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OZET

STAPHYLOCOCCUS SPP. iZOLATLARINDA ANTIiSEPTIK DIRENC
GENLERININ INCELENMESI

Hastane ve veteriner uygulama alanlar1 dahil tiim saglik kurumlari, ev ortami ve
gida tiretim sektoriinde, enfeksiyonlar1 ve kontaminasyonlar1 6nlemek igin antiseptik ve
dezenfektanlar ¢ok sik  kullanilmaktadir. Giiniimiizde, Kkuaterner amonyum
bilesiklerinden benzalkonyum kloriir ve divalent katyonlardan klorhekzidin diglukonat
gibi kimyasallar en fazla kullanilan antiseptik ve dezenfektanlardandir. Ancak
biyositlerin yaygin kullanim1 antiseptiklere/dezenfektanlara direncgli bakterilerin ortaya
cikisini giindeme getirmistir. Bakterilerin antibiyotiklere oldugu gibi, dezenfektanlara
kars1 da direng mekanizmalar gelistirdigi bilinmektedir. Antiseptik duyarlilig: ve direng
genlerinin dagilim1 ile ilgili epidemiyolojik veriler, nozokomiyal enfeksiyonlar
acisindan oldukga onemlidir. Staphylococcus cinsine dahil bazi tiirler, insan ve
hayvanlarda deri ve yumusak doku ve ameliyat bolgesi enfeksiyonlari, endokardit,
mastitis, pndmoni ve bakteriyemi gibi ¢esitli klinik enfeksiyonlara ve gida kaynakli
zehirlenmelere neden olmaktadir. Staphylococcus suslarinda kuaterner amonyum
bilesiklerine (QAC) diren¢ saglayan plazmid kaynakli qacA/B ve gacC genleri
bulunabilmektedir. Bu ¢alismada tavuk karkasi, sigir tank siitii, ¢esitli peynirler ve sigir
Klinik mastitis orneklerinden izole edilmis 90 Staphylococcus spp. susunda antiseptik
direng genlerinin (gacA/B ve gacC) varligr simplex polimeraz zincir reaksiyonu ile
belirlenmistir. Caligilan izolatlarin %18.8’de gqacA/B ve %2.2’de gacC tespit edilmistir.
Antiseptik  diren¢  genlerinden gacA/B  peynir ve sigir  klinik  mastitis
orneklerinde, gacC ise tavuk karkasinda saptanmistir.

2020, 31 sayfa
Anahtar Kelimeler: Antiseptik direnci, PCR, Staphylococcus spp., gacA/B, gacC, Sigir
klinik mastitis, Tavuk karkasi, Peynir, Sigir tank siitii



ABSTRACT
INVESTIGATION OF ANTISEPTIC RESISTANCE GENES IN
STAPHYLOCOCCUS SPP. ISOLATES

Antiseptic and disinfectants are used very frequently in all health institutions,
including hospital and veterinary application areas, in the home environment and food
production industry, to prevent infections and contaminations. At present, the
quaternary ammonium compounds, benzalkonium chloride and chlorhexidine
digluconate is one of the divalent cations most commonly used chemicals such as
antiseptics and disinfectants. However, the widespread use of biocides has brought
about the emergence of bacteria resistant to antiseptics / disinfectants. It is known that
bacteria develop resistance mechanisms against antibiotics as well as disinfectants.
Epidemiological data on antiseptic susceptibility and distribution of resistance genes are
very important for nosocomial infections. Some species, including the genus
Staphylococcus, cause various clinical infections and foodborne poisoning such as skin
and soft tissue and surgical site infections, endocarditis, mastitis, pneumonia and
bacteremia in humans and animals. Staphylococcus strains can contain plasmid-derived
gacA/B and gacC genes that provide resistance to quaternary ammonium compounds
(QACQ). In this study, the presence of antiseptic resistance genes (qacA/B and gacC) in
90 Staphylococcus spp. strains isolated from chicken carcass, bovine tank milk, various
cheeses and bovine clinical mastitis samples were determined by simplex polymerase
chain reaction. QacA/B was found in %18.8 and gacC in %2.2 of the isolates studied.
Of antiseptic resistance genes, gacA/B was detected in cheese and bovine clinical
mastitis samples, and gacC in chicken carcass.

2020, 31 pages
Keywords: Antiseptic resistance, PCR, Staphylococcus spp., qacA/B, gacC, Bovine
clinical mastitis, Chicken carcass, Cheese, Bovine tank milk
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1. GIRIS

[smini Yunanca’da iiziim salkimi anlamindaki “stphyle” ile dut anlamina gelen
“kokkos”dan almis Staphylococcus cinsi bakteriler (Newsom, 2008), Eubacteria alemi,
Firmicutes subesi, Bacilli smnifi, Bacillales takimi, Staphylococcaceae ailesi igerisinde
yer alirlar. Yuvarlak sekilli, 0,5 - 1,5 um capinda, genelde diizensiz kiimeler, bazen
tetrat, tekli kok ya da ikiserli koklar halinde birden fazla diizlemde karakteristik olarak
boliinebilen, spor olusturmayan ve Kkapsiilsiz gram pozitif  bakterilerdir.
Kemoorganotrof, hareketsiz ve fakiiltatif aerob olan bu organizmalarin dinlenme
evreleri bulunmaz. Genellikle katalaz pozitif ve oksidaz negatif olup yiiksek tuz
konstrasyonlarinda (%10 NaCl) ve 18 ile 40°C arasinda iyi tireme gosterirler (Schleifer
ve Bell, 2009). Tiir ve alttiirlerine bagli olarak konak ve nis araligir dar ya da genis
olabilmektedir. Stafilokoklar ¢cok ¢esitli ¢evresel ortamlardan izole edilmislerdir; toprak,
kum, deniz suyu, tatli su, bitki yiizeyleri, bitkisel trilinler, yem, et, kanatl eti, siit
tiriinleri, pisirme kaplari, mutfak esyalari, ev esyasi, giysi, hali, battaniye, para, toz ve
hava. Bazi1 tiirlerinin insan ve/veya hayvanlar i¢in firsatci patojenler oldugu
bilinmektedir (Schleifer ve Bell, 2009).

Staphylococcus cinsinde giiniimiizde tanimlanmis 37 tiir ve bazi altiirler yer
almaktadir. DNA-DNA hibridizasyon c¢alismalarina gore stafilokokal tlirler “tiir
gruplar1” igerisinde gruplandirilmistir. Bunlardan en onemlilerinden biri koagiilaz-
negatif ve novobiyosin duyarli tiirlerin dahil oldugu Staphylococcus epidermidis grubu
(6rnegin, Staphylococcus capitis, Staphylococcus caprae, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus saccharolyticus,
Staphylococcus  warneri) ve Staphylococcus simulans  grubudur (6rnegin,
Staphylococcus carnosos, Staphylococcus simulans). Digeri koagiilaz-negatif ve
novobiyosin direngli tiirlerin yer aldigi Staphylococcus saprophyticus grubu (6rnegin,
Staphylococcus cohnii, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus xylosus) ve
Staphylococcus sciuri grubudur (6rnegin, Staphylococcus lentus, Staphylococcus sciuri,
Staphylococcus vitulinus). Koagiilaz-pozitif ve novobiyosin duyarli tiirlerin dahil
oldugu bir diger grup ise Staphylococcus intermedius grubu (6rnegin, Staphylococcus
delphini, Staphylococcus intermedius) ve Staphylococcus aureus grubudur (6rnegin,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus subsp. anaerobius) (Schleifer ve Bell,
2009).



Stafilokoklar, insan, diger memeliler ve kuslarin deri, deri bezleri ve mukoz
membranlarinda yasayan bakterilerin ana bilesenlerini olusturmaktadirlar. Derideki
mevcudiyetleri gecici yada kalic1 olabilmektedir. Kalic1 suslar konagin kendisi kaynakli
olup genellikle mevcut say1 iizerinden stabil popiilasyonlar halinde bulunurlar, gegici
olanlar ise dis kaynakli olup baslica bu kaynaklarla temas eden deride yer alirlar ve
yikama ile kolayca uzaklastirilirlar (Schleifer ve Bell, 2009).

Koagiilaz pozitif tiirlerden Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius,
Staphylococcus delphini ve Staphylococcus schleiferi subsp. ve koagiilaz degisken
tirlerden Staphylococcus hyicus potansiyel o6nemli patojenler olarak kabul
edilmektedirler. 1960’larin basinda Staphylococcus aureus hastane yatisli hastalarda
onemli bir morbidite ve mortaliteye neden olmustur. Bu tiiriin insanlarda neden oldugu
enfeksiyonlar1 arasinda fronkiil, ¢iban, impetigo, toksik epidermal nekroliz, pndmoni,
osteomiyelit, akut endokardit, miyokardit, perikardit, enterokolit, mastit, sistit, prostatit,
servisit, serebrit, menenjit, bakteriyemi, toksik sok sendromu ve kas, deri, lirogenital
sistemi, merkezi sinir sistemi ve ¢esitli karn i¢i organ apseleri sayilabilir. Ayrica,
stafilokokal enterotoksin yolu ile gida zehirlenmesinde rol oynamaktadir. Metisiline
direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslar1 1980'lerde hastanelerde 6nemli bir
klinik ve epidemiyolojik sorun olarak ortaya ¢ikmistir. Staphylococcus aureus diger
memelilerde ve kuslarda da enfeksiyona yol agmaktadir; bunlar mastitis, sinovit, artrit,
endometrit, fronkiil, siipiiratif dermatit, pnémoni ve septisemidir. Klinik veya subklinik
formdaki stafilokokal mastitis siit endiistrisini ekonomik yonden Onemli o6lciide
etkilemektedir. Staphylococcus intermedius kopekler i.in 6nemli bir firsatg1 patojen olup
otitis eksterna, piyoderma, apse, iiriner sistem enfeksiyonlari, mastit ve piiriilan yara
enfeksiyonlarina neden olabilmektedir. Staphylococcus hyicus, enfeksiyoz eksiidatif
epidermititise ve domuzlarda septik poliartrite, sigirlarda ve atlarda cilt lezyonlarina,
kiimes hayvanlarinda ve sigirlarda osteomiyelite ve bazen de siirlarda mastitise neden
oldugu gosterilmistir. Staphylococcus delphini, yunuslarda piiriilan cilt lezyonlarina ve
Staphylococcus schleiferi subsp. kopeklerde dis kulak otitisine neden oldugu
bildirilmistir (Schleifer ve Bell, 2009).

Koagiilaz-negatif  stafilokok tlirleri insan normal mikroflorasinin ana
bilesinlerindendir. Son yirmi yil igerisinde nozokomiyal enfeksiyonlara neden olduklari

belirtilmistir. Koagiilaz negatif stafilokoklar arasindan Staphylococcus epidermidis, en



sik hastalik ile iligkili olan tiir olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Arastirmalar bu tiiriin en
biiyiik patojenik potansiyele ve adaptif ¢esitlilige sahip oldugunu gostermistir. Bu tiiriin
bakteriyemi, dogal ve protez kapak endokarditi, osteomiyelit, piyoartrit, diyaliz
kaynakl1 peritonit, mediastinit, tiretrit ve piyelonefrit dahil idrar yolu enfeksiyonlar1 ve
kalic1 kalp pili, vaskiiler greftler, beyin-omurilik sivisi santlar1, eklem protezi ve ¢esitli
ortopedik cihazlara bagli enfeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir. Diger bazi
koagiilaz negatif tiirlerin de insan ve hayvan enfeksiyonlariyla iliskisi bulunmaktadir.
Bu grup icerisinde insan klinik enfeksiyonlarinda en sik karsilasilan ikinci tiir
Staphylococcus haemolyticus’tur. Kapak endokarditi, septisemi, peritonit ve idrar yolu
enfeksiyonlarima neden oldugu gibi bazi yara, kemik ve eklem enfeksiyonlariyla da
iliskili olabilmektedir. Ayrica Staphylococcus haemolyticus’un sigirlarda mastitise
neden oldugu bildirilmistir. Staphylococcus caprae, Staphylococcus hominis ve
Staphylococcus warneri’nin yaygin olarak insan klinik Orneklerinde bulundugu ve
enfektif hastaliklara neden olduklar1 gosterilmistir. Staphylococcus saprophyticus
insanlarda idrar yolu enfeksiyonuna neden olan 6nemli bir firsatci patojendir (Schleifer
ve Bell, 2009). Staphylococcus warneri’nin sigirlarda mastitise neden oldugu
belirtilmistir (Devriese ve Derycke, 1979). Mastitisli inek siitlerinden S. hyicus izole
edilmistir (Schleifer ve Bell, 2009).

Germisitler  antiseptik, dezenfektan ve  koruyucularn1  kapsayan ve
mikroorganizmalar: inaktive eden biyosidal ajanlardir. Antiseptikler deri ya da mukoz
membranlardaki mikrobiyal florayr indirgemek icin uygulanan antimikrobiyal
maddelerdir. Dezenfektanlar bakteriyel sporlar1 6ldiiremese de cansiz objelerdeki zararl
mikroorganimazlart yok etmek i¢in uygulanan kimyasallardir. (Weber ve ark., 2007).
Hiicre tipi ne olursa olsun antiseptik veya dezenfektanla etkilesim ilk etapta hiicre
yiizeyi ile baglar, bunu hiicre igine giris takip eder ve hedef bolgede etkisini gosterir.
Biyosidal ajanin etki mekanizmasi hiicre yiizeyinin bilesimi ve yapisina bagl olabildigi
gibi cevre kosullarima gore de degisebilmektedir. Glutaraldehit gibi kimyasallar hiicre
yiizeyinden etkili olurken, antimikrobiyal ajanlarin biiyiikk bir kismi hiicre i¢i etki
gostermektedir. Dolayisiyla mikrobiyal hiicrelerin dis tabakalar1 antiseptik ve
dezenfektanlara duyarlihlk ya da direng¢ konusunda onemli bir etkiye sahiptir.

(McDonnel ve Russell, 1999).



Antiseptikler klinik alan calisanlarinin ellerindeki gegici mikrobiyal floray:
azaltmak, kisiden kisiye mikroplarin gecisini engellemek, invaziv islemler oncesi deriyi
hazirlamak ve cerrahi islemler 6ncesi el antisepsisini saglamak iizere yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. En yaygin kullanilan antiseptikler alkoller, klorheksidin, iyot ve
iyodoforlar, kloroksilenol, kuaterner amonyum bilesikleri (QAC) ve triklosandir (Boyce
ve Pittet, 2002).

QAC’ler membranaktif katyonik ajanlardir. Katyonik ajanlar sitoplazmik
membranda fosfolipit bilesenleri ile reaksiyona girerek ozmotik etkilerle membran
yikimint gergeklestirir. Katyonik ajanlara maruz kalan mikroorganizmalarda sirasiyla;
ajanin hiicre duvarima adsorpsiyonu ve penetrasyonu, sitoplazmik membranla (lipit veya
protein) reaksiyonu ve sonrasinda membran biitlinliigiiniin bozulmasi, hiicre i¢i diisiik
molekiiler agirlikli bilesenlerin disar1 sizmasi, protein ve niikleik asitlerin yikimu,
otolitik enzimlere bagli duvar lizisi gerceklesir (McDonnel ve Russell, 1999). Kuaterner
amonyum bilesikleri yap1 ve karmasiklik yoniinden farklilik gosterebilen dort alkil
grubuna dogrudan baglanmis bir azot atomundan meydana gelmis maddelerdir. Bu
genis bilesik ailesi igerisinden alkil benzalkonyum kloriirler en yaygin kullanilan
antiseptiklerdir (Weber ve ark., 2007).

Mikroorganizmalarin ~ hiicre  yapisi, bilesenleri ve  fizyolojilerindeki
farkliliklarindan dolayr antimikrobiyal ajanlara yaniti da farkli olmaktadir. Literatiirde
dezenfektanlara karsi iki temel diren¢ mekanizmasi tanimlanmaktadir: intrinsik ve
kazanilmig direng (Bragg ve ark., 2013; McDonnel ve Russell, 1999; White ve
McDermott, 2001). Intrinsik direng bakteri hiicrelerinin spesifik bir ajana karsi sahip
olduklar1 dogal bir yetenektir. Bir dezenfektan bakteriyel hedef bolgelerine ulagabildigi
ve etkilesime girebildigi takdirde etkisini gostermektedir. Dolayisiyla bir dezenfektan
hiicrenin dis katmanlarin1 ge¢mek zorundadir. Hiicre dis1 tabakalarim yapi ve
kompozisyonu dezenfektanin alinimini azaltarak permebalite bariyeri olabilir. Dig
membrana sahip olmayan gram pozitif bakteriler gram negatiflere gore biyositlere daha
duyarli olmaktadirlar. Bir diger intrinsik diren¢ formu da bakteriyel biyofilmdir.
Bakteriyel biyofilmler dezenfektanlara karst duyarliligin  azalmasina neden
olmaktadirlar. Tkinci mekanizma olan kazanilmis direng hiicre genlerinin mutasyonlar
ya da hiicrelerin zor kosullarda hayatta kalmasini saglayan yabanci genetik bilgilerin

hiicreye gecisiyle gergeklesmektedir. Hiicre icerisine genetik bilgi gecisi plazmidal ya



da transpozon araciligi ile gerceklestirebilmektedir. Mikrobiyal komiinitelerin diisiik
inhibitor konsantrasyonlarina ya da diisiik kimyasal aktiviteye sahip QAC’lere uzun
stireli maruz kalmasi daha direngli klonlarin ortaya ¢ikisina neden olmustur (Hegstad ve
ark., 2010; Bragg ve ark., 2014). Antimikrobiyal diren¢ her ne kadar genlerdeki
mutasyonlar yoluyla saglanabilse de c¢ogunlukla direncin temeli direng genlerinin
kazanilmasi temeline baglidir (Hegstad ve ark., 2010). QAC’lere kazanilmis direng daha
cok Staphylococcus aureus’ta gortilniistiir (loannou ve ark, 2007). Farkli kaynaklardan
izole edilmis bakterilerde birka¢ gqac geni tanimlanmistir. Bu genlerin genellikle plazmit
kaynakli oldugu bildirilmistir. Bu genler interkalasyon boyalar1 ve QAC’ler dahil diger
katyonik biyositleri igeren hidrofobik bilesiklerin disartya atilmasini saglayan
proteinleri kodlarlar. Qac genleri hareketli genetik elementler {izerinde yer alirlar ve
bunlarin lokasyonu farkli stafilokok tiirleri arasinda etkilesime girmelerine olanak
saglamaktadir (Hegstad ve ark., 2010).

QacA ve gacB olarak isimlendirilen gac diren¢ genleri biiyiik plazmitlerin
tizerinde smr, gacG, gacH, gacJ olarak adlandirilan diger gac direng¢ genleri 3 kb’dan
kiiciik plazmitler tlizerinde kodlanmustir. Kiiclik plazmitler iizerinde bulunan direng
genleri genellikle gen kasetleri halinde bulunurlar ve kiiglik ¢oklu ilag direnci (SMR)
ailesinin protein kismini kodlamaktadir (Bjorland ve ark., 2005). QacA ve gacB genleri
ise baglica kolaylastirict siiper familyasinin (MFS) protein kismini kodlamaktadir.
Direng genleri tarafindan kodlanan tiim proteinler hiicre zarina gomiiliidiir (Bragg ve
ark., 2013).

QacA pSK1 plazmidi iizerinde yer alan 514 amino asitlik bir transmembran
proteinidir (Gillespie ve ark., 1989) ve gacR iizerinde kodlanan bir transkripsiyonel
regililatdre (repressor) ihtiyag duyar (Gillespie ve ark., 1989; Peters ve ark., 2009;
Wassenaar ve ark., 2015). Katyonik lipofilik bilesikler hiicreye girdiginde gacR
faktoriine baglanirlar ve gqacA’nin ekspresyonunu saglarlar. QacA’ya cok benzeyen
gacB geni pSK23 plazmidinde tasinmaktadir her iki gen arasinda sadece alt1 adet amino
asitte farklilik gostermektedir. QacA geninde oldugu gibi gacB’nin ekspresyonu da
transkripsiyonel repressor gacR tarafindan diizenlenmektedir (Wassenaar ve ark., 2015).
QacC proteinleri, Staphylococcus aureus’un kiigiik bir plazmidi pSK89’da ilk olarak
tanimlanmistir (Lyon ve Skurray, 1987). QacC proteini 107 amino asit uzunlugunda

olup diger bakteri cinslerinde uzunlugu 108 ya da 109 olabilmektedir. QacC proteinleri



bakteri membraninda dimer olusturan dort transmembran domein i¢cermektedir. QacC
geninin ekspresyonu icin transkripsiyonel regiilatdre ihtiya¢g bulunmamaktadir
(Wassenaar ve ark., 2015). Stafilokokal ¢oklu ila¢ direncinden sorumlu bu gene farkli
calismalarda smr ismi verilmistir (Grinius ve ark., 1992; Grinius ve ark., 1994).

Biyosit ve dezenfektan direnci nozokomiyal enfeksiyonlar1 azaltmak i¢in alinan
hijyen stratejileri ve dezenfeksiyon dnlemlerini 6nemli 6lglide engelleyebilmektedir. Bu
nedenle klinik ortamlardaki kadar toplumlardaki Staphylococcus popiilasyonlarinda gac
genleri yogun bir sekilde ¢alisilmaktadir. Caligmalarin biiytik bir kism1 genlerin PCR ile
belirlenmesi iizerinden gercgeklestirilmektedir. Bazen bu c¢alismalar direncin seviyesi ve
yapisini belirlemek icin bazen fenotipik karakterizasyon ile desteklenmektedir.

Bu tez kapsaminda sigir klinik mastitis, peynir, sigir tank siitii ve tavuk karkas
orneklerinden izole edilmis 90 adet Staphylococcus spp.’de gac antiseptik direng genleri

(gacA/B ve gacC) PCR ile belirlenmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Leelaporn ve arkadaslar1 (1994), koagiilaz negatif stafilokoklarin (CoNS) Klinik
izolatlarinda antiseptik ve dezenfektanlara diren¢ olusumunu incelemistir.
Arastirmacilar, 1980’lerin basinda izole edilmis 164 CoNS klinik sustan
setiltrimetilamonyum bromiir gibi katyonik antimikrobiyal bilesiklere karsi direngli
oldugu bilinen 40 izolatin DNA-DNA hibridizasyon analizi ile Staphylococcus aureus
oldugunu tespit etmis ve bu suslarin ¢oklu ilag tasiyici gacA ile gacC genlerini
icerdigini belirlemistir. Direngli CONS izolatlarinin % 50°’sinin sadece gacA, % 10’unun
sadece gacC ve geri kalan % 40’min hem gacA hem de gacC igerdigi belirtilmistir.
Hem gacA hem de gacC genlerinin, her durumda plazmidlerde; gacA’nin > 10 kb’lik
plazmidlerin tizerinde gacC genlerinin ise 2-3 kb’lik plazmidler iizerinde bulundugu
bildirilmistir. Ayrica Staphylococcus aureus suslarinda gacA ve gacC gen tasiyan
plazmidlerin restriksiyon endoniikleaz profilleri sonucunda bu genlerin benzer veya
farkli plazmidlerde bulundugu gosterilmistir.

Coklu ila¢g disar1 atim mekanizmasinda kii¢iik membran proteini olan gacC
polipeptidinde amino asitlerin rolii belirlenmistir. Proton bagimli disar1 tagima
mekanizmasi ile toksik organik katyonlara direng saglayan stafilokokal gacC geninde
yapilan mutasyon analizleri ile 42. pozisyonundaki sisteinin proteinde substrati tanima
islevini gergeklestirdigi ayrica 59 ve 62. pozisyonlardaki tirozin ve triptofan amino
asitlerinin de qacC proteininde yapisal ve fonksiyonel bir role sahip oldugu bildirilmistir
(Paulsen ve ark., 1995).

Japonya’da 1992 yilinda izole edilen 98 MRSA susunda antiseptik direng genleri
olan gacA ve smr’nin arastirildigi ¢alismada 10 susta qacA, 20 susta ise smr genlerinin
bulundugu tespit edilmistir (Noguchi ve ark., 1999).

Kiicken ve arkadaslar1 (2000), Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii,
Pseudomonas aeruginosa ve Stenotrophomonas maltophilia klinik izolatlarinda,
antibiyotik ve antiseptik (benzalkonyum Kkloriir ve setiltrimetilamonyum bromiir)
direncliligi arasindaki baglantiy1 tespit ettikleri calismada tiim suslarin % 10 unun (103)
QacEAl direng genini tasidigini bulmuslardir. 37 Pseudomonas aeruginosa susunun
sadece birinde gacE geninin bulundugu goriilmiistiir. Calisma sonucunda elde edilen

verilere gore, ¢oklu antibiyotige direncli gram-negatif bakterilerin, kuaterner amonyum



bilesiklerine, qacE veya gacEAI mevcut olsa bile, antibiyotige duyarli suslardan daha
fazla direngli olmadigini gosterdigi bildirilmistir.

Mastitis kontrolii amaciyla 10 yil boyunca QAC (setiltriamonyum bromdir) i¢eren
meme kremi kullanilmuis ii¢ farkli inekten penisilin, tetrasiklin ve QAC’ye direngli 3
Staphylococcus aureus izolatinda plazmid analizi, PCR ve DNA dizilimi ¢alismalar ile
smr geni igeren Yyeni bir plazmid bulundugu belirlenmistir. Bu plazmidin, daha 6nce
insan ve gida izolatlarinda tespit edilmis smr tasiyan stafilokokal kii¢iik plazmidlere
benzedigi belirtilmistir (Bjorland et al., 2001).

Staphylococcus aureus’un Avrupa klinik izolatlarinda antiseptik direng genlerinin
yayginligi ve dagilimi hakkindaki bilgileri giincellemek ve Avrupa’daki 297 metisilin
direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ve 200 metisilin duyarli Staphylococcus aureus
(MSSA) izolatinda QacA/B ve gacC genleri taranmistir. Toplam 497 izolatin 210’unda
gacA/B genleri bulunmus olup bunlarin 186’s1t MRSA 24’ii MSSA izolatlarinda tespit
edilmistir. QacC geni ise toplamda 29 adet saptanmis olup 19°u MRSA 20’si MSSA
suslarinda bulunmustur. Her {i¢ gene (qacA/B ve gacC) ise 1 MSSA ve 4 MRSA olmak
tizere 5 izolatta rastlanmistir (Mayer ve ark., 2001).

Klinik stafilokoklar arasinda dezenfektan direng genlerinin siklig1 ve beta-
laktamaz Transposon Tn552 ile genetik baglantinin arastirilmasi amaci ile yapilan
calismada, septisemi, kanser ve HIV-pozitif hastalarda toplam 238 (177’si koagulaz
negatif stafilokok) Staphylococcus aureus izole edilmistir. 118 izolatin kuarterner
amonyum bilesik bazli dezenfektan benzalkonyum kloriire (BC) karsi direngli oldugu
belirlenmistir. Secilen 78 izolat igerisinde qacA/B tasiyicisin1 % 83, gacC tastyicisinin
% 3 igerdigi bildirilmistir (Sidhu ve ark., 2002).

Insan kaynakli klinik Staphylococcus aureus izolatlarinda yiiksek diizeyli
antiseptik diren¢ genlerinin gacA ile gacB’nin dagilimi ve genomik cesitliligi analiz
edebilmek igin bir Japon hastanesinden izole edilen toplam 522 susta antiseptik direng
genlerinin  dagilimi ve genomik c¢esitliligi arastirilmistir.  Metisiline  direncli
Staphylococcus aureus suslarinda gacA/B ve smr (Kiiciik ¢oklu ilag direnci) genleri
sirastyla % 32.6 ve % 3.3, metisiline duyarl Staphylococcus aureus suslarinda sirasiyla
% 7.5 ve % 5.9 oraninda saptanmistir. Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP)
analizi ile gqacA/B genleri arasinda gacA tipi gene (% 40.7) gore gqacB tipi genin (%
59.3) daha yiiksek prevalansini gosterdigi bildirilmistir (Alam ve ark., 2003).



Atlardan izole edilen Staphylococcus aureus, Staphylococcus simulans ve
Staphylococcus intermedius suslarinda kuaterner amonyum bilesiklerine direng
saglayan plazmidal gacJ geni belirlenmistir. 107 amino asitlik QacJ proteininin ¢oklu
ila¢ direng ailesinin bilinen proteinlerine benzerlik [Smr/QacC (%72.5), QacG (%82.6)
ve QacH (%73.4)] gosterdigi bildirilmistir (Bjorland ve ark., 2003).

Noguchi ve arkadaslar1 (2005), 11 Asya iilkesinden 1998-1999 yillar1 arasinda
topladiklar1 894 adet MRSA izolatlarinda gacA/B ve smr antiseptik direng genlerini
PCR ile belirlemislerdir. Asya kaynakli MRSA izolatlarinin %31.6’sinda smr genini
%41.6’sinda gqacA/B genlerini i¢erdigi bulunmustur..

El hijyeni amaciyla 20 yildir klorheksidin glukonatin kullanildig1 Ulusal Tayvan
Universitesi Hastanesi’'nde (NTUH) 1990, 1995, 2000 ve 2005 yillarinda izole edilmis
toplam 240 nozokomiyal MRSA izolatinda klorheksidin duyarliligi, multilokus dizi
tiplendirmesi ile gacA/B geninin dagilimi ile incelenmistir. Yiiksek klorheksidin MIC
degerine sahip test edilmis 83 izolat arasinda %355.4’tiniin gacA/B geni tasidigi
bildirilmigtir. QacA/B tasiyan MRSA izolatlarinin ilk olarak 1995 yilinda tespit edildigi
ve tek bir klona ait oldugu, 2005 yilinda tespit edilenlerin ise 7 farkli kolana ait oldugu
bildirilmistir (Wang ve ark., 2008).

Klinik kaynakli Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinin biguanid, kuaterner
amonyum Dbilesikleri, beta-laktam bilesikleri ve florokinolonlara direnci saglayan
genlerini bilerlemek amaciyla yapilan ¢alismada toplam 120 izolat kullanilmig, PCR ile
gacA/B, gacG, gacH, norA, smr ve blaZ genleri belirlenmisti. 120 izolatin % 8.3’linde
gacA/B, % 3.3 gacH, % 36.7 norA, % 44.2 smr ve % 97.5 blaZ genleri belirlenmis
ancak gacG geninin saptanmadigi bildirilmistir (Vali ve ark., 2008).

Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA)’da klorheksidin glukonata
(CHDN) duyarliligin azalmas ile atik pompalari kodlayan gacA, gacB ve smr genleri
arasindaki iligskiyi incelemek amaciyla yapilan ¢aligmada 2005-2009 yillar1 arasinda
Kanada’da bulunan iki yogun bakim iinitesinden toplam 334 MRSA izolat1 toplanmistir.
7 susta (2 gacA geni ve 5 gacB geni) gacA/B (% 2) ve 23 susta smr (% 7) genleri
belirlenmigtir. Smr genlerini barindiran suglar icin CHDN minimal bakterisidal
konsantrasyonlar biraz daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Longtin ve ark., 2011).

Stafilokoklardaki antiseptik diren¢ genleri olan gacA/B ve smr’nin hastane ve

hastane disindaki prevalansinin incelenmesi amaciyla yapilan arastirmada 249



hemsireden izole edilen Staphylococcus aureus ve koagulaz-negatif stafilokokus
(CoNS) suslari, gacA/B ve smr pozitifligi ile saglik disi ¢alisanlardaki tasiyici izolatlar
karsilastirilmistir. Qac genleri ve antibiyotik direnci arasindaki iliskiler arastirilmus,
benzalkonyum kloriir ve klorheksidin ile minimum inhibitér konsantrasyonlari (MIC) /
minimum bakterisidal konsantrasyonlari (MBC’ler) belirlenmistir. Her iki gen de
hemsirelerden izole edilmis CoNS suslarinda daha yaygin goriiliirken gacA/B geninin
hemsirelerin Staphylococcus aureus izolatlarinda genel popiilasyondakinden daha
yaygin olarak bulundugu bildirilmistir (Zhang ve ark., 2011).

Zmantar ve arkadaglar1 (2011), Tunus’ta bir diyaliz merkezinden izole ettikleri
117 Staphylococcus aureus klinik izolatinda PCR-RFLP ile dezenfektan direng
genlerini ¢alismiglardir. Koagulaz negatif ve diger olmak iizere toplam 11 izolatin 3 gqac
genini birlikte (gacA, gacB ve gacC) igerdigini bildirmislerdir. Ayrica toplam 117 adet
izolattan %35’inin gacC, %24 {inin gacA ve %I15.4’tnlin gacB igerdigini
saptamiglardir.

Hastaneye yatigh hasta kanlari ve diskilarindan, ¢iftlik hayvani digkilarindan, siit
ve siit iriinlerinden ve et lriinlerinden izole edilen izole edilmis 585 Enterococcus
faecalis susunda, PCR ile gac genleri (gacA, gacB, gacC, smr [gacC + gacD], gacEAI,
gacG, gacH, gacJ) taranmistir. Dort Enterococcus faecalis susunun gac genleri
yoniinden pozitif oldugu belirlenmistir. Bu suslardan sigir ve insan kani kaynakli birer
izolatta gqacA/B insan diskis1 ve peynir kaynakli (‘‘“Camembert’” peyniri) birer izolatta
ise smr genleri (gacC + gacD) tespit edilmistir (Bischoff ve ark., 2012).

Ulkemiz kaynakli klinik 6rneklerden izole edilmis 69 adet nozokomiyal MRSA
susunda PCR ile antiseptik direng¢ genleri belirlenmis izolatlarin %11.6’sinda gacA/B
direng genleri bulundugu bildirilmistir (Aykan ve ark., 2013).

Ebner ve arkadaslart (2013), tavuk karkaslarindan izole ettikleri iki farkli
kesimhane kaynakli 34 Staphylococcus aureus izolatinda (Kesimhane A’dan 20,
Kesimhane B’den 14) DNA mikroarray analizi ile gacC genlerinin varhigini
gostermislerdir. Toplam izolatin yaklasik %65’inin gacC geni yoniinden pozitif oldugu
gosterilmistir.

Hasta hindi ve tavuklardan izole edilmis 131 MRSA susunun hindi kaynakli 12,
tavuk kaynakli 3 izolatinda gacC geni mikrodizi hibridizasyon yontemi ile tespit

edilmistir (Monecke ve ark., 2013).
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Pili¢ ve ciftlik ¢alisanlar1 arasinda gecisi ve kaynaklarinin belirlenmesi amaciyla
yapilan ¢alismada mikrodizi analizi taramasi sonucunda bir ¢iftlikten izole edilmis 3
susta kuarterner amonyum direng geni olan gacC saptanmistir (Wendlandt ve ark.,
2013).

Metisiline direngli Staphylococcus aureus izolatlarinda antiseptik direng (AR)
genlerini belirlemek amaciyla aragtirmak icin yapilan ¢aligmada domuz karkaslarindan
izole edilmis 100 adet susta PCR ile antiseptik direng genlerinin varligi belirlenmistir.
45 susun smr igerdigi ve bu smr-pozitifler arasinda 8 adedinin qacG igerdigi
saptanmistir. Suslarin gacA/B, gacH veya qgacJ genlerini i¢cermedigi bildirilmistir
(Wong ve ark., 2013).

Universite hastanesi (Hatay-Tiirkiye) genel cerrahi serivsinden (Hatay-Tiirkiye)
izole edilmis 130 Staphylococcus aureus susunda PCR ile dezenfektan direng genleri
(gacA/B ve qgacC) belirlenmistir. Amikasin direngli tiim suslarin qacA/B, %8.9’unun
gacC ve her ii¢ gen yoniinden %18.4’liniin pozitif oldugu rapor edilmistir (Temiz ve
ark., 2014).

Meksika’da devlet hastanesi hemodiyaliz {initesindeki Kkateter kaynakli
enfeksiyonlardan 2013 yilinda izole edilmis MRSA suslarinda PCR ile ermA, ermB,
ermC, msrA, mef, gacA, gacB, gacC direng genleri belirlenmistir. Suslarin %71’inde
ermA, ermB, ermC, gacA, gacB ve gacC diren¢ genlerinin bulundugu bildirilmistir.
QacC geninin toplam 21 MRSA izolatinda, gacA ve qgacB genlerinin %76’sinda
bulundugu gosterilmistir (Paniagua-Contreras ve ark., 2014).

Peterson ve arkadaglar1 (2015) yaygin olarak dezenfektanin kullanildigi domuz
tiretiminden yola ¢ikarak domuz kaynakli tam genom dizisi ¢ikarilmis 4 Staphylococcus
aureus suslarinda gac direng genlerinin (qacA/B, smr, gacE, gqacEA41, gacF, gacG,
gacH, gacl, gacJ, ve gacZ) varligin1 niikleotid BLAST ile belirlemiglerdir. Calisma
sonucunda Avrupa menseili domuz MRSA izolatlarinda gac genlerinden gacG ve
gacC’nin tespit edildigi bildirilmistir.

Kanada’da 26 ¢iftlikteki 390 domuzun nazal Kkiiltiirlerinden elde edilen
MRSA’larda kuarterner amonyum bilesiklerine direng saglayan genleri (qacA/B, gacG,
gacH, gacJ ve smr) Real-time PCR ile belirlenmistir. Tiim izolatlarin en az 1 adet gqac
geni igerdigi ve %32.5’inin gacG, gqacH ve smr icerdigi bildirilmistir. (Slifierz ve ark.,
2015).
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Ammar ve arkadaglar1 (2016), Misir’da siit ve et iiriinlerinden izole edilmis
metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) izolatlarinda benzalkonyum kloriire
(BC) diren¢ genlerini arastirdiklar1 ¢alismada, izolatlarin %55’inin benzelkonyum
kloriire karst direngli oldugunu ancak higbirinde qacA/B ve smr genlerini
bulundurmadigini belirtmislerdir.

Cin’de yanik hastalarindan 7 yil boyunca izole edilmis 85 MRSA ve 280 MSSA
suslarinda PCR ile gacA ve gacB genleri belirlenmistir. MRSA’larin tiimiinde gacA ve
gacB direng¢ genlerinin bulundugu ancak MSSA’da bulunmadig bildirilmistir. (Chen ve
ark., 2017).

Kuveyt’te bulunan hastanelerden izole edilmis ve klorheksidine duyarliligi diisiik
121 adet klinik MRSA ve 56 adet MSSA izolatinda diren¢ genlerini belirlemek
amactyla yapilan calismada, MRSA’nin % 12.3’iinde gacA ve gacC ve MSSA’nin %
5.4tinde gacA, % 83’tinde norA ve % 91’inde blaZ genlerinin mevcut oldugu
bildirilmistir (Vali ve ark., 2017).

[ran’da bulunan egitim ve arastirma hastanelerinden izole edilmis Metisiline
duyarli Staphylococcus aureus (MSSA), metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA), metisiline duyarli koagiilaz negatif stafilokok (MSConS) ve metisiline
direncli koagiilaz negatif stafilokoklarda (MRConS) antiseptik direng genleri mecA,
gacA/B, gacC ve smr PCR ile arastirilmigtir. Toplam 120 izolatin 15’inde gacA/B,
26’sinda gacC ve 38’inde smr geni bulundugu bildirilmistir (Damavandi ve ark., 2017).

Klinik kaynakli Staphylococcus spp. (69) ve Enterococcus spp. (69) izolatlarinda
PCR ile direng genleri (qacA/B, smr, gacG, gacH, gacJ) calisiimis ve antiseptik direng
genlerinin  sikliginin klinik stafilokok izolatlarinda yiiksek (49/69) oldugu ancak
enterokok izolatlarinda bulunmadigi (0/69) bildirilmistir. 40 Koagulaz negatif susun
25’inde gacA/B, 7’sinde smr, diger suslarin 3’tinde qacA/B, 4’iinde ise smr geni tespit
edilmistir. Ayrica Staphylococcus aureus suslarinda gacG ve gacJ genleri oraninin
sirastyla 11/29 ve 8/29, CoNS suslarinda ise sirasiyla 5/40 ve 10/40 oldugu ve suslarin
hicbirinin gacH genini icermedigi bildirilmistir (Ignak ve ark., 2017).

Ribi¢ ve arkadaslar1 (2017) kuarterner amonyum didecil-dimetil-amonyum kloriir
(DDAC) igerikli bir ticari dezenfektanla giinliik temizlenen isyerlerinden izole ettikleri
Staphylococcus epidermidis (57 adet) suslarinin %95’inden fazlasinin qacA/B ve gacC

genlerini igerdigi diger gac genlerini icermediklerini bildirmistir.
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MRSA izolatlarinda qacA/B ve qacC gen dagilimlarinin dogru ve etkili analizi
icin Singapur’da bir hastaneden 2 ay boyunca toplanan izolatlarda real-time PCR ile
antiseptik direng genleri tespit edilmistir. 200 MRSA izolatindan %24’ iinlin qacA/B ve
%23’ linlin gacC genini icerdigi bulunmustur (Chan ve ark., 2018).

Dogu Cin’den izole edilen epidemik MRSA suslarindaki antiseptik direng
genlerinin prevalans ve dagilimini ortaya koymak amaciyla yapilan multipleks PCR
sonuglarina gore izolatlarin %20.1’inde qacA/B tespit edildigi belirtilmistir (Kong ve
ark., 2018).

Ulkemiz Hatay ilinden 2019 yilinda subklinik mastitli kegilerden izole edilen
stafilokokuslarda (30 adet) PCR ile %3.3 oraninda qacA/B geninin bulundugu tespit
edilmistir (Cantekin ve ark., 2019).

Brezilya’da 2010-2015 yillar1 arasinda devlet ve 6zel hastanelerden izole edilmis
211 Staphylococcus susunda PCR ile klorheksidin direng geni (qacA/B) arastirilmistir.
Klorheksidine duyarlili§i azaldigi saptanan 64 izolattan direngli oldugu saptanan 32
izolatin ve daha az duyarli oldugu saptanan 17 izolatin qacA/B geni yoniinden pozitif
oldugu belirtilmistir (Do Vale ve ark., 2019).

Mohammadi ve arkadaslar1 (2019) Iran’mm  Tahran sehrindeki metro
istasyonlarindan 2016-2017 yillar1 arasinda izole edilmis 100 adet Staphylococcus
aureus susunda antiseptik diren¢ genlerinin varligini arastirmak amaciyla yaptiklar
caligmada izolatlarin %30’unun gacA/B genini igerdigini bildirmistir (Mohammadi ve
ark., 2019).

Dogu ve Bati Londra’da hastaneler ve ortak kullanim alanlarindaki yiizeylerden
izole edilmis ve mecA pozitif oldugu belirlenmis 49 izolatin tliim genom dizi analizleri
sonucu %51.16’sinin qacA/B genini igerdigi belirtilmistir (Cave ve ark., 2019).

Japonya, Tokyo’da 2010 ve 2016 yillar1 arasinda hastanelerde yatan enfekte
olmus hastalardan izole edilen 600 MRSA susunda kuarterner amonyum bilesiklerine
diren¢ kazandiran qacA/B genleri PCR ile belirlenmistir. 600 MRSA susundan, %
19.8’inin qacA/B yoniinden pozitif oldugu bulunmustur (Miyajima ve ark., 2019).

Giliney Kore’de bir egitim hastanesinden 2010-2016 yillar1 arasinda septisemi
kaynakli 246 MRSA izolatinin %28.9’unun qacA/B yonilinden pozitif oldugu
belirtilmistir (Hong ve ark., 2019).
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Italya Toskana Lazio’da toplanan sigir tank siitiinden izole edilmis 120 koagulaz
negatif stafilokok suslari arasindan biyofilm iireticisi izolatlarin %12.3’tiniin gac genleri
yoniinden pozitif ve bunlardan da smr-qacC geninin yaygin olarak bulundugu (%9.6)
bildirilmistir (Turchi ve ark., 2020).

Diinya genelinde Staphylococcus aureus plazmidal disa atim pompa genlerinin
sikligiin belirlemek amaciyla farkli veri tabanlarindan (Medline Pub Med, IS, Scopus,
Google Akademik, ISC, Science direct and Persian Journals Online ve alint1 listeleri)
alinan bilgiler sonucunda Asya iilkelerindeki klinik izolatlarin %40’ inin gacA/B,
Avrupa tilkelerindeki klinik izolatlarin %1.9-42’sinin qacA/B ve %1.9-44’iniin smr;
Amerika iilkelerindeki klinik izolatlarin %7.6’simin gqacA/B ve %9.9’unun smr; Afrika
tilkelerindeki klinik izolatlarin %40. 5’inin gacA/B igerdigi bildirilmistir (Hassanzadeh
ve ark., 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Tez kapsaminda Sigma, Merck ve Vivantis’ten temin edilen Tripticase Soya Agar,
TES tamponu, Lizozim, proteinaz K, SDS, Fenol, Kloroform, PCR tamponu, Taq
polimeraz, dNTP, MgCl., Agaroz, kullanilmustir.

Calisma kapsaminda etiiv, otomotik pipet, hassas terazi, otoklav, laminar kabin,
vorteks, buz makinasi, yatay jel elektroforezi, giic kaynagi, santrifiij ve jel goriintiileme

cihaz1 kullanilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Bakteriler

Peynir, sigir klinik mastitis, sigir tank siitii ve tavuk karkaslarindan izole edilerek
gliserol stoklar1 halinde M.K.U Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarida
bulunan Staphylococcus spp. Suslari, Tripticase Soya Agarda pasajlanarak

aktiflestirilmistir.

3.2.2. DNA izolasyonu

Staphylococcus spp. kiiltirlerinden DNA izolasyonu fenol/kloroform yontemi
kullanilarak yapilmistir (Sambrook ve ark, 2001). Izolatlarin agar kiiltiirlerinden bir 6ze
dolusu aliarak 1 ml steril PBS igeren ependorf tiiplere aktarilmis ve PBS icerisinde
vortekslenerek siispanse edilmistir. Sonrasinda 6rnekler 3500 rpm’de 10 dakika siireyle
santrifiij edilerek siipernatant atilmistir. Hiicre peleti lizerine 1ml Tris-HCL tamponu
(10 mM, pH 8, 1 mM EDTA, 1 mM NaCl) eklenerek siispanse edildikten sonra tekrar
santrifiij edilmistir. Siipernatant atildiktan sonra pellet {lizerine lizozim (12.5 pg/ml)
iceren 500 pl Tris-HCL tamponu (10 mM, pH 8, 1 mM EDTA, 1 mM NacCl), eklenerek
siispanse edilmis ve su banyosunda 37 °C de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda 20 pl SDS-sodyumdodesil siilfat (%10) ¢ozeltisi ve 10 pl
Proteinaz K (10 pg/ul) ilave edilerek karistirilmis ve 65 °C 20 dakika su banyosunda
inkiibe edilmistir. Protein ve diger hiicre artiklarimin uzaklastirilmasi i¢in karigim

tizerine, esit miktarda fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ilave edilerek
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vortekslenmistir. Karisim 10 dakika siireyle 10000 rpm’de santrifiijlenerek iist tabaka
dikkatlice yeni bir tiipe transfer edilmistir. Ornekler {izerine 0.1 hacim 3 M sodyum
asetat ¢Ozeltisi ve 1 hacim absolut etanol ilave edilerek -20 °C’ de bir gece
bekletilmistir. ornekler 10 dakika siireyle 13000 rpm’de santrifiij edildikten sonra
slipernatant atilmistir. Pelet 6ncet % 90 sonra % 70 etanol ile iki alamali yikanmistir.
Kurutulan peletler 100 pl Dietil pirokarbonat ¢6zeltisi (DEPC) ile siispanse edilerek -20
°C’de PCR analizlerinde kullanilmak tizere saklanmistir. DNA siispansiyonlarindan 2 pl

alinarak PCR islemlerinde kalip DNA olarak kullanilmistir.

3.2.3. Antiseptik Diren¢ Genlerinin PCR Amplifikasyonlari

Calismada QAC antiseptik diren¢ genlerinin varli§i Zmantar ve arkadaslar
(2011), tarafindan oOnerilen primerler ve protokol kullanilarak gergeklestirilmistir.
Calismada Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknigi i¢in kullanilan primerler Cizelge

3.1’°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan primerler ve 6zellikleri.

Test Hedef Oligoniikleotit dizileri (5°-3”) Bant Referans
gen biiyiikliigii
(bp)
gacA/ 5>-TCCTTTTAATGCTGGCTTATACC-3’ ] Zmantar ve
Antiseptik 220
MSPUK 4acB  5-AGCCKTACCTGCTCCAACTA-3 P ank, 2011
Direng
. 5>-GGCTTTTCAAAATTTATACCATCCT-3’ Zmantar ve
Genleri gacC 249 bp
5’-ATGCGATGTTCCGAAAATGT-3’ ark., 2011

PCR c¢alismalar herbir 6rnek i¢in toplam 25 pl’lik hacimlerde yapilmistir. PCR
Karigimy; 2,5 pl 10x PCR tamponu, 2 mM MgClz, 200 uM dNTP (10 mM), ileri ve geri
primerler 20 pmol, DNA Polimeraz 1U Taq ve 6rnek DNA’s1 2 ul igermektedir. Her
calisma icin pozitif ve negatif kontroller de hazirlanmis ve yiriitiilmiistiir.
Amplifikasyon islemi thermal 1s1 dongii cihazinda; 94 °C’de 3 dakika siireyle 6n
denatiirasyon sonrasinda 35 dongii halinde 94 °C’de 45 saniye DNA denatiirasyon, 56
°C’de annealig, 72 °C’de 60 saniye polimerizasyon iglemi ve ardindan 72 °C’de 7

dakika bekletilerek amplifikasyon islemi gerceklestirilmistir.
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3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme

Yapilan amplifikasyon isleminden sonra Agaroz jel elektroforezi igin %1,5’lik
100 ml jel kullanilmistir. Agaroz (Vivantis) Tris Borat EDTA tamponu (TBE) ile
hazirlanmistir. Homojen hale getirilen agaroz ¢ozeltisi (100 ml) igerisine 5 pl Safe Red
ilave edilmistir. Jel kuyularina yiiklenecek amplifikasyon iirtinlerine (10 pl) 2 pl 6X Gel
Loading Dye eklenerek ylikleme yapilmistir. Jelde DNA 6rnekleri 180 V’da 60 dakika
boyunca yiritiilmiistiir. Elektroforez sonrasi jeller UV 1sik altinda incelenerek

goriintiilenmigstir. Yiriitme asamasinda marker olarak 100-1000 bp araligindaki Vivantis

100 bp plus kullanilmgtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Calisma kapsaminda daha onceki calismalar, klinik materyaller kaynakli izolatlar
ve Mustafa Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari kiiltiir
kolleksiyonunda bulunan toplam 90 adet Staphylococcus spp. izolatinda gacA/B ve
gacC genlerinin varligi PCR ile belirlenmistir. Calisilan izolatlarin 19 adedi ¢esitli
peynirlerden, 15 adedi sigir klinik mastitis 6rneklerinden, 24 adedi si8ir tank siitlinden
ve 32 adedi tavuk karkaslarindan izole edilmistir. izolatlardan ekstrakte edilen DNA
ornekleri kullanilarak 220 bp’lik qacA/B gen bolgesi ve 249 bp’lik gacC gen bolgesi
cogaltilarak gac genlerinin mevcut olup olmadig belirlenmistir.

Cesitli peynirlerden izole edilmis 19 adet Staphylococus spp. susuna ait PCR ile
cogaltilmis gacA/B genleri sekil 4.1°de verilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

u
- -

Sekil 4.1. Peynir kaynakli Staphylococcus spp. izolatlarindan gacA/B genlerinin simplex
amplifikasyon agaroz jel elektroforegrami (Markir 100-1000bp).

Peynir kaynakli 19 adet Staphylococus spp. izolatinin 6 adedinde gacA/B geni
belirlenmis olup gacC geni tespit edilmemistir (Sekil 4.1). Peynir kaynakl
Staphylococus izolatlarinin antiseptik direng genlerinin belirlenmesine ait ¢alismaya
rastlanilmamistir.  Siit ve siit triinlerinden izole edilmis Enterococcus faecalis
suslarinda PCR ile qac genlerinin (qacA, gacB, gacC, smr [gacC + qacD], gacEAI,
gacG, gacH, gacJ) tarandig1 ¢alismada, 4 Enterococcus faecalis susunun qac genleri
yoniinden pozitif oldugu bildirilmistir. Bu suslardan ise peynir (‘‘Camembert’’ peyniri)
kaynakli izolatlarin sadece bir adedinde smr genlerinin (qacC+qacD) tespit edildigi
belirtilmistir (Bischoff ve ark., 2012).
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Sigir klinik mastitis Orneklerinden izole edilmis 15 adet Staphylococus spp.

susuna ait PCR ile ¢cogaltilmis qacA/B genleri sekil 4.2°de verilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 M 8 9 10 11 12 13 14

Sekil 4.2. Sigir klinik mastitis kaynakli Staphylococcus spp. izolatlarindan gacA/B
genlerinin simplex amplifikasyon agaroz jel elektroforegrami (Markir 100-1000bp).

Klinik mastitis kaynakli 15 adet Staphylococcus spp. izolatinin 11 adedinde
gacA/B genleri belirlenmistir (sekil 4.2), ancak bu izolatlarda gacC geni tespit
edilmemistir. PCR analizi ile, Hatay ilinden 2019 yilinda subklinik mastitli kecilerden
izole edilmis 30 adet stafilokokus susundan %3.3’tiniin gacA/B genini igerdigi
bildirilmigtir (Cantekin ve ark., 2019). 10 yil boyunca bir QAC tiiri olan
setiltriamonyum bromiir iceren meme kremi kullanilmis ineklerden izole edilen ve
penisilin, tetrasiklin ve QAC’ye direngli 3 Staphyloccocus aureus izolatinda smr geni
iceren yeni bir plazmid bulunmustur (Bjorland ve ark., 2001). Bischoff ve arkadaslar
(2012), sigir kam1 kaynakli Enterecoccus faecalis izolatlariyla yapmis olduklart
caligmada bir adet izolatta qacA/B tespit etmislerdir.

Tavuk karkas 6rneklerinden izole edilmis 32 adet Staphylococus spp. susuna ait

PCR ile ¢ogaltilmig gacC genleri sekil 4.3°de verilmistir.
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12 3 4 5 6 7 8 9 M 10 11 12 13 14 15

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 M 26 27 28 29 30 31 32

gacC
249 b
P>

Sekil 4.3. Tavuk karkas kaynakli Staphylococcus spp. izolatlarindan gacC geninin
simplex amplifikasyon agaroz jel elektroforegrami (Markir 100-1000bp).

Tavuk karkaslarindan izole edilmis 32 adet Staphylococcus spp. izolatinin 2
adedinde gacC geni belirlenmis olup gqacA/B genleri bulunmamistir (Sekil 4.3). Ebner
ve arkadaglar1 (2013), DNA mikroarray analizi ile iki farkli kesimhane kaynakli tavuk
karkaslarindan izole ettikleri 34 adet Staphylococcus aureus izolatinin %65’inin gacC
geni yoniinden pozitif oldugunu tespit etmislerdir. Mikrodizi hibridizasyon yontemi ile
hasta hindi ve tavuklardan izole edilmis 131 MRSA susundan 15 adedinde gacC geni ile
tespit edilmistir (Monecke ve ark., 2013). Ayrica canli piliclerde de mikrodizi analizi
taramast sonucunda kuaterner amonyum direng¢ geni olan gacC bulunmustur
(Wendlandt ve ark., 2013). Domuz karkasiyla yapilan benzer ¢alismada ise 100 MRSA
izolatin PCR ile antiseptik direng genlerinin varlig1 belirlenmistir ve 45 susun smr
(qacC+gacD) igerdigi ve smr-pozitifler arasindan da 8 adedinin gacG igerdigi
saptanmistir. Suslarin gacA/B, gacH veya qgacJ genlerini i¢cermedigi bildirilmistir
(Wong ve ark., 2013).
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Calismamiz kapsaminda yer alan sigir tank siitii 6rneklerinden izole edilmis 24
adet Staphylococus spp susunda qacA/B ve gacC genleri saptanmamistir. Benzer sekilde
Ammar ve arkadaglar1 da (2016), siit ve et {iriinlerinden (Misir) izole ettikleri MRSA
suslarinin %55’inin benzalkonyum kloriire karsi direngli oldugu ancak bu izolatlarin
gacA/B ve smr genlerini i¢cermediklerini belirtmiglerdir. Turchi ve arkadaslari (2020)
Toskana Lazio’da (Italya) toplanan sigir tank siitiinden izole edilmis 120 koagulaz
negatif stafilokokus susundan %12.3’iiniin gac genleri icerdigini ve ayrica bu suslarda

smr-gacC genlerinin de yaygin olarak bulundugunu bildirmislerdir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Benzalkonyum kloriir, kuarterner amonyum bilesikleri ve divalent katyonlardan
klorheksidin diglukonat gibi antiseptik ve dezenfektanlar, hastane ortami1 ve diger saglik
kuruluglarinda, evlerde ve gida iiretim isletmelerinde enfeksiyon ve kontaminasyonlari
onlemek icin siklikla kullanilmaktadir (Gerba, 2015; Ignak ve ark., 2017). Dolayisiyla
biyositlerin yaygin kullanimi dezenfektanlara direngli bakterilerin ortaya c¢ikisini
giindeme getirmistir. Hatta biyosit ve dezenfektanlarin asir1 kullanilmasindan dolay:
kendi aralarinda da g¢apraz direncin olustugu bilinmektedir. Ayrica antiseptik duyarliligi
ve direng genlerinin dagilimi ile ilgili epidemiyolojik veriler nozokomiyal enfeksiyonlar
acisindan da 6nem arz etmektedir (Taheri ve ark., 2016).

Staphylococcus aureus oldukca farkli ortamlarda (biyotik ve abiyotik)
yasayabilen ve hakkinda en fazla bilgi sahibi olunan patojenlerden biridir (Mirani ve
ark., 2013). Bu organizma hem insanlarda hem hayvanlarda farkli diizeylerde
enfeksiyonlara neden olmaktadir (Espigares ve ark., 2017). Dolayisiyla Staphylococcus
aureus onemli bir hastalik ve 6lim etmeni olup hasta ve hastaneler {izerinde ciddi bir
ekonomik yiik olusturmaktadir. Gerek hastane kaynakli gerek insan kaynakli S. aureus
orijinli enfeksiyonlarin oran1 giderek artmaktadir (Damavandi ve ark., 2017).

Biyositler (dezenfektanlar) ev ortamlar1 dahil saglik ve gida sektoriinde
patojenlerin bulagsma ve yayilmasini kontrol etmede kritik rol oynayan kimyasallardir.
Bu kimyasallar arasindan kuarterner amonyum bilesikleri (QAC) en yaygin kullanilan
dezenfektanlardir (Gerba, 2015).

Bircok calisma biyosidal ajanlarin  yogun kullanimina bagli olarak
Staphylococcus spp.’de antiseptik duyarliligin azaldigi bildirilmistir (Ignak ve ark.
2017). Antiseptik ve dezenfektanlara karsi direng mekanizmasinin iki sekilde gelistigi
bilinmektedir; intrinsik ve kazanilmis direng. Intrinsik direncte mikroorganizmanin
antiseptik maddeyle temasina bagli olmaksizin dogal olarak ilgili maddeye kars1 direnci
S0z konusu iken kazanilmis direng, kromozomal mutasyon, plazmid ya da transpozonlar
araciligi ile gerceklesmektedir (Russell ve ark., 1998). Proton bagimli ¢oklu ila¢ disa
atim pompasini kodlayan ve plazmit iizerinde taginan antiseptik direng genleri (qacA/B,
smr, gacG, gacH, gacl) ilk olarak Staphylococcus cinsinde tanimlanmistir (Mayer ve
ark., 2001; Bjorland ve ark., 2003; Noguchi ve ark., 2005; Vali ve ark., 2008).

S.aureus’da bu antiseptik direng genlerinden gacA/B ve smr siklikla galisilan genlerdir
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(Miyazaki ve ark., 2007; Vali ve ark., 2008; Liu ve ark.,, 2009). Bu pompalar
klorheksidin gibi kuarterner amonyum bilesiklerini iceren lipofilik katyonlara
baglanmaktadir.

Tez caligmasi ile, sigir klinik mastitis ornekleri, ¢esitli peynirler, sigir tank siitii ve
tavuk karkaslarindan izole edilerek dondurulmus sekilde MKU Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda stoklanmig Staphylococcus spp.’lerin antiseptik direng
genleri/genlerini (gacA/B ve qgacC) igerip igermedigi klasik PCR ile belirlenmistir.

Cizelge 5.1.de izolatlara gore qacA/B ve gacC genlerinin dagilimi verilmistir.

Cizelge 5.1. Izolatlarda gacA/B ve gacC genlerinin dagilimi

izolat Orijini Izolat Adedi QacA/B geni  QacC geni
Peynir 19 6 -
Sigir Klinik Mastitis 15 11 -
Sigir Tank Siitii 24 - -
Tavuk Karkas 32 - 2

Toplam izolatlarin %18.8’de qacA/B ve %2.2’de gacC geni bulunmustur. Plazmit
tizerinde kodlanan, aminoasit dizilimi yoniinden birbirine ¢ok benzeyen ve kuarterner
amonyum bilesikleri dahil g¢esitli boyalar ve antiseptiklere direng saglayan gacA ve
gacB genlerine (Paulsen ve ark., 1996; Wassenaar ve ark., 2015) sadece peynir ve sigir
klinik mastitis orneklerinde rastlanilmistir. Genellikle kuarterner amonyum bilesikleri
ile sinirli antiseptik direncinden sorumlu olan gacC (Lyon ve Skurray, 1987) ise sadece

tavuk karkas drneklerinden tespit edilmistir.

Cesitli kaynaklardan izole edilmis Staphylococcus spp.’lerde kuarterner amonyum
bilesiklerine duyarliliklarinin belirlendigi literatiirde, ¢alisilan cografik bolgeye gore
gac gen yiizdelerinin biiyiik 6l¢iide degistigi goriilmektedir (Bjorland ve ark., 2003;
Bischoff ve ark., 2012; Wendlant ve ark., 2013; Ebner ve ark., 2013; Monecke ve ark.,
2013; Wassenaar ve ark., 2015; Damavandi ve ark., 2017; Ignak ve ark., 2017; Dovale
ve ark., 2019; Cantekin ve ark., 2019). Farkli c¢alismalarda qacA/B pozitif
Staphylococcus spp. suslarinin daha sik bulundugu ve bu gen ikilisinin Avrupa ve Asya

kaynakli MRSA izolatlarda yaygin oldugu bildirilmistir (Noguchi ve ark., 2006; Wang
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ve ark., 2008; Schlett ve ark., 2014). Ayn Stafilokokal plazmitler iizerinde tasinan gac
ve bazi antibiyotik (eritromisin trimetoprim ve aminoglikozit) direncinden sorumlu
genler arasinda genetik baglanti oldugu (Noguchi ve ark., 2005; Conceicao ve ark,
2016) ve dolayisiyla antibiyotik direng genlerinin yayilmasinin sik klorheksidin
kullanimina bagh secici bir baski ile gergeklesebilkecegi bildirilmistir (Anthonisen ve
ark., 2002; Noguchi ve ark., 2006; Sheng ve ark., 2009). Benzer sekilde sik antibiyotik
kullaniminin  kuaterner amonyum bilesiklerine direng yoOniiniinde bir segici baski
olusrturabilegegi diistintilmektedir.

Antiseptik direngli bakterilerin artist halk sagligi icin ciddi bir tehdit haline
gelmektedir. Dolayisiyla direng genlerinin dagilimini ve se¢ilimini anlamak klinik ve
ekonomik anlamda uzun vadeli stratejilerin olusturulmasi agisindan énem tagimaktadir.
Ulkemizde Staphylococcus spp. ile yapilan ¢alismalarda genellikle antibiyotik direnci
tizerine odaklanildigindan sunulan tez c¢aligmasiyla gesitli kaynaklardan izole edilen
stafilokokal suslarin dezenfektan direnglilikleri genetik diizeyde belirlenmistir. Tez
kapsaminda elde edilen verilerin iilkemiz kapsamindaki antiseptik direncliligi
konusunda yapilan ¢alismalara yararl veriler saglayarak biyosit politikasi ve yeni direng
mekanizmalarinin gelismesini engelleyecek enfeksiyon kontrol programlarinina katkida
bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Sonug olarak halk sagligina énemli katki saglamasi
acisindan sosyal ve ekonomik oneme sahip antiseptik direngliliginin farkli izolat ve

tiirlerde daha detayli ¢aligilmasi 6nerilmektedir.
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