;) ¢ozeltisi
Taze tavsan plazmasi

CMT (Kaliforniya Mastitis Testi) soliisyonu (Eimii, Almanya)
%10’1luk glikoz ve mannitol soliisyonlar1

Steril parafin (Aykim, Bursa, Tiirkiye)

Steril gliserin (Tekkim, Bursa, Tiirkiye)

Oksidaz test kiti (Bioanalyse, Ankara, Tiirkiye)

Gram pozitif ticari identifikasyon kiti (BD BBL Crystal™ Gram-Positive ID Kit),
(Becton, Dickinson and Company, USA)
Amoksisilin+klavulanik asit (30ng) (Oxoid, ingiltere)
Enrofloksasin (5ug) (Oxoid, Ingiltere)

Sefoksitin (30ug) (Oxoid, Ingiltere)

Oksasilin (1pg) (Oxoid, Ingiltere)

Sefalothin (30pg) (Oxoid, Ingiltere)

Rifampisin (5ug) (Oxoid, ingiltere)

Gentamisin (10pg) (Oxoid, Ingiltere)

Eritromisin (15ug) (Oxoid, Ingiltere)

Penisilin G (10U) (Oxoid, ingiltere)

Tetrasiklin (30ng) (Oxoid, ingiltere)
Trimetoprim/sulfametoksazol (25pg) (Oxoid, Ingiltere)
Vankomisin (30pg) (Oxoid, Ingiltere)
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2.14. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda (PZR) Kullamilan Buffer, Soliisyon,
Ekipman ve Cihazlar

Tris-Borate-EDTA Buffer 10X (10X TBE Buffer) (Fermentas, Litvanya)
Ethidium bromid soliisyonu (AppliChem, Almanya)

Agaroz (Basica Le Agarose, Prona, Fransa)

Primerler (ThermoFisher Scientific, Almanya)

10X PCR buffer (Fermentas, Litvanya)

dNTP mix (Fermentas, Litvanya)

MgCl; (Fermentas, Litvanya)

Tagq DNA Polymerase (Fermentas, Litvanya)

DNA ladder (GeneRuler™ 100 bp DNA ladder, Fermentas, Litvanya)
6XLoading dye (Fermentas, Litvanya)

Vorteks (Ika, Almanya)

Sogutmali santrijiij (Sigma, Almanya)

Hassas terazi (Ohaus-Pioneer, Isvigre)

Thermal cycler (Techne TC-Plus, Ingiltere)

Elektroforez gii¢ kaynagi (Thermo Scientific, ABD)

Jel elektroforez cihazi (Thermo Scientific, ABD)

UV-transilluminator (Vilber Lourmat, Avustralya)

2.2. Yontem

2.2.1. Orneklerden Staphylococcus Tiirlerinin Izolasyon ve Identifikasyonu

Soguk zincir sartlarinda hizli bir gsekilde laboratuvara ulastirilan her bir siit
orneginden 10 pl almarak, %7 oraninda koyun kani igeren Columbia blood agara
(Oxoid, Ingiltere) ekimler yapildi. Petriler 37 °C'de aerobik kosullarda 24 saat inkube
edildi. Inkubasyon sonrasinda agarda en az bes koloni olusturan siit &rnekleri
degerlendirmeye alindi. Uremis kolonilerin makroskobik (koloni morfolojisi,

pigment olusumu, hemoliz) ve mikroskobik (Gram boyanma &zelligi)
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degerlendirilmeleri yapildi. Yuvarlak, kenarlar1 diizgiin, lizeri piiriizsiiz, parlak, - S
(smooth) tipli, sarimsi-krem ya da beyaz renkli, 1-2 mm ¢apindaki koloniler
secilerek, bu koloniler Gram boyama yontemi ile boyandi. Hazirlanan preparatlar
151k mikroskobunda incelendi ve Gram pozitif kok goriinlimde kiimeler olusturan
bakteriler Staphylococcus yoniinden siipheli olarak kabul edildi. Bu goriiniime sahip
bakterilerin olusturdugu kolonilerden birer tane segilerek pasajlari yapildi ve saf
kiltlirler elde edildi. Stpheli izolatlara ilk olarak standart biyokimyasal testler
uygulandi. Bu amagla, oksidaz, lamda ve tiipte katalaz, lamda ve tiipte koagulaz,
glukoz fermantasyonu ile mannitoliin anaerobik fermantasyonu testleri yapildi (Holt,
2000; Quinn ve ark., 2004; Arda, 2011). Izolatlarin kesin identifikasyonlar1 ise Gram
pozitif ticari identifikasyon kiti (BD BBL Crystal™ Gram Positive ID kit, Becton,
Dickinson and Company, USA) kullanilarak gergeklestirildi. Identifikasyon Kkiti,
tiretici firmanin Onerisi dogrultusunda kullanildi. Bu amagla, TSA’da (Oxoid,
Ingiltere) aktive edilen taze kiiltiirlerden bir siipheli koloni segilerek, test kiti iginde
bulunan inokulum sivisi tiiplerine eklendi. Siispanse edilen inokulum sivist 10-15 sn
vortekslendi. Inokulum sivismin bulanikhiginin McFarland No. 0,5 standardi ile
eslesmesi saglandi. Hazirlanan her bir inokulum sivisi, test kitinin kurutulmus
biyokimyasal ve enzimatik substrat iceren panellerine bosaltildi. Paneller, 37 °C’de,
aerobik kosullarda, %40-60 oraninda nem iceren etiivde 18-24 saat inkube edildi.
Daha sonra, paneller, beyaz 151k ve UV 151k kaynagi (BD Crystal panel viewer,
Becton, Dickinson and Company, USA) kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen
veriler test i¢in Ozel hazirlanmis olan bilgisayar programina girilerek siipheli
izolatlarin kesin identifikasyonlar: tamamland. izole ve identifiye edilen suslar, daha
sonra DNA ekstraksiyonunda kullanilmak iizere, %15 oraninda gliserin iceren TSB

(Oxoid, Ingiltere) icerisinde -20 °C’de saklandi.

2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

2.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Pozitif (MRSA ATCC 33591 ve PVL ATCC 49775) ve negatif (MSSA ATCC
25923) kontrol suslari ile birlikte, bu calismada elde edilen tiim Staphylococcus
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izolatlarindan DNA ekstraksiyonu kaynatma yontemi kullanilarak gergeklestirildi.
Bu amagla, kontrol suslar1 ve izolatlarin TSA'da (Oxoid, ingiltere) iiremis taze ve saf
kolonilerinden birer adet secilerek, koloniler 500 pl steril distile su igeren
ependorflar (DNase-RNase free) igerisinde stispanse edildi. Stispansiyon, 100 °C’lik
su banyosunda 10 dakika bekletildikten sonra 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Bakteriyel DNA igeren silipernatant alinarak, PZR karisimi i¢in kullanilmak
tizere -20 °C’de sakland1 (Zhang ve ark., 2004; Garipcin ve Seker, 2015).

2.2.2.2. Amplifikasyon Kosullari

Calismada; Choi ve ark. (2003) tarafindan tanimlanan mecA genine spesifik
primerler, internal kontrol i¢cin Strommenger ve ark. (2003) tarafindan tanimlanan
Staphylococcus spesifik 16S rDNA primerleri ile Lina ve ark. (1999) tarafindan
tanimlanan pvl toksin genine spesifik primerler kullanildi. Staphylococcus spesifik
16S rDNA ve mecA genlerinin belirlenmesinde ikili PZR protokolii, pvl toksin
geninin belirlenmesinde ise tekli PZR protokolii uygulandi. Kullanilan primerlere ait

niikleotid sekanslar1 Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Kullanilan primerlere ait oligoniikleotid sekanslari

Hedef Oligoniikleotid sekanslar: Bant biiyiikliigii
genler (5"-3" (bg)
16S rDNA | Forward CAGCTCGTGTCGTGAGATGT 420
Reverse AATCATTTGTCCCACCTTCG
mecA Forward CCTAGTAAAGCTCCGGAA 314
Reverse CTAGTCCATTCGGTCCA
pvl Forward | ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 433
Reverse GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC

PZR karisimi, final hacmi 25 pl olacak sekilde hazirlandi. Karigimi olusturan
PZR bilesenleri ve miktarlar Tablo 2.2 (16S rDNA ve mecA) ve Tablo 2.3'te (pvl)
gosterilmistir. Calisilacak izolat sayisina gore hazirlanan PZR karigimindan, mini

PZR tiiplerine (DNase-RNase free) 20'ser ul dagitildi. Daha sonra, her birinin
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tizerine 5 pl hedef DNA ilave edildi. Tamamlanan reaksiyon karigimlart igin
uygulanan amplifikasyon kosullart Tablo 2.4'te gosterilmistir. Elde edilen
amplifikasyon triinleri (16S rDNA 420 bg, mecA 314 bg ve pvl 433 bg), ethidium
bromidle (5 pg/ml) boyanmis % 1,5’luk agaroz jelde, sabit akimda 100 voltta 60
dakika elektroforeze tabi tutularak, UV-transilluminatorde goriintiilendi.

Tablo 2.2. PZR karisimini olusturan bilesenler ve miktarlar1 (16S rDNA ve mecA)

PZR bileseni Miktar (16S rDNA, mecA)
10XPCR buffer 2,5 ul

MgCl, 3ul

dNTP karisimi 0,5 ul

16S rDNA-F 0,1 pnl

16S rDNA-R 0,1 pnl

mecA-F 0,1 pul

mecA-R 0,1 pnl

Taqg DNA polimeraz (1U) 0,2 pl

Distile su 13,4 ul

Tablo 2.3. PZR karisimini olusturan bilesenler ve miktarlar1 (pvl)

PZR bileseni Miktar (pvl)
10XPCR buffer 2,5l
MgCl, 3ul
dNTP karisimi 0,5 ul
pvl-F 0,1 pl
pvl-R 0,1 pl
Taqg DNA polimeraz (1U) 0,2 pl
Distile su 13,6 ul

Tablo 2.4. 16S rDNA, mecA ve pvl genleri i¢in uygulanan amplifikasyon kosullari

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siire
mecA ve pvl mecA ve pvl
16S rDNA 16S rDNA

On Denaturasyon 1 95 °C 95 °C 5dk 5 dk
Denaturasyon 30 95 °C 94 °C 2dk 30 sn
Primer Baglanmas1 30 54 °C 62 °C 1dk 30 sn
Uzama 30 72 °C 72 °C 1dk 1dk
Son uzama 1 72 °C 72 °C 7 dk 5 dk
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2.2.3. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

PZR ile metisiline direngli oldugu belirlenen suslarin test edilen antibiyotiklere
direnglilikleri Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanilarak belirlendi (CLSI,
2013). Bu amagla, amoksisilintklavulanik asit (30ng), enrofloksasin (5ug),
sefoksitin (30pg), oksasilin (1pg), sefalothin (30pg), rifampisin (5pg), gentamisin
(10pg), eritromisin  (15pg), penisilin - G (10U), tetrasiklin  (30pg),
trimetoprim/sulfametoksazol (25ug) ve vankomisin (30ug) antibiyotik diskleri
(Oxoid, Ingiltere) kullanildi. Tiim uygulamalarda pozitif (MRSA ATCC 33591) ve
negatif (MSSA ATCC 25923) kontrol suslar1 da kullanildi.

Yogunlugu McFarland No. 0,5’e gore ayarlanan taze bakteri buyyon
kiiltiirlerinden 0,1 ml alind1 ve buyyon kiiltiirleri steril sivaplar yardimiyla yayilarak
Mueller Hinton agara (Oxoid, Ingiltere) inokule edildi. Antibiyotik diskleri agar
yiizeyine yerlestirildikten sonra, oksasilin (1pg) ve sefoksitin (30ng) disklerinin
yerlestirildigi petriler 35 °C’de 24 saat inkiibe edilirken, diger petriler 37 °C’de 18
saat siireyle inkiibasyona kaldirildi. Siire sonunda olusan zon ¢aplar1 Ol¢iiliip, elde
edilen degerler CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) kriterleriyle
karsilastirildi. Buna gore test edilen suslar, direngli (R), orta derecede duyarli (I) ve
duyarl (S) olarak degerlendirildi (CLSI, 2013).
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon ve identifikasyon Bulgular:

Sunulan c¢alismada, Izmir ili Odemis ilgesi merkez ve koylerinde bulunan 34 farkli
kiigiik (aile tipi), orta ya da biiyilk Olcekli isletmelerden, laktasyonun farkli
donemlerinde olan 251 bas sagmal inekten alinan 972 meme lobu siit 6rnegi
kullanildi. Her bir meme lobuna uygulanan CMT sonrasinda, 757 meme lobu siit
orneginin CMT'ye pozitif reaksiyon verirken, 215 meme lobu siit 6rneginin ise

negatif reaksiyon verdigi belirlendi.

CMT pozitif ve negatif toplam 972 meme lobu siit 6rneginden 182 (%18,72)
Staphylococcus susu izole ve identifiye edildi. Orneklenen 251 adet inegin 120'sinin
(%47,8) en az bir Stafilokok tiirii ile infekte oldugu belirlendi.

Identifiye edilen 182 adet Stafilokok susunun 137'sinin (%75,27) KPS tiirii,
45'inin  (%24,73) ise KNS tiirii oldugu belirlendi. Calismada toplam 11 farkh
Stafilokok tiirii izole edildi. Tiirler arasinda en yiiksek izolasyon oranina sahip tiir S.
intermedius (%42,30) olarak belirlenirken, bunu; S. aureus (%32,97) ve S.
saprophyticus'a (%10,99) ait izolasyon oranlari izledi. Calismada identifiye edilen
182 Staphylococcus tiirii ve tiirlerin izolasyon oranlari Tablo 3.1'de, tiirlerin CMT

skorlamasina gore dagilimlari ise Tablo 3.2'de gosterilmistir.



Tablo 3.1. Identifiye edilen Staphylococcus tiirleri ve tiirlerin izolasyon oranlar

Tiir Say1 (n) Yiizde (%)
S. aureus 60 32,97
S. intermedius 77 42,30
S. saprophyticus 20 10,99
S. haemolyticus 11 6,04
S. simulans 5 2,75
S. capitis 3 1,65
S. epidermidis 2 1,10
S. kloosii 1 0,55
S. sciuri 1 0,55
S. schleiferi subsp. schleiferi 1 0,55
S. auricularis 1 0,55
Toplam 182 100
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Tablo 3.2. Identifiye edilen Staphylococcus tiirlerinin CMT skorlamasina gére

dagilimlar
Tiir (n=182) CMT skorlamasi
+1 (n) +2 (n) +3 (n) Negatif (n)
S. aureus 15 27 9 9
S. intermedius 18 21 8 30
S. saprophyticus 1 6 1 12
S. haemolyticus 4 1 1 5
S. simulans 1 2 2 -
S. capitis 1 - 2
S. epidermidis - 2 - -
S. kloosii 1 - - -
S. sciuri 1 - - -
S. scleiferi subsp. scleiferi - - - 1
S. auricularis - - - 1
Toplam 42 (% 23,07) | 59(%32,42) | 21(%11,54) | 60 (%32,97)
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3.2. PZR bulgulan

Siit 6rneklerinden identifikasyon kiti ile tiplendirilen toplam 182 Staphylococcus
tirliiniin tamaminda 16S rDNA spesifik bantlar saptanirken, izolatlardan 4'iiniin
(%2,2) ise mecA geni tasidigi belirlendi. mecA genine sahip 4 Stafilokok tiiriiniin
dordii de S. intermedius'tu. Buna gore, toplam 77 S. intermedius susunda mecA
pozitifligi %5,19 olarak tespit edildi. PVL toksin varliginin da arastirildig ¢caligmada,
suglarin hi¢ birinde pvl toksin genine rastlanmadi. Dort adet mecA pozitif izolat
orneklemenin yapildigi isletmeler yoniinden incelendiginde, izolatlardan 2’sinin ayni
isletmeden, digerlerinin ise farkli isletmelerden saglandigi belirlendi. 16S rDNA (420
bg) ve mecA (314 bg) genlerine ait jel goriintiisii Sekil 3.1'de, pvl (433 bg) geni

pozitif kontroliine ait jel goriintiisii ise Sekil 3.2'de gosterilmistir.

Sekil 3.1. 16S rDNA ve mecA genlerine ait PZR bulgulari. M: DNA ladder (100 bg);
-2 mecA negatif kontrol (MSSA ATCC 25923); +: mecA pozitif kontrol (MRSA
ATCC 33591); 1,3-5: mecA pozitif S. intermedius suslari; 2: mecA negatif
Staphylococcus izolati



36

| ——
—
| —
=
—
—
|
e

Sekil 3.2. pvl toksin geni pozitif kontrol susuna ait PZR bulgulart. M: DNA ladder
(100 bg); +: pvl pozitif kontrol (S. aureus ATCC 49775)

3.3. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

PZR ile metisiline direngli oldugu belirlenen 4 S. intermedius susunun, veteriner
sahada yaygin olarak kullanilan ¢esitli antibiyotiklere direnglilikleri Kirby-Bauer
disk difiizyon yontemi kullanilarak arastirildi. Buna gore; mecA pozitif 4 S.
intermedius susunun tiimiiniin penisilin G, oksasilin ve sefoksitine direngli oldugu
belirlendi. Ayrica izolatlarda eritromisine %50, rifampisin, gentamisin, tetrasiklin ve
trimetoprim+sulfametaksazole kars1 ise %25 oranlarinda direng tespit edildi. Suslarin
tamami amoksisilin+klavulanik asit, sefalothin ve vankomisine karst duyarli idi.
Metisiline direncli izolatlarin, test edilen antibiyotiklere karsi direnclilik profilleri

Tablo 3.3'te gosterilmistir.



Tablo 3.3. Metisiline direngli S. intermedius suslarinda antibiyotik direngliligi
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mecA pozitif S. intermedius izolatlar1 (n=4)

Antibiyotikler S | R

% % %
Amoksisilin+klavulanik asit (30ug) 100 0 0
Enrofloksasin (5pg) 75 25 0
Sefalothin (30pg) 100 0 0
Rifampisin (5pg) 75 0 25
Gentamisin (10pg) 75 0 25
Eritromisin (5ug) 25 25 50
Penisilin G (10U) 0 0 100
Tetrasiklin (30pg) 75 0 25
Trimetoprim+Sulfametoksazol (25ug) 75 0 25
Vankomisin (30pug) 100 0 0
Oksasilin (1pg) 0 0 100
Sefoksitin (30pg) 0 0 100
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4. TARTISMA

Siit yonlii yetistiricilik yapan isletmelerin en 6nemli problemi olan mastitis, hayvan
sagligini etkiledigi kadar siit veriminin ve kalitesinin de diismesine yol agtigindan,
isletmenin ticari acgidan siirdiirebilirligini de onemli oranda etkileyerek ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (Sargeant ve ark., 2001; Sabuncuoglu ve Coban, 2006;
Bastan, 2007). Ulkemiz igin siit endiistrisi 6nemli olup, 2014 yil1 verilerine gére
iilkemizde 2.427,909 adet sagmal kiiltir sigir1 bulunmakta (TUIK, 2014) ve
Tiirkiye’de sagilan toplam siitiin %87,1°1 ineklerden saglanmaktadir (TUIK, 2010).
Izmir iliyse 2014 yili verilerine gére 192.824 adet kiiltiir sigir1 barindirmakta ve bu
sigirlarin 68.425 tanesi Odemis ilgesinde bulunmaktadir. Izmir ilinin yine aym
senenin verilerine gore yillik siit Giretimi 1.411,372 ton iken, {retilen siitiin 500.871
tonu Odemis ilgesinden saglanmaktadir (Tarrm Bakanligi, 2014). Resmi verilerden
de goriildiigii iizere, siit liretimi bu bdlge ekonomisi i¢in olduk¢a 6nem tasimaktadir.
Ayrica, sadece siit iiretimi degil, iiretilen siitiin saglikli olmasi1 da bolge ekonomisi
acisindan onem arz etmektedir. Ulkemizde Stafilokok orijinli ve giigliikle tedavi
edilen mastitis olgularina sik¢a rastlanmaktadir. Sunulan bu calisma ile izmir ili siit
ihtiyacinin biiyiik bir kismini saglayan Odemis ilgesi merkez ve kdylerinde bulunan
sagmal ineklerde Stafilokoklara bagli mastitis prevalansini belirlemenin, bolge

ekonomisi lizerine olumlu bir katki saglayacagi diistiniilmiistiir.

Meme yangisina neden olan etkenlerin rol oynadigi subklinik mastitislerin
teshisinde ve siirli saghgini belirlemede tarama testi olarak kullanilan CMT,
reaksiyonlarin gozle goriilebilmesine imkan tanimasi ve karmasik ekipmanlara gerek
duyulmamasi gibi nedenlerle hizli, ucuz ve etkili bir test olarak kabul edilmektedir
(Sargeant ve ark., 2001; Bhutto ve ark., 2012). Ancak testin negatif sonug¢ verdigi
meme loblarinda dahi, yliksek oranlarda mikrobiyolojik iireme tespit edilebildigi
bildirilmistir (Wesen ve ark., 1967; Bhutto ve ark., 2012; Alkan ve ark., 2014).
Bhutto ve ark.'nin (2012) 240 inekten alinan 6rnekte subklinik mastitis teshisi i¢in
CMT ve etken izolasyon sonuclarini karsilastirdiklar: bir ¢calismada, CMT ile negatif

reaksiyon veren meme lobu siit orneklerinin %57,6'sinda mikrobiyolojik {ireme



39

belirlenmistir. Ayn1 ¢aligmada arastiricilar, CMT'de siipheli olarak degerlendirilen
meme loplarinin %64,9, +1 olarak derecelendirilen meme loplarinin %75,7 ve +2 ile
derecelendirilen meme loplarinin ise %87,4 oraninda infekte olduklarim
bildirmislerdir (Bhutto ve ark., 2012). Benzer sekilde, Tiirkiye'de CMT pozitif ve
negatif meme loblarindan 6rneklemenin yapildigi bir ¢alismada, CMT negatif meme
loblarindan %30,1 oraninda bakteri izolasyonu gerceklestirildigi belirtilmistir (Alkan
ve ark., 2014).

Bu calismada, 757 CMT pozitif ve 215 CMT negatif olmak iizere toplam 972
meme lobu siit 6rnegi Staphylococcus tiirleri agisindan incelendi. CMT'ye negatif
reaksiyon veren meme lobu siit drneklerinden Stafilokokal mastitis patojenlerinin
tireme oran1 %32,97 olarak belirlendi. Bu oranin +1 ile skorlanan 6rneklerde %23,07,
+2 ile derecelendirilenlerde %32,42 ve son olarak +3 ile nitelendirilen numunelerde
%11,54 oldugu goriildii. Sunulan ¢alismada, CMT’ de reaksiyon vermeyen siitlerde
Stafilokok tiirlerinin iireme orani diger ¢alismalarla benzerlik gdstermekle birlikte,
CMT pozitif siit 6rneklerinden izolasyon oranlarinin diisiik oldugu belirlendi. Bunun
nedeninin, diger arastirmalarin ¢alismaya dahil ettikleri mastitis patojenlerinin ¢ok
cesitli infeksiyéz ajanlart igerirken, bu caligmanin ise sadece Staphylococcus
tiirlerinin  mastitislerdeki etkisinin arastirilmasina yonelik olmast ile iliskili
olabilecegi diisiiniildii. Ayrica bazi arastiricilar (Sargeant ve ark., 2001; Pyorila,
2003; Shitandi ve Khumbu, 2004) tarafindan da bildirildigi gibi, bu farkliliklarin
ortaya ¢ikmasinda, CMT’nin spesifite ve sensitivitesinin degisken olabilmesi,
ozellikle farkli patojen tiplerinde duyarliliginin zayif olmasindan kaynaklanabilecegi

distinildii.

Sigirlarda mastitise neden olan etkenler arasinda Stafilokok cinsine ait
mikroorganizmalar 6nemli bir yer teskil etmektedir (Bradley, 2002; Taponen ve ark.,
2006; Tenhagen ve ark., 2006; Macun ve ark., 2011; Yesilmen ve ark., 2012;
Middleton, 2013; Cantekin ve ark., 2014). Bu nedenle, mastitisli hayvanlardan
etkenlerin izolasyonlar1 ve identifikasyonlari iilkemiz dahil hemen hemen diinyanin
her yerinde bilimsel ¢aligmalara sik¢a konu olmustur (Arshad ve ark., 2006; Macun

ve ark., 2011; Yesilmen ve ark., 2012; Hosseinzadeh ve Saei, 2014; Vishnupriya ve
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ark., 2014). Stafilokokal mastitislerin etiyolojilerine yonelik yapilan bu ¢aligmalarda
elde edilen veriler degisiklik gostermektedir. Iran'da yapilan bir ¢alismada, mastitisli
hayvanlara ait 158 siit 6rneginden 5'i S. aureus, 108'i KNS tiirii olmak {izere, toplam
113 (%71,5) Staphylococcus tiirii izole edildigi, KNS tiirleri arasinda en yaygin izole
edilen tiirlerinse S. haemolyticus (%40,7) ve S. chromogenes (%15,7) oldugu
bildirilmistir (Hosseinzadeh ve Saei, 2014). Arshad ve ark. (2006) Pakistan'da sigir
ve manda mastitislerinin etiyolojilerine yonelik yaptiklar1 bir ¢calismada, 6rneklenen
100 hayvanda Stafilokok prevalansin1 %36,67 (n=33 izolat) olarak bildirmislerdir.
Ayni ¢aligmada izole edilen 33 Staphylococcus tiiriiniin 23"iniin S. aureus, 10'unun
ise S. epidermidis oldugu belirtilmistir (Arshad ve ark., 2006). Yapilan bir bagka
calismada, 158 siit orneginden 22'si KPS ve 7410 KNS olmak iizere 96
Staphylococcus tiirii izole edildigi, KPS tiirlerinden 20'sinin S. aureus, 2'sinin ise S.
intermedius olarak identifiye edildigi rapor edilmistir. Ayrica ayni ¢alismada izole
edilen KNS tiirleri ise; S. epidermidis (17), Staphylococcus hominis (8),
Staphylococcus lugdenensis (6), S. chromogenes (6), S. saccharolyticus (5), S. lentus
(5), S. xylosus (4), S. simulans (4), S. haemolyticus (4), Staphylococcus auricularis
(3), S. sciuri (3), Staphylococcus arlettae (3), Staphylococcus caprae (2),
Staphylococcus caseolyticus (2), Staphylococcus capitis (1) ve S. cohnii (1) olarak
tiplendirilmistir (Vishnupriya ve ark., 2014). Ulkemizde de mastitisli hayvanlardan
Stafilokoklarin izolasyonuna yonelik yapilan ¢aligmalarda farkli izolasyon oranlari
bildirilmistir (Macun ve ark., 2011; Pehlivanoglu ve Yardimci, 2012; Yesilmen ve
ark., 2012). Burdur ilinde yapilan bir ¢alismada CMT pozitif numunelerden elde
edilen 100 izolatta; 65 S. aureus, 17 S. intermedius, 4 S. simulans, 3 S. chromogenes,
3 S. lugdunensis, 3 S. xylosus, 2 S. haemolyticus, 1 S. hominis subsp. hominis, 1 S.
cohnii ve 1 adet identifiye edilemeyen KNS susu belirlenmistir (Pehlivanoglu ve
Yardimci, 2012). Diyarbakir’da CMT pozitif subklinik mastitisli inekler iizerine
yapilan bir bagka aragtirmada, toplam izolatlarin %24,63’i S. aureus, %10,07’si S.
haemolyticus ve %7,46's1 S. epidermidis olarak identifiye edilmistir (Yesilmen ve
ark., 2012). Benzer sekilde Macun ve ark. (2011), CMT pozitif olan 836 meme lobu
stit Orneginden izole edilen Staphylococcus tiirlerini, S. aureus (%28,17), S.
haemolyticus (%12.21), S. simulans (%8.92), S. hominis (%4.22) ve S. capitis
(%3.75) olarak bildirmislerdir (Macun ve ark., 2011).
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Odemis merkez ve kdylerinde gergeklestirilen bu ¢alismada, toplam 972 meme
lobu siit 6rneginden izole edilen 182 Staphylococcus izolatinin 137 tanesi KPS
(%75,27), 45 tanesi ise KNS (%24,73) olarak simiflandirildi. izole edilen 11 farkl
tirtin 601 (%32,97) S. aureus, 77'si (%42,30) S. intermedius, 20'si (%10,99) S.
saprophyticus, 11'i (%6,04) S. haemolyticus, 5'i (%2,75) S. simulans, 3'i (%1,65) S.
capitis, 2'si (%1,10) S. epidermidis olarak belirlenirken, 1’er (%0,55) adet de
Staphylococcus schleiferi subsp. schleiferi, Staphylococcus kloosii, S. auricularis ve
S. sciuri identifiye edildi. Konu ile ilgili yapilmis diger c¢alismalarla
karsilastirildiginda (Arshad ve ark., 2006; Macun ve ark., 2011; Yesilmen ve ark.,
2012; Hosseinzadeh ve Saei, 2014; Vishnupriya ve ark., 2014), izole edilen tiirler
acisindan benzerlikler oldugu belirlenirken, tiirlerin izolasyon oranlar1 arasinda
farkliliklar bulundugu saptandi. Sunulan c¢alismada, ozellikle S. intermedius'un
izolasyon oraninin, diger arastiricilarin izolasyon orani sonuglarindan yiiksek olmasi
dikkat cekiciydi. Taponen (2008), mastitisli hayvanlardan etken izolasyonuna
yonelik c¢aligmalarda genellikle etkenlerin KPS olarak smiflandirildigini ve bu
smiflandirmada yer alan tiirlerin gogunlukla ayrimina gidilmeden S. aureus olarak
bildirildigine dikkat g¢ekmistir. Taponen'in (2008) dikkat ¢ektigi siniflandirma
eksikligi goz Oniine alinarak, bu calismada elde edilen tim KPS tiirlerinin
tiplendirilmesinin, S. intermedius'a iliskin elde edilen yiiksek izolasyon oranini
aciklayabilecek nitelikte olabilecegi diisiiniildii. Ayrica, diger ¢alismalardan farkl
olarak, sunulan ¢aligmada orneklemenin hem CMT pozitif, hem de CMT negatif
meme loblarindan yapilmis olmasinin, S. intermedius'un, mastitislerde siklikla izole
edilen ve major etken kabul edilen S. aureus’a gore daha yiiksek oranda izole
edilmesi ile iligkili olabilecegi diisiliniildii. Bu ¢alismada, KNS tiirleri arasinda en ¢ok
izole edilen tiiriin S. saprophyticus (n=20, %10,99) olmas:1 dikkat ¢ekici bir diger
bulguydu. Etkenin, normal ahir sartlarinda bulunabildigi (Taponen, 2008) ve daha
onceleri 6nemsiz olarak kabul edilmesine ragmen, 6zellikle son yillarda mastitis
problemli ineklerden izolasyonunda dikkate deger bir artisa sahip oldugu
vurgulanmaktadir (Ergiin ve ark., 2009; Thorberg ve ark., 2009; Cheng ve ark., 2010;
Waller ve ark., 2011).
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Siit yonlii yetistiriciligin en 6nemli ve maliyetli hastaliklarindan olan mastitis,
tedavisinde antibiyotiklerin 6nemli Ol¢lide kullanildigr bir infeksiyondur. Fakat
antibiyotiklerin hatali kullanimlar etkenlerin kullanilan ilaca direng gelistirmesine
neden olmaktadir. Bu diren¢ mekanizmalarindan birisi de son yillarda {izerinde
Oonemle durulan ve mecA geni tarafindan kodlanan PBP2a sentezi ile iliskilendirilen
metisilin direncidir (Pinho ve ark., 2001; Gordon ve Lowy, 2008; Saldago, 2010).
Mastitisli inek siitlerinden izole edilen Stafiloklarda metisilin direncinin PZR ile
belirlenmesine yonelik calismalarda, izolatlarda farkli mecA geni pozitiflik oranlari
bildirilmistir (Moon ve ark., 2007; Bal ve ark., 2010; Fessler ve ark., 2010a;
Pehlivanoglu ve Yardimei, 2012; Tel ve ark., 2012; Erdem ve Tiirkyilmaz, 2013;
Unal, 2013; Luini ve ark., 2015). Almanya’da yapilan bir arastirmada; mastitisli
ineklerden izole edilen 121 KNS izolatindan 15 (%12,39) tanesinin mecA genine
sahip oldugu gosterilmistir (Fessler ve ark., 2010a). Moon ve ark. (2007), 3407
mastitisli siit 6rneginden izole edilen 835 S. aureus susundan 13'tinde, 763 KNS
susundan ise 12'sinde mecA varlig1 bildirmislerdir. Luini ve ark. (2015), Italya'nin
farkli bolgelerinden ornekledikleri 1025 hayvana ait mastitisli siit 6rneklerinden izole
ettikleri 163 S. aureus susunda mecA pozitifligini %9,2 (n=15) olarak rapor
etmislerdir. Benzer sekilde, Tiirkiye’de mastitisli siitlerden izole edilen KPS ve KNS
tirlerinde mecA varliginin belirlenmesine yonelik yapilan arastirma sonuclar1 da
farklilik gostermektedir. Burdur ilinde yapilan bir ¢aligmada, 306 meme lobu siit
orneginden elde edilen 100 Stafilokok susunun 20'si metisiline direngli olarak
bildirilmistir (Pehlivanoglu ve Yardimci, 2012). Erdem ve Tiirkyilmaz (2013), 145
mastitisli siit 6rneginden izole ettikleri S. aureus suslarinin sadece 2'sinde mecA
genine rastladiklarimi vurgulamiglardir (Erdem ve Tiirkyilmaz, 2013). Baska bir
caligmada, siit 6rneklerinden izole edilen 69 KNS izolatinda sadece bir tane mec A
genine sahip KNS tiirii bulundugu, bunun da S. haemolyticus olarak tiplendirildigi
belirtilmistir (Bal ve ark., 2010). Unal (2013), 60 adet sigir subklinik mastitis orijinli
S. aureus sugunda mecA genine rastladig1 sus sayisini 2 olarak bildirirken, Tel ve ark.
(2012) sigir mastitis orijinli 64 S. aureus izolatinin hi¢ birinde mecA geni tespit

edemediklerini belirtmislerdir.
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Sunulan c¢alismada, siit 6rneklerinden ticari identifikasyon kiti kullanilarak
tiplendirilen 182 Stafilokok izolati i¢in, cins spesifik 16S rDNA ve mecA genine
spesifik primerlerin kullanildig: ikili PZR uygulandi. 16S rDNA spesifik bantlar 182
Staphylococcus tiiriiniin tamaminda saptanirken, izolatlardan 4'linde (%2,2) mecA
geni pozitifligi belirlendi. mecA genine sahip 4 Stafilokok tiiriiniin dordii de S.
intermedius'tu. Buna gore, calismada izole edilen toplam 77 S. intermedius susunda
mecA pozitifligi %5,19 olarak tespit edildi. Bu ¢alismada elde edilen bu bulgu
oldukca dikkat ¢ekiciydi. Ciinkii, yapilan kapsamli literatiir taramalarinda, genotipik
olarak metisiline direngli S. intermedius bildirimi sadece Kore’de yapilan bir
calismada belirlendi. Moon ve ark. (2007) tarafindan yapilan bu c¢alismada,
metisiline direngli 20 susun sadece bir tanesinin S. intermedius oldugu bildirilmistir
(Moon ve ark., 2007). Tiirkiye'de ise, metisiline direngli S. intermedius bildiriminin
yapildigi bir arastirma bulgusuna rastlanmadi. Calismada elde edilen bu farkli
verinin, Taponen'in (2008) de vurguladigi gibi, mastitisli hayvanlardan etken
izolasyonuna yonelik caligmalarda genellikle etkenlerin KPS olarak siniflandirilmasi,
KPS tiirleri arasinda da ¢ogunlukla S. aureus'un tiplendirilmesi ile iliskili olabilecegi
disiiniildii. Genel olarak bakildiginda, bu c¢alismada saptanan %2,2'lik mecA
pozitifligi, konu ile ilgili diger arastiricilarin bildirdigi pozitiflik oranlarindan
diisiiktii. Bu farkliligin ortaya ¢ikmasinda, bolgesel farkliliklar ve izole edilen sus
farkliliklarinin yan1 sira, bdlgede mastitislerin sagaltimina yonelik antibiyotik
uygulamalarinin gecerli ve kontrollii sekilde uygulanmasinin da etkili olabilecegi
distintildi. Cilinkii konuyla ilgili bolge veteriner hekimleriyle yapilan goriismelerde,
mastitis vakalarinda antibiyogram uygulamasinin yaygin olarak kullanildigi,
kullanilan antibiyotiklerin bdlge florasiyla uyumlu, sinerjik etkili kombinasyonlar
oldugu, uygun doz ve uygun siirede akilc1 uygulandigi ve veteriner hekimler
tarafindan infeksiyon takibinin yapildigi 6grenildi. Ayrica, siit¢ii siiriilerde diizenli
olarak mastitis asilarinin yapildig: ve siklikla meme infeksiyonu gegiren hayvanlarin

stirliden ¢ikarildig bilgileri de edinildi.

Stafilokok infeksiyonlarimin patogenezinde etkili oldugu bilinen pek cok
virulens faktorii arasinda en Onemlilerinden biri olarak diisiiniilen toksin Panton-

Valentine Lokosidin (PVL) toksinidir (Lina ve ark., 1999; Gillet ve ark., 2002;
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Vandenesch ve ark., 2003; Lo ve Wang, 2011). Bu toksini kodladig: bilinen pvl geni,
mastitisli ineklerden izole edilen S. aureus izolatlarinda degisik oranlarda
belirlenmistir (Fueyo ve ark., 2005; Zecconi ve ark., 2006; Fessler ve ark., 2010b;
Ikawaty ve ark., 2010; Benhamed ve Kihal, 2013; Erdem ve Tiirkyi1lmaz, 2013; Unal,
2013). PVL toksinin inek mastitislerinin patogenezinde anahtar rol oynayabilecegine
dikkat ¢eken arastiricilar oldugu gibi (Wang ve ark., 2011), bazi arastiricilar da
subklinik mastitislerin  patogenezinde sanildigit kadar Onemli olmadigim
vurgulamistir  (Unal, 2013). Zecconi ve ark. (2006) inceledikleri S. aureus
izolatlarinda pvl geni pozitifligini %56 olarak bildirirken, Fueyo ve ark. (2005)
subklinik mastitisli inek siitlerinden izole ettikleri S. aureus suslarmin higbirinin pvl
geni tasimadigin1 vurgulamiglardir. Ikawaty ve ark. (2010) tarafindan Hollanda’da
mastitisli sigir siitlerinden izole edilen 76 S. aureus susunun hi¢ birinde pvl genine
rastlanmadigi bildirilmistir. Benzer sekilde, Almanya'da yapilan bir arastirmada
klinik mastitisli ineklerden izole edilen 25 MRSA susunda pvl geni tespit edilemedigi
belirtilmistir (Fessler ve ark., 2010b). Ulkemizde yapilan arastirmalardan birinde,
subklinik mastitisli inek siitlerinden izole edilen S. aureus suslarinda pvl toksin geni
pozitifligi %6,6 olarak saptanmis ve PVL toksinin subklinik mastitislerin
patogenezinde 6nemli bir role sahip olmayabilecegi belirtilmistir (Unal,2013).
Tirkyilmaz ve ark. (2010), Aydin'da MRSA olarak belirledikleri 16 izolatin hig
birinde pvl pozitifligi saptamadiklarin1 bildirmislerdir. Benzer sekilde Erdem ve
Tiirky1lmaz (2013), 145 mastitisli siit orneginden izole ettikleri 2 MRSA susunun da

pvl toksin genine sahip olmadigini belirtmislerdir.

Sunulan ¢aligmada, izole edilen 182 Stafilokok izolatinda PZR teknigiyle pvl
geni aragtirildi. Ancak, izolatlarin higbirinde pvl toksin genine rastlanmadi. Elde
edilen bu sonuca gore, PVL’nin 6rneklemenin yapildigi bolge agisindan subklinik

mastitislerin patogenezisinde aktif bir rol oynamayabilecegi diisiiniildii.

Metisiline karsi direng, tiim beta laktam grubu antibiyotiklere direncin genel
ifadesi olarak kabul gormektedir (Lowy, 2003; CLSI, 2007; Saldago, 2010). Ayrica,
MRS suslarinda beta laktam antibiyotiklere diren¢ disinda saptanan ¢oklu antibiyotik

direnci, bu etkenlere bagli infeksiyonlarin sagaltiminda tedavi segeneklerini



45

siirlayan bir sorun olarak goriilmektedir (Lowy, 2003; Saldago, 2010). Mastitisli
stitlerden izole edilen MRS tiirlerinde antibiyotik direncliliklerinin arastirildig: ¢esitli
caligmalarda, test edilen farkli antibiyotiklere karsi diren¢ oranlar1 degiskenlik
gostermekle birlikte, bu ¢alismalarin ¢ogunda izolatlarin ¢oklu antibiyotik direncine
sahip olduklar1 goriilmektedir (Kaynarca ve Tirkyilmaz, 2010; Vanderhaeghen ve
ark., 2010; Kreausukon ve ark., 2012) Kreausukon ve ark. (2012) 36 MRSA
izolatinin tamaminin oksasilin ve tetrasikline direngli oldugunu belirtmis, ayrica
klindamisin eritromisin, kanamisin ve siprofloksasine direnglilik oranlarini sirasiyla
%58,3, %19, %10 ve %S8,3 olarak belirlediklerini bildirmislerdir. Belgika’da yapilan
bir calismada subklinik mastitis orijinli 11 adet MRSA izolatinin tamaminin
tetrasikline, dokuzunun trimetoprim-sulfametoksazola, yedisinin linkomisine,
ikisinin ise siprofloksasine direnc¢li oldugu rapor edilmistir (Vanderhaeghen ve ark.,
2010). Kaynarca ve Tiirkyilmaz (2010), calismalarinda izole ettikleri 16 MRSA
susunun %25'inin neomisine, %56,2’sinin enrofloksasine, %68,8’inin tetrasikline,
%68,8’inin  sefoperazona, %068,8’inin amoksisilin+klavulanik asite, %75'inin
gentamisine, %75'inin ampisiline, %487,5’inin penisiline direngli oldugunu
bildirmislerdir. Ayni1 ¢alismada, mecA genine sahip izolatlarin hepsinde coklu

antibiyotik direnci saptandig1 vurgulanmistir (Kaynarca ve Tirkyilmaz, 2010).

Bu ¢alismada mecA geni tasiyan 4 adet S. intermedius izolatinin Tirkiye'de
yaygin olarak kullanilan cesitli antibiyotiklere direnglilikleri Kirby-Bauer disk
difiizyon testi kullanilarak arastirildi. Test sonuglarina gére, MR S. intermedius
suglarinin tamaminda penisilin G, oksasilin ve sefoksitine direng tespit edildi.
Izolatlarda test edilen diger antibiyotiklere direng oranlari ise eritromisine %50,
rifampisin, gentamisin, tetrasiklin ve trimetoprim+sulfametaksazole karsi ise %25
olarak belirlendi. MR suslarin 2’sinde ii¢ antibiyotige, 1’inde alt1 antibiyotige, 1’inde
de bes antibiyotige kars1 direng gozlendi (Tablo 3.3). Elde edilen direng oranlar
diger arastiricilarin  bulgulaniyla  karsilastirildiginda, benzerlikler — yaninda
farkliliklarin da oldugu goriildii. Bu farkliliklarin, test edilen izolat sayisi, izolatlarin
orijin aldig1 bolgesel farkliliklar ve metisilin direncinin belirlendigi tiir

farkliliklariyla iliskili olabilecegi diistiniildii.
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5. SONUC VE ONERILER

Izmir ili Odemis ilgesi ve kdylerinde sigir mastitislerinin Stafilokok tiirlerine bagl
etiyolojilerinin, izole edilen tiirlerde metisilin direngliligi ve O©nemli virulens
faktorlerinden PVL toksin varliginin arastirilmasi amaciyla yapilan bu c¢alismada;
ornek alinan 251 adet inegin 120'sinde (%47,8) en az bir Stafilokok tiirii teshis edildi.
Stafilokoklarin biyotiplendirmesinde 11 farkli tiir izole edildi ve hem KPS’lerin
(%75,27) hem de KNS’lerin (%24,73) orneklenen hayvanlar agisindan mastitisin
etiyolojisinde &nemli oldugunu goriildii. Izole edilen KPS’ler arasinda S.
intermedius'un izolasyon oraninin (%42,30) S. aureus izolasyon oranindan (%32,97)
yiiksek olmasi dikkat ¢ekiciydi. Bu durum, bolge florasinda diger KPS olan S. aureus
kadar S. intermedius’un da yaygin olabilecegini diistindiirdii. Calismada izole edilen
KNS’ler arasinda ise en yiiksek izolasyon oranina sahip tiirler S. saprophyticus
(%10,99) ve S. haemolyticus (%6,04) olarak belirlendi.

PZR ile mecA varligini arastirdigimiz suslar arasinda, geni tasiyan 4 susun da
S. intermedius oldugu belirlendi. Yapilan kapsamli literatiir taramalarinda
Tiirkiye’deki arastirmalarda mecA pozitif S. intermedius’un bildirilmedigi goriildi.
Bu ¢alismada elde edilen bu bulgunun, aragtirmaya ayrica anlam kattig1 diisiintildi.
Calismada, izole edilen suslarda Stafilokoklar i¢in onemli virulens faktorlerinden
olan PVL toksin varlig1 da genotipik olarak arastirildi. Ancak, test edilen suslarin
higbiririnde pvl genine rastlanmadi. Bu anlamda PVL toksin varliginin arastirmanin
yapildig1 zamanda ve bolgede subklinik mastitislerin patogenezinde énemli bir rolii

olmayabilecegi kanisina varildi.

Calismada, metisiline direngli oldugu belirlenen suslarda, iilkemizde
mastitislerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan c¢esitli antibiyotiklere kars1
direnglilik durumlari da incelendi. Bdylece, Orneklemenin yapildigi bolgedeki

hayvanlardan izole edilen suslarda fenotipik antibiyotik direnglilik profili de ortaya
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konmus oldu. Buna gore, MR S. intermedius suslarinin 2’sinde ii¢ antibiyotige,

I’inde alt1 antibiyotige, 1’inde ise bes antibiyotige kars1 direng gdzlendi.

Sunulan ¢alismada, CMT pozitif meme loblarinin yani sira CMT negatif meme
loblarindan da Stafilokok izolasyonu gerceklestirilmesi nedeniyle, hayvanlarda
mastitislerin, 6zellikle de subklinik mastitislerin, teshisinde CMT uygulamalarina ek
olarak mutlaka bakteriyolojik identifikasyonun yapilmasinin gerekli ve daha yararli
olabilecegi diistiniildii. Calismada, mecA geni tasiyan izolatlarin sayisinin az olmasi
bolge i¢in sevindirici bir sonugtu. Bu sonucun, bolge veteriner hekimlerinin ve
yetistiricilerin mastitis koruma programlarini takip etmesi, gereksiz antibiyotik
kullanimindan kaginmasi, siiriilerde mastitis asilarinin kullanilmasi ve sik sik meme
infeksiyonu geciren ineklerin siiriiden ¢ikarilmasi ile iligkili olabilecegi diisiiniildii.
Bakterilerde direng artisi ile spesifik olmayan antibiyotik kullanimi arasinda paralel
bir baglant1 olmasi1 dikkate alindiginda, dogru vakaya, uygun dozda ve siirede dogru
antibiyotigin kullanilmas1 6nem tagimaktadir. Bu sebeple, tiir bazinda etken
izolasyonu ve identifikasyonu gergeklestirilerek, akilc1 antibiyotik kullanimi igin
antibiyogram uygulamalarinin yapilmasi ve devamliliginin saglanmasinin gerekli ve
onemli oldugu diisiiniildii. Ayrica, sunulan calismanin, yapildigi bolge icin ilk
arastirma olmasi1 nedeniyle, Tiirkiye'de konu ile iligkili gelecekte yapilacak

calismalar i¢in 6nemli bir veri kaynagi olacag: da diisiiniilmektedir.
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OZET

Sigir Mastitislerinden izole Edilen Stafilokoklarda Metisilin Direnci ve Panton-
Valentine Lokosidin Varhiginin Arastirilmasi

Bu calismada, mastitisli ineklerden Stafilokok tiirlerinin izolasyonu, izole edilen
tiirlerde mecA ve pvl genlerinin PZR ile arastirilmasi ve metisilin direnci belirlenen
suslarin  veteriner sahada yaygin olarak kullanilan ¢esitli antibiyotiklere
direncliliklerinin belirlenmesi amagclandi. Sunulan ¢alismada, Izmir ili Odemis ilgesi
merkez ve kdylerinde bulunan 34 farkli kiiciik (aile tipi), orta ya da bliyiik 6lcekli
isletmelerden, laktasyonun farkli dénemlerinde olan 251 bas sagmal inekten alinan
972 meme lobu siit 6rnegi kullanildi. Her bir meme lobuna uygulanan CMT
sonrasinda, 757 meme lobu siit 6rneginin CMT'ye pozitif reaksiyon verirken, 215
meme lobu siit drneginin ise negatif reaksiyon verdigi belirlendi. CMT pozitif ve
negatif 972 meme lobu siit érneginden toplam 182 (%18,72) Staphylococcus susu
izole ve identifiye edildi. Orneklenen 251 adet inegin 120'sinin (%47,8) en az bir
Stafilokok tiirii ile infekte oldugu belirlendi. identifiye edilen 182 adet Stafilokok
susunun 137'sinin (%75,27) KPS tiiri, 45'inin (%24,73) ise KNS tiiri oldugu
belirlendi. Calismada toplam 11 farkli Stafilokok tiirii izole edildi. Tiirler arasinda en
yiiksek izolasyon oranina sahip tiir S. intermedius (%42,30) olarak belirlenirken,
bunu; S. aureus (%32,97) ve S. saprophyticus'a (%10,99) ait izolasyon oranlari
izledi. 182 adet Stafilokok izolatindan 4'Uniin (%2,2) ise mecA geni tasidigi
belirlendi. mecA genine sahip 4 Stafilokok tiiriniin dordii de S. intermedius'tu. PVL
toksin varhiginin da arastirildigi ¢alismada, suslarin hi¢ birinde pvl toksin genine
rastlanmadi. Metisiline direngli 4 S. intermedius susunun, veteriner sahada yaygin
olarak kullanilan cesitli antibiyotiklere direnglilikleri Kirby-Bauer disk diflizyon
yontemi kullanilarak arastirildi. Buna gore; mecA pozitif 4 S. intermedius susunun
tiimii penisilin G, oksasilin ve sefoksitine direncli idi. Ayrica izolatlarda eritromisine
%50, rifampisin, gentamisin, tetrasiklin ve trimetoprim/sulfametaksazole karsi ise
%25 oranlarinda direng tespit edildi.

Anahtar Sozciikler: Antimikrobiyal direng, mastitis, metisilin direnci, Panton-
Valentine 16kosidin, Staphylococcus spp.
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SUMMARY

Investigation of methicillin resistance and Panton-Valentine leukocidin in
Staphylococci isolated from bovine mastitis

The aim of this study was to isolate the Staphylococcus species from bovine mastitis,
investigate the mecA ve pvl genes in isolated species by PCR and determine the
antibiotic resistance of methicillin resistant strains to some antibiotics commonly
used in veterinary field. In the present study, 972 mammary quarter milk samples
were used from 251 lactating cows from 34 different small (family type), mid and
large-sized enterprises located center town and villages of Odemis, Izmir. After CMT
was applied to each mammary quarter, 757 mammary quarter milk samples were
found to be CMT positive and 215 mammary quarter milk samples were found to be
CMT negative. A total of 182 (18.72%) Staphylococcus strains were isolated from
972 mammary quarter milk samples CMT positive and negative. It was determined
that 120 (47.8%) of 251 cows were infected with the least one Staphylococcus
species. Of 182 Staphylococcus strains, 137 (75.27%) and 45 (24.73%) were detected
as KPS and KNS, respectively. The different 11 Staphylococcus species were
isolated in this study. Among the species, S. intermedius (42.30%) was the most
common species isolated, followed by S. aureus (32.97%) and S. saprophyticus
(10.99%). It was found that 4 (2.2%) of 182 Staphylococcus strains harboured mecA
gene and mecA positive 4 strains were S. intermedius. In this study investigating the
presence of PVL toxin, pvl toxin gene was found in none of the strains. Antibiotic
resistance of 4 methicillin resistant S. intermedius strains to antibiotics commonly
used in veterinary medicine were investigated using Kirby-Bauer disc diffusion test.
According to test results, all of 4 mecA positive S. intermedius were resistant to
penicillin G, oxacillin and cefoxitine. The resistance was also found to erythromycin
(50%), rifampicin  (25%), gentamicin  (25%), tetracycline (25%) and
trimethoprim/sulfamethoxazole (25%) in the isolates.

Key words: Antimicrobial resistance, mastitis, methicillin resistance, Panton-
Valentine leukocidin, Staphylococcus spp.
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